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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova v Praze 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biochemických věd 

Kandidát: Alena Ježková 

Školitel: Doc. Ing. Barbora Szotáková, Ph.D. 

Školitel specialista: RNDr. Veronika Hanušová, Ph.D. 

Název diplomové práce: Vliv inositol hexafosfátu na adhezivitu a migraci buněčných 

linií SW480 a SW620 

 

Inositol hexafosfát (IP6) je molekula běžně přítomná v přírodě, zejména v obilninách 

a luštěninách. Již dříve bylo popsáno, že IP6 ovlivňuje řadu procesů v těle, jako je 

např. snížení agregace krevních destiček, podpora sekrece insulinu, 

hypocholesterolemický účinek, několikrát byl popsán i protinádorový účinek. Cílem této 

práce bylo studium adhezivních a migračních procesů, které jsou důležitými kroky 

v procesu metastazování nádorových buněk. Pro studium byla zvolena buněčná linie 

odvozená od kolorektálního adenokarcinomu - SW480 a metastatická linie odvozená 

z lymfatické uzliny téhož pacienta – SW620. V obou liniích byla testována schopnost 

migrace. Zároveň byl porovnáván vliv IP6 v různých koncentracích a v několika časových 

intervalech na expresi adhezivních a invazivních molekul na úrovni mRNA (RT-PCR) 

a proteinů (western blot, imunofluorescence). Schopnost migrace byla zjištěna pouze 

u metastatické linie SW620, v porovnání s linií SW480. Významné snížení migrace 

u linie SW620 bylo pozorováno již při použití netoxické 0,2 mM koncentrace IP6. 

U buněčné linie SW480 se ukázalo jako signifikantní působení IP6 zejména na změnu 

v expresi adhezivních molekul (EpCAM, ICAM1), a snížení exprese molekul zapojených 

do invazivních procesů (MMP-9, Erk1 a NF-κB). U buněčné linie SW620 došlo 

k signifikantnímu snížení exprese zejména u molekul invazivních (N-kadherin, MMP-2, 

MMP-9, Erk1,2, fosfo-Erk1,2, NF-κB a fosfo-NFκB). Na základě porovnání výsledků 

z in vitro testů byla prokázána rozdílná citlivost k působení IP6 v testovaných buněčných 

liniích SW480 a SW620. 
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Supervisor specialist: RNDr. Veronika Hanušová, Ph.D. 

Title of diploma thesis: Effect of inositol hexaphosphate on adhesion and migration 

of cell lines SW480 and SW620 

 

Inositol hexaphosphate (IP6) 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 IP6, 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 IP6 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 IP6 treatment. IP6 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-κB a phospho-NFκB) was observed. Based on comparison 

of in vitro testing, different sensitivity to IP6 in both tested cell lines was proven.   
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2 Úvod 

Nádorová onemocnění jsou, po nemocech oběhové soustavy, druhou nejčastější příčinou 

úmrtí v ČR. V roce 2013 podle údajů Ústavu zdravotnických informací a statistiky ČR 

byla přibližně jedna čtvrtina úmrtí způsobena zhoubným novotvarem (1). 

V České republice se incidence zhoubných novotvarů téměř každým rokem zvyšuje 

(Obr. 1). Do jisté míry tento proces můžeme přičítat stárnutí populace, zhoršení stavu 

životního prostředí a změně životního stylu. V posledních letech došlo také ke zlepšení 

diagnostiky zhoubných onemocnění a ke vzniku řady preventivních programů, díky nimž 

narostl počet hlášených zhoubných novotvarů, ale také se díky nim snížil počet úmrtí lidí 

s touto diagnózou (2). 

 

Obr. 1: Vývoj incidence zhoubných novotvarů a novotvarů in situ v ČR (1987 - 2011) (Zdroj: (3)) 

Nejčastějším zhoubným novotvarem v České republice je zhoubný novotvar kolorekta, 

tedy tlustého střeva a konečníku. Česká republika se také dlouhodobě udržuje na předních 

pozicích mezi zeměmi s nejvyšším počtem výskytu tohoto typu onemocnění (Obr. 2). 

Rizikovou skupinou pro rozvoj kolorektálního karcinomu jsou lidé nad 50 let. U osob 

v tomto věku výrazně stoupá výskyt tohoto onemocnění (Obr. 3). 

 

Obr. 2: Srovnání incidence kolorektálních nádorů v různých zemích světa (2008) (Zdroj: (4)) 
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Obr. 3: Věková struktura populace pacientů s výskytem kolorektálního karcinomu (Zdroj: (4)) 

V současnosti je hledání nových způsobů léčby kolorektálního karcinomu, stejně jako 

i léčby ostatních nádorových onemocnění, předmětem intenzivního výzkumu. Vědci se 

zabývají účinky jak syntetizovaných látek, tak látkami přírodními. Výzkum by měl 

přinést zkvalitnění péče, ať už objevem nových látek s protinádorovým účinkem, tak 

snížením množství a závažnosti vedlejších účinků léčby a s tím související zlepšení 

kvality života onkologických pacientů. 
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3 Nádorové buňky 

Primární nádor vzniká z jedné buňky, u které došlo k celé řadě genetických změn. Tyto 

změny pak způsobí, že původně zdravá buňka začne vykazovat znaky malignity.  

Zatímco zdravá buňka má definovaný tvar a strukturu, reaguje na podněty svého okolí 

a dělí se jen ve chvíli, kdy je nastolen správný poměr mezi stimulačními a inhibičními 

signály z okolí buňky, buňka nádorová nemá přesně definovaný tvar a strukturu, 

nereaguje na podněty přicházející z jejího okolí, nekontrolovatelně se dělí a došlo u ní 

ke ztrátě schopnosti apoptózy (5) (6). Maligní nádorové buňky se vyznačují také 

zrychleným buněčným cyklem, invazivním růstem, zvýšenou buněčnou pohyblivostí 

a chemotaxí. Dochází u nich i ke změnám na povrchu buňky a sekreci lytických faktorů, 

které slouží k rozrušení bazální membrány epitelů, krevních a lymfatických cév (6). 

Nádorové buňky mají velké jádro nepravidelného tvaru a velikosti, jadérka jsou u nich 

výrazná. Cytoplazma je u nádorových buněk vzácná a buď intenzivně zbarvená, 

nebo naopak má světlou barvu (6). 

Nádorovým buňkám, na rozdíl od zdravých buněk, také chybí vlastnost nazývaná 

kontaktní inhibice růstu. Jedná se o vlastnost, kdy normální zdravé buňky pěstované 

in vitro rostou pouze v jedné vrstvě, a když takovýmto způsobem porostou celé dno 

nádoby, zastaví své množení (5). 

Maligní nádorové buňky vznikají maligní transformací (přeměnou) normálních buněk. 

Během tohoto procesu dochází k hromadění řady mutací ve specifických třídách genů. 

Jedná se o protoonkogeny a tumor-supresorové geny (5). 

Protoonkogeny jsou normální strukturní geny buněk, které podporují buněčný růst 

a dělení. Kódují některé růstové faktory a receptory pro růstové faktory, faktory účastnící 

se transdukce anebo transkripční faktory. Pokud dojde k mutaci protoonkogenů, nazývají 

se tyto zmutované nebo aktivované geny onkogeny. Ty pak přispívají k rozvoji 

nádorového onemocnění (7). 

Tumor-supresorové geny slouží k regulaci buněčného cyklu. Zastavují buněčný růst 

a následné buněčné dělení, takže zabrání buňce se nekontrolovaně množit. K maligní 

transformaci dojde, pokud jsou obě kopie genu v buňce zmutované a tím pádem tumor-

supresorové geny inhibované. Na rozdíl od protoonkogenů, u kterých stačí k aktivaci 

na onkogeny mutace pouze u jedné kopie genu (5) (7). 

Dalším faktorem, který přispívá k přeměně normální buňky na buňku nádorovou, je 

porucha zpětnovazebných mechanizmů. K těmto mechanizmům řadíme i apoptózu. 

Apoptóza, jinými slovy naprogramovaná smrt buňky, je fyziologický proces zahrnující 

řadu biochemických a fyziologických změn. Buňka tak reaguje na poškození svých 

základních komponent nebo deregulaci svých vnitřních kontrolních mechanizmů. 

Apoptóza buňky také nastává ve chvíli chybného uchycení nebo po ztrátě uchycení buňky 

k pokladu (závislost na podkladu). Ztráta schopnosti apoptózy pak přispívá k rozvoji 

nádorového onemocnění a k odolnosti nádoru vůči terapii (5) (6) (8).  
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Všechny normální buňky mají také omezený počet dělení. Při každém buněčném dělení 

dochází ke zkracování částí DNA na koncích chromozomu. Tyto úseky se nazývají 

telomery. Když dojde k jejich zkrácení na minimální délku, buňka stárne a umírá. Tím je 

zamezeno nekonečnému dělení. V nádorových buňkách je ale aktivován enzym 

telomeráza, který obnovuje úseky telomer a buňka tak má možnost se neustále dělit (5). 

Nádorové buňky mají také změněné membránové vlastnosti oproti normálním zdravým 

buňkám. Dochází tak k poruše schopnosti buněk komunikovat pomocí gap junctions 

(mezerovitých spojení) a ztrácí se specifita komunikace. Ke změnám dochází 

i u membránových proteinů a sacharidů, které fungují jako enzymy nebo povrchové 

receptory. Počet receptorů se snižuje nebo zvyšuje, mění se jejich citlivost 

vůči regulačním mechanizmům, dochází ke strukturálním změnám proteinů 

nebo povrchových receptorů a na povrchu se objevují nové molekuly, které jsou typické 

pro buňky embryonální tkáně (6) (5). 

Nádorové buňky také vyrábí a vylučují spoustu aktivních substancí, jako jsou růstové 

faktory, hormony, látky podobné hormonům, lytické enzymy, atd. Maligní buňky 

využívají lytické faktory ke zničení bazální membrány, což umožní jejich šíření 

a vytváření metastáz. Příkladem je IV kolagenasa, která ničí typ IV kolagenu přítomný 

v bazálních membránách krevních a lymfatických cév (6). 

Podle míry nebezpečnosti můžeme nádory rozdělit na dva druhy, na benigní a maligní. 

Benigní nádory se rozrůstají lokálně, morfologicky připomínají původní zralou tkáň, 

ale buňky se nekontrolovatelně namnoží. Jsou ostře ohraničeny od okolní tkáně 

a nemetastazují. Maligní nádory mají od původní tkáně odlišné morfologické a funkční 

vlastnosti. Mají schopnost prorůstat do okolních tkání a metastazovat (5) (8). 

3.1 Invazivita a metastazování 

Invazivita je schopnost buněk proniknout do tkáně, zde se množit a ničit tuto tkáň. 

Metastazování je proces vytváření metastáz, tedy dceřiných ložisek nádoru mimo 

primární nádor. Metastázy se vytváří z neoplastických buněk, které migrují cévním 

nebo lymfatickým řečištěm a fixují se na tkáň kompletně odlišnou od původní tkáně (6). 

Na sekundárním místě se neoplastické buňky zastaví buď kvůli své velikosti (neprojdou 

dál), nebo se zde naváží na specifické molekuly (8). 

Vývoj metastáz se dá rozdělit do několika kroků, které popisuje tzv. metastatická kaskáda 

(Tab. 1). Pro vznik metastáz je důležité dokončení každého kroku této kaskády. 
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Tab. 1: Metastatická kaskáda (Zdroj: (8)) 

Metastatická kaskáda: 

1. Uvolnění buňky od sousedních buněk a extracelulární matrix 

2. Překonání bazální membrány v epitelech 

3. Překonání bazální membrány a endotelu cév 

4. Putování krevním nebo lymfatickým řečištěm 

5. Překonání endotelu cév a bazální membrány na sekundárním místě 

6. Uchycení se v nové tkáni 

7. Přežití a proliferace 

8. Vznik mikro a makrometastáz 

 

 

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

Aby došlo k šíření nádorových buněk a vytvoření metastáz, musí u buněk primárního 

nádoru dojít k dalším změnám v genové expresi, které dokončí přeměnu buněk na buňky 

s maligním fenotypem. Jedná se zejména o změny v expresi genů pro enzymy degradující 

proteiny a pro adhezivní molekuly (6). 

3.1.1 Adheze 

Adheze, neboli přilnutí, je způsob, kterým se udržuje soudržnost tkání a umožňuje 

sousedním buňkám mezi sebou komunikovat. Vzájemné mezibuněčné kontakty jsou 

uskutečňovány pomocí adhezních molekul (CAM) a gap junctions. 

Gap junctions (Obr. 5) jsou druhy spojení, které vznikají propojením membrán dvou 

sousedních buněk. Pomocí tohoto intercelulárního kanálu dochází k přímému přenosu 

iontů a malých signálních molekul. Gap junctions jsou tvořena dvěma konexony, což jsou 

kanály tvořené z šesti proteinových jednotek konexinů (u strunatců) (9) (10). 
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Obr. 5: Struktura gap junctions (zdroj: (9)) 

Než dojde k propojení buněk pomocí gap junctions, je potřeba, aby byly buňky 

rozpoznány pomocí adhezivních molekul. 

Adhezivní molekuly vzájemně propojují buňku s buňkou a taky buňku s extracelulární 

matrix, což je směs nerozpustných proteinů a vyplňuje prostor mezi buňkami tkáně. 

Adhezivní molekuly rozdělujeme na čtyři základní skupiny: 

1. Selektiny 

2. Molekuly imunoglobulinové superrodiny - CAM 

3. Kadheriny 

4. Integriny 

3.1.1.1 Selektiny 

Jedná se o rodinu adhezních molekul, která zahrnuje tři povrchové molekuly. L-selektin 

přítomný na povrchu leukocytů, P-selektin přítomný na povrchu krevních destiček a E-

selektin, který se spolu s P-selektinem nachází na povrchu endotelu cév. Tyto adhezivní 

molekuly zprostředkovávají první přichycení leukocytů ke stěně cév v místě zánětu 

nebo jiného poškození tkáně (11) (12).  

3.1.1.2 Molekuly imunoglobulinové superrodiny 

Jedná se o velkou skupinu molekul, kterou lze rozdělit na VCAM (vaskulární buněčné 

adhezivní molekuly), NCAM (nervové buněčné adhezivní molekuly), ICAM 

(intercelulární buněčné adhezivní molekuly), nektin a nektinům podobná (Necl) rodina 

(13). 

ICAM jsou molekuly vyskytující se zejména na buňkách imunitního systému 

a na endoteliálních buňkách. 

3.1.1.3 Kadheriny 

Jsou skupinou adhezních molekul, které hrají důležitou roli v buněčném vývoji (závislost 

na podkladu). Kadheriny také umožňují juxtakrinní signalizaci, která probíhá mezi dvěma 

těšně přilehlými buňkami pomocí membránových proteinů a receptorů (8). 
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Kadheriny mají cytoplazmatické domény, které se spojují s cytoplazmatickými proteiny, 

tzv. kateniny. Mezi kateniny patří β-katenin, vinkulin nebo γ-katenin (plakoglobin). Tyto 

proteiny umožňují kadherinům nepřímo se napojit na aktinová vlákna cytoskeletu buněk 

a tak ještě více upevnit spojení buněk (8) (12). 

Kadheriny jsou tedy adhezní molekuly, které ovlivňují invazivitu buněk a proces 

vytváření metastáz nádoru. Geny pro E-kadherin, vinkulin a kateniny se považují 

za supresorové geny pro metastázy (10). 

3.1.1.4 Integriny 

Integriny jsou adhezní molekuly, které zprostředkovávají přichycení buňky k tzv. area 

code. Area code je místo extracelulární matrix (ECM), ke kterému adherují buňky 

s příslušnými integriny na svém povrchu. Integriny tedy umožňují přenos signálů 

spojením buněk s extracelulární matrix (8) (10). 

Jedná se o receptory, které se skládají ze dvou nekovalentně spojených podjednotek α a β. 

β-podjednotka se po navázání na ECM naváže svým cytoplazmatickým koncem 

k intracelulárním kotevním molekulám, jako je talin, α-aktinin a filamin. Tyto proteinové 

molekuly se mohou navázat na aktin přímo nebo prostřednictvím molekul, jako je 

vinkulin. Dojde tak k propojení cytoskeletu buňky a ECM, což spojení upevní (8) (14). 

3.1.2 Migrace 

Buněčná migrace je proces, při kterém jsou buňky přeneseny z jednoho místa organismu 

na druhé (15).  

U nádorových buněk je schopnost migrovat znakem jejich malignity. Nádorové buňky 

jsou přenášeny z místa primárního nádoru na místo sekundární, kde vytvoří metastázy. 

Buňky migrují buď samostatně, nebo v malých shlucích (mikrometastázy) (8) (15). 

Aby mohla buňka migrovat, je potřeba, aby se uvolnila z primární tkáně a překonala 

bazální membránu v epitelech a endotel nejbližších cév. Následně je buňka unášena 

krevním nebo lymfatickým řečištěm na místo, kde se zachytí pomocí specifických 

molekul nebo díky své velikosti, kvůli které neprojde dál (8) (15). 

K tomu aby buňka po svém odloučení od tkáně nebo při špatném přichycení přežila, musí 

být poškozen mechanismus apoptózy. Musí rovněž překonat řadu další obranných 

mechanizmů organismu (např. imunitní systém) (8). 

3.1.3 Metastazování 

Aby mohly buňky vytvořit metastázy na sekundárním místě, musí se dostat z krevního 

nebo lymfatického řečiště. Vzájemná interakce mezi nádorovými buňkami a endotelem 

cév probíhá ve dvou po sobě následujících krocích. Nejprve dojde k slabé vazbě 

(docking), která je zprostředkována povrchovými uhlovodíky, pak následuje pevná vazba 

zprostředkovaná inducibilními adhezními molekulami (E-selektin, ICAM, VCAM) 

a integrinovými receptory nádorových buněk (8). 
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Po uchycení na endotel cév musí nádorové buňky tímto endotelem také projít do tkání 

(diapedéza). Buňky mohou migrovat mezi spoji endoteliálních buněk (paracelulární 

diapedéza), nebo s nimi vytvořit mozaikovitou chimérickou strukturu 

a nebo transcelulární diapedézou ve vakuole přestupovat skrz endoteliální buňky (8). 

Kromě endotelu cév musí nádorová buňka překonat ještě bazální membránu nové tkáně. 

K tomu nádorové buňce slouží enzymy, které degradují jak bazální membrány, tak 

extracelulární matrix. K těmto proteolytickým enzymům řadíme (8) (16): 

1. Lyzosomální proteázy – katepsiny 

2. Serinové proteázy – plazminogen a plazminogenové aktivátory 

3. Metaloproteinázy 

3.1.3.1 Katepsiny 

Je to velká skupina globulárních lyzosomálních proteáz, které můžeme rozdělit na tři 

podtypy: na serinové proteázy, cysteinové proteázy a aspartylové proteázy. Zejména dvě 

poslední jmenované skupiny se podílejí na metastazování primárního nádoru (8) (17). 

Mají rozdílné funkce. Zatímco některé působí jako intracelulární peptidové hydrolázy, 

tak některé mají i extracelulární funkce. Jejich úlohou je rozrušovaní peptidické vazby 

v extracelulární matrix, komponent bazální membrány a adhezních spojení (17). 

Jejich zvýšená exprese v nádorových buňkách usnadňuje migraci, zvyšuje invazivitu 

a schopnost metastazování těchto buněk (8) (17). 

3.1.3.2 Plazminogenové aktivátory 

Jedná se o proteázy, které jsou vylučované řadou nádorových buněk. Tyto proteázy štěpí 

peptidickou vazbu v sérovém proteinu plazminogenu a tím ho přemění na aktivní 

proteolytický enzym plazmin. Plazmin pak rozkládá složky extracelulární matrix 

a bazální membrány a usnadňuje tak průchod nádorové buňky tkání. Plazmin také může 

aktivovat určité druhy metaloproteináz (8) (16). 

3.1.3.3 Metaloproteinázy (MMP) 

Jedná se o enzymy nebo transmembránové proteiny, jejichž činnost je závislá 

na přítomnosti zinečnatých iontů. Mají schopnost degradovat různé adhezní molekuly 

a tím pádem rozrušit extracelulární matrix a bazální membrány, což nádorovým buňkám 

umožňuje průchod na sekundární místo organismu, kde se vytvoří metastázy (8) (18). 

Podle struktury a substrátové specifity můžeme metaloproteinázy rozdělit na kolagenázy, 

gelatinázy a stromelysiny (8). 

Za normálních okolností je aktivita metaloproteináz a plazminového aktivátoru 

regulována pomocí tkáňových inhibitorů MMP (TIMP). V průběhu nádorového růstu 

a tvorby metastáz je tento způsob regulace poškozen (8) (18). 
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3.1.3.4 Hyaluronan 

Pro růst metastáz je také důležité, aby se nádorová buňka usídlila v nové tkáni. Tohoto 

procesu se účastní specifické selektiny, integriny a hyaluronan. 

Hyaluronan je molekula glykosaminoglykanu, která je produktem extracelulární matrix 

(6). Nádorové buňky na svém povrchu exprimují specifické receptory pro hyaluronan 

(např. CD44), buňka se tak naváže k extracelulární matrix a to podpoří vznik metastáz. 

Hyaluronan působí na nádorovou buňku jako chemoatraktant, řídí buněčnou pohyblivost, 

invazivitu a proliferaci v cílové tkáni (8). 

3.1.3.5 Transmembránové muciny 

Další velkou skupinou látek, které se při své poruše mohou podílet na maligní 

transformaci buňky, jsou transmembránové muciny (MUC). Muciny jsou proteiny 

vylučované epiteliálními buňkami a slouží k ochraně epiteliálních buněk 

před nepříznivými vlivy, které by je mohly poškodit (8) (19).  

Transmembránové muciny jsou na normálních buňkách vystaveny pouze na apikálním 

konci, aby nebránily adhezi buněk. U nádorových buněk dochází k deregulaci v produkci 

mucinů, které se pak nachází na celém povrchu buňky a blokují tak adhezi a řadu 

receptorů (zejména MUC1 a MUC4). Tím, že blokují receptory, zasahují do buněčných 

signálních drah a podporují transformaci, růst a přežití nádorových buněk. Nádorová 

buňka využívá muciny k uvolnění z primárního nádoru a tkáně (antiadhezivní vlastnosti), 

k přichycení k endotelu cév a invazi do tkáně (adhezivní vlastnosti) a nakonec k tomu, 

aby nebyla rozpoznána imunitním systémem (8) (19). 

3.1.4 Angiogeneze 

Angiogeneze je proces, při kterém vznikají nové krevní kapiláry. Stupeň angiogeneze 

souvisí s růstem a metastazováním nádoru. Pro růst nádoru je důležitý přísun živin, 

zprostředkovaný sítí kapilár procházejících nádorem. Tyto kapiláry také mohou být 

cestou, kterou se buňka dostane do oběhu a může metastazovat na vzdálených místech 

organismu (6) (20) (21). 

Angiogeneze je regulována mnoha humorálními faktory – cytosiny, integriny, adhezními 

molekulami, proteolytickými enzymy a nízkomolekulárními látkami. Mezi angiogenní 

faktory patří růstový faktor pro endoteliální buňky (VEGF), růstový faktor pro fibroblasty 

(FGF), tumor-nekrotizující faktor (TNF-α), metaloproteinázy (MMP), řada dalších 

růstových faktorů a integriny. (21) Angiogenezi stimulují také některé produkty 

degradace extracelulární matrix (např. fibrin, hyaluronan ) (6). 

3.1.5 Molekuly zapojené do procesů adheze a migrace 

3.1.5.1 β-katenin 

β-katenin má v buňce dvě funkce. První je součástí Wnt signální dráhy, která řídí 

proliferaci. β-katenin se jí účastní jako koaktivátor transkripce. Za přítomnosti Wnt 

signálu stoupne jeho cytoplazmatická hladina a dojde k jeho přemístění do jádra, 
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ve kterém aktivuje transkripční faktory z rodiny TCF/LEF (22) (23). Mutace této cesty 

vede k vrozeným defektům, rakovině a dalším nemocem. 

Druhou funkcí je účast na vzájemné adhezi dvou buněk. β-katenin interaguje s E-

kadherinem a váže na sebe α-katenin, čímž tyto dvě molekuly spojí (22). 

3.1.5.2 E-kadherin 

E-kadherin je jedna z nejdůležitější adhezních molekul epiteliální buňky. Je lokalizována 

na povrchu buňky v místě dotyku s druhou buňkou a vytváří adhezní spoj. Při potlačení 

exprese E-kadherinu v nádorové tkáni dojde k porušení vazby buňka – buňka, ztrátě 

integrity tkáně, tím se zvýší invazivita nádorové buňky a dojde k tvorbě metastáz nádoru 

(24). 

3.1.5.3 N-kadherin 

N-kadherin (neural cadherin, cadherin 2) je transmembránový protein, který hraje 

důležitou roli při migraci nádorových buněk. Při jeho zvýšené expresi 

v epiteliálních buňkách dochází ke změnám morfologie a to směrem k fibroblastickému 

fenotypu, buňky se stávají pohyblivějšími a zvyšuje se jejich invazivita (25). 

3.1.5.4 EpCAM 

EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molekule) je trasmembránový protein epiteliálních 

buněk, jehož exprese v nádorových buňkách je mnohonásobně vyšší, než je tomu u buněk 

zdravé tkáně. Část molekuly, nacházející se uvnitř buňky, se nazývá intracelulární 

doména (EpICD). Ta spolu s dalšími proteiny vytváří komplex, který reguluje aktivitu 

genů, které se podílí na buněčném růstu, proliferaci, zrání a migraci (26) (27). 

3.1.5.5 ICAM1 

ICAM1 (CD54) je intercelulární adhezní molekula, která patří do skupiny 

imunoglobulinů. Ve velmi nízkých hladinách je exprimována na leukocytech, 

epiteliálních a endoteliálních buňkách, ale i na dalších druzích buněk. Její hladina se zvýší 

za přítomnosti cytokinů, jako jsou TNF-α, IL-1, IFN-γ, a reaktivních forem kyslíku. 

Přítomnost molekuly ICAM1 umožňuje přestup buněk z krevního oběhu do tkání (28) 

(29). 

3.1.5.6 MMP-2 (gelatináza A), MMP-9 (gelatináza B) 

Obě tyto molekuly patří do rodiny matrixových metaloproteináz, což jsou enzymy mající 

významnou roli při degradaci extracelulární matrix (ECM) a bazální membrány buněk 

(BM). Tento proces pak vede k rozvoji nádorové invazivity a metastazování (8). 

Enzym MMP-2 narušuje bazální membránu tím, že degraduje molekuly kolagenu IV 

(30).  

MMP-9 degraduje ECM, remodeluje okolní tkáň a způsobuje neovaskularizaci (31). 

3.1.5.7 Erk-1, 2 

Erk-1 a Erk-2 (Extracellular signal-regulated protein kinases 1, 2) jsou proteinkinázy 

patřící do rodiny mitogenem aktivovaných proteinkináz (MAPKs). Jsou součástí signální 
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dráhy Ras-Raf-MEK-Erk, která reguluje proliferaci, diferenciaci, metabolismus, 

transkripci, přežití buněk, adhezi a migraci. Jejich molekuly mají téměř z 85 % shodné 

složení aminokyselin (32) (33). 

Cytosolové Erk-1, 2 inhibují přežití a proliferativní signály v jádře, zesilují katalytickou 

aktivitu některých proapoptotických proteinů (32). 

3.1.5.8 NF-κB 

NF-κB je transkripční faktor původně objevený na B-buňkách imunitního systému. Hraje 

důležitou roli při imunitní a zánětlivé odpovědi, buněčném růstu, apoptóze 

a metastazování. Je aktivován v nádorových buňkách, kde snižuje jejich odpověď 

na chemoterapii, po které by mělo dojít k apoptóze daných buněk (34) (35). 
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4 Kolorektální karcinom, metastázy v lymfatickém oběhu 

Kolorektální karcinom je maligní onemocnění tlustého střeva a konečníku (36). Své 

metastázy vytváří jak v přilehlých lymfatických uzlinách, tak i ve vzdálených orgánech, 

kdy nejčastěji postiženým orgánem jsou játra (37). V současné době se považuje 

za civilizační onemocnění s nemalým socioekonomickým dopadem (36). 

Nejčastěji se jedná o adenokarcinomy tubulárního typu, tedy o nádory, které vznikají 

ze žláznatých buněk střevní sliznice. Jedním z možných stavů, který mnohdy předchází 

rozvoji kolorektálního karcinomu (tzv. prekanceróza), je adenomatózní polypóza. Při ní 

vznikají polypy, tedy žlázovité výrůstky, které se mohou zvrhnout v maligní nádor. Jako 

prekancerózy jsou brány i nespecifické střevní záněty (36) (38) (39).  

Dalším rizikovým faktorem vzniku kolorektálního karcinomu je, kromě genetických 

dispozic a věku nad 50 let, také špatný životní styl. Způsob života patří mezi rizikové 

faktory, které jsou ovlivnitelné. Za rizikové se považuje kouření, nadměrné pití alkoholu 

(zejm. piva), nadměrný příjem živočišných tuků, uzenin, červeného masa 

a nedostatečného příjmu vlákniny v potravě. Riziko rozvoje je vyšší u potravy upravené 

smažením nebo pečením. Problémem je i nedostatek pohybu (40). 

4.1 Stádia kolorektálního karcinomu 

K tomu, aby byl kolorektální karcinom co nejlépe a nejúčinněji léčen, je potřeba stanovit 

diagnózu a stádium (Tab. 3) podle TNM klasifikace (Tab. 2). 

 Tab. 2: TNM systém ke stanovení rozsahu nádorového onemocnění (Zdroj: (36)) 

Rozsah primárního 

nádoru T 

Postižení regionálních 

uzlin N 

Vzdálené metastázy M 

Tis: intraepiteliální 

nádor nepřekračující 

bazální membránu – 

karcinom in situ 

N0: bez postižení uzlin M0: bez průkazu vzdálených 

metastáz 

T1: nádor neprorůstá 

do svalové vrstvy 

N1: 1 až 3 postižené 

uzliny 

M1: jsou přítomny vzdálené 

metastázy (v libovolném počtu) 

včetně postižení infraklavikulárních 

uzlin 

T2: nádor prorůstá do 

svalové vrstvy, ale ne 

dále 

N2: 4 a více postižených 

lymfatických uzlin 

MX: nelze stanovit nebo nebyla 

provedena vyžadovaná vyšetření 

T3: nádor prorůstá do 

subserózy, ale ne přes ni 

NX: není možno 

stanovit, nebo nebyla 

provedena příslušná 

vyšetření 

 

T4: nádor přímo 

porušuje jiné orgány či 

struktury nebo 

perforuje viscerální 

peritoneum 

  

TX: není možno 

stanovit rozsah nádoru 
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Tab. 3: Stádia nádorového onemocnění podle UICC 2002 – AJCC (Zdroj: (36)) 

Stadium I pT1 – T2 N0 M0 Subseróza intaktní bez 

uzlinových metastáz 

Stadium IIA pT3 N0 M0 Subseróza infiltrovaná bez 

uzlinových metastáz 

Stadium IIB pT4 N0 M0 Seróza infiltrovaná nebo 

perforovaná nebo postižení 

sousedních orgánů bez 

uzlinových metastáz 

Stadium IIIA pT1, T2 N1 M0 Uzlinové postižení 

Stadium IIIB pT3, T4 N1 M0  

Stadium IIIC Všechna T N2 M0  

Stadium IV Všechna T, všechna N, M1 

vzdálené metastázy 

 

4.2 Příznaky 

Projevy onemocnění kolorektálním karcinomem se mohou lišit na základě jeho lokalizace 

ve střevě, velikostí a tím způsobené mechanické překážky (38). 

4.2.1 První příznaky 

Prvním příznakem bývá okem nerozpoznatelné množství krve ve stolici, tzv. okultní 

krvácení. Můžeme ho odhalit pomocí jednoduchých testů na okultní krvácení, které jsou 

již součástí preventivních prohlídek pacientů nad 50 let u praktických lékařů. 

4.2.2 Další příznaky 

Mezi další příznaky, které nejsou typické pouze pro kolorektální karcinom, ale mohou 

ukazovat i na jiná onemocnění, patří: střídání zácpy a průjmů, zvýšená plynatost, pocit 

plnosti i po vyprázdnění, stužkovité zúžení stolice, kolikové bolesti břicha. Ve stolici se 

může vyskytovat krev nebo hlen. Dlouhodobé slabé krvácení může vést až k anémii 

a s tím souvisejícím pocitem únavy, slabosti. U pacientů se objevuje i snížení váhy, které 

je nejasné příčiny (39) (41).  

4.2.3 Poslední stádium 

V posledním stádiu onemocnění dochází k vytváření metastáz ve vzdálených orgánech 

(játra, plíce) (39). Metastázy v těchto orgánech mohou vést ke zhoršení funkce jater 

a například ke zhoršení dýchání v případě plicních metastáz. 
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5 Diagnostika a léčba kolorektálního karcinomu 

Úspěšnost léčby kolorektálního karcinomu závisí na tom, v jakém stádiu se onemocnění 

zachytí. Velmi důležitá je již primární prevence vzniku kolorektálního karcinomu, 

která spočívá ve zdravém životním stylu a správné životosprávě.  

Sekundární prevence zahrnuje screening a dispenzarizaci (u osob s rizikovými faktory). 

Mezi metody využívané při screeningu kolorektálního karcinomu patří test na okultní 

krvácení do stolice (TOKS) a kolonoskopie (42).  

V České republice existuje screeningový program pro záchyt sporadického 

kolorektálního karcinomu již od roku 2000. Od té doby však prošel celou řadou změn. 

Na začátku roku 2009 byla zavedena primární screeningová kolonoskopie, 

imunochemické testy na okultní krvácení, do programu byli zapojeni, kromě praktických 

lékařů, nově i gynekologové a byla vybudována specializovaná pracoviště 

pro screeningovou kolonoskopii, tzv. Centra pro screeningovou kolonoskopii. Pravidla 

a podmínky pro provádění screeningu kolorektálního karcinomu jsou uvedena 

ve Věstníku MZ ČR, částka 1/2009 (42) (43). 

5.1 Možnosti detekce kolorektálního karcinomu 

5.1.1 Anamnéza 

Součástí diagnostiky je zjišťování anamnézy, a to zejména anamnézy rodinné. Pokud se 

vyskytne kolorektální karcinom u pacientových příbuzných 1. stupně (rodiče, sourozenci, 

děti), má daná osoba 3 – 4x vyšší pravděpodobnost, že se u ní onemocnění rozvine. 

U pacientů se také sleduje výskyt nespecifických střevních zánětů, adenomových polypů 

a dalších příznaků doprovázejících onemocnění kolorektálním karcinomem (38).  

5.1.2 Test na okultní krvácení 

Jedná se o test provádějící se u osob, které nemají příznaky kolorektálního karcinomu 

a nespadají do vysokorizikové skupiny populace z hlediska vzniku kolorektálního 

karcinomu. Osoby mezi 50. a 54. rokem mají nárok na toto vyšetření jedenkrát ročně. 

Osoby nad 55 let mohou absolvovat test na okultní krvácení jednou za dva roky 

nebo primární screeningovou kolonoskopii, která se může opakovat v desetiletých 

intervalech (44). 

V praxi se používají dva druhy testů a to testy chemické nebo imunochemické. Chemické 

testy (neboli guajakolové) fungují na principu reakce mezi guajakolem a hemoglobinem, 

kdy částečně natrávený hemoglobin má pseudoperoxidázovou aktivitu, která 

v přítomnosti peroxidu vodíku vyvolá zabarvení indikátoru. Mezi chemické testy se také 

řadí hemoporfyrinové testy, ve kterých dochází k detekci fyziologických barviv 

hemoglobinu, tzv. porfyrinů (45). 

V současné době se hojně využívá testů imunochemických, ve kterých se ke stanovení 

hemoglobinu a jeho množství ve stolici využívá specifických protilátek proti lidskému 

hemoglobinu (45). 
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Pokud testy na okultní krvácení ve stolici vyjdou pozitivně, je pacient odeslán 

na kolonoskopické vyšetření. 

5.1.3 Kolonoskopie 

Jedná se o endoskopické vyšetření, při kterém je vyšetřováno tlusté střevo a konečník 

pomocí speciální sondy (endoskopu). 

Výhodou je zobrazení reálného obrazu střeva na monitoru a okamžité posouzení stavu 

střeva. Další výhodou je možnost odběru bioptických vzorků a okamžité odstranění 

možných polypů, které by mohly vést k rozvoji kolorektálního karcinomu. 

Kolonoskopickému vyšetření předchází týden, kdy pacient užívá stravu bez těžko 

stravitelných zbytků. Večer před vyšetřením vypije roztok projímadla, aby bylo střevo 

při vyšetření co nejčistší (46) (47). 

5.1.4 Další možnosti diagnostiky 

Ke stanovení správné diagnózy se využívají i další metody. Mezi základní metody patří 

vyšetření per rektum, které se provádí již při podezření na kolorektální karcinom.  

Pokud nelze pacienta vyšetřit kolonoskopicky, využívá se metody dvojkontrastní 

irigografie, což je rentgenové vyšetření tlustého střeva. Pacientovi je během vyšetření 

do střeva aplikována baryová suspenze (kontrastní látka) a střevo roztaženo zaváděním 

vzduchu (insuflace). Toto vyšetření je potřeba doplnit také rektoskopií, protože se 

při něm nemusí zobrazit pokročilý nádor rekta. 

Před operacemi se využívá sonografie, CT břicha a CT malé pánve, a to zejména 

k detekci možných metastáz. U karcinomu rekta se k posouzení závažnosti onemocnění 

a plánování operačního výkonu využívá endoskopická ultrasonografie. 

V pooperačním období se dělají testy na přítomnost tumorových markerů (např. CEA 

= karcinoembryonální antigen) a rovněž se využívá CT malé pánve (38). 

5.2 Možnosti léčby kolorektálního karcinomu 

Postup léčby je velmi individuální a odvíjí se jak od stádia a lokalizace kolorektálního 

karcinomu, tak od celkového stavu daného pacienta (38). 

Podle cíle, jakého chceme léčbou dosáhnout, se dá léčba rozdělit na léčbu kurativní, 

nekurativní, paliativní a podpůrnou. Kurativní léčba má za cíl nádorové onemocnění 

úplně vyléčit. Nekurativní léčba vede pouze ke zmenšení nádoru, zlepšení kvality 

a prodloužení života. Léčba paliativní a podpůrná se využívá u osob, u kterých 

onemocnění dosáhlo terminálního stádia, a má za cíl zlepšit kvalitu života. 

5.2.1 Chirurgická léčba 

V současné době neexistuje žádný druh chemoterapie nebo radioterapie, který by sám 

o sobě vedl k úplnému odstranění kolorektálního karcinomu, proto je důležitou složkou 

léčebného postupu právě chirurgický výkon.  
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Chirurgická léčba patří zejména mezi léčbu kurativní. Je indikována ve všech stádiích 

rozvoje kolorektálního karcinomu (stadium I – IV). Podstupují ji pacienti, u kterých se 

na základě předoperačních vyšetření očekává, že výkon povede k úplnému odstranění 

nádorové tkáně. 

Může být také součástí léčby nekurativní a paliativní, kdy chirurgický výkon nevede 

k odstranění veškeré nádorové tkáně, ale má za cíl vytvořit lepší podmínky pro jiné 

způsoby léčby kolorektálního karcinomu nebo pro další chirurgickou léčbu. Může být 

prováděna i za účelem obnovení nebo udržení průchodnosti střeva a jiných akutních 

důvodů ošetření střeva. Využívá se u pacientů s kolorektálním karcinomem i tehdy, vede-

li k obnově nebo zachování kvality a délky života (48). 

5.2.2 Radioterapie 

Radioterapie je léčebná metoda, při níž se využívá účinků ionizujícího záření, tedy 

elektromagnetického záření, a to v podobě gama záření, produkovaného radioaktivními 

prvky, nebo X-záření lineárního urychlovače, anebo se také využívá účinků částicového 

záření, kdy se nejčastěji jedná o urychlené elektrony (49). 

Ionizující záření způsobí v zasažené tkáni ionizaci molekul, z nichž nejdůležitější je 

kyselina deoxyribonukleová, která je nezbytná pro život a množení buněk. Nádorové 

buňky, které jsou obecně citlivější na ionizující záření než buňky zdravé, se přestanou 

množit a umírají (50). 

Zdroje záření můžeme rozlišit na zevní a vnitřní. Mezi zevní patří terapeutické rentgenové 

přístroje, kobaltové ozařovače a lineární urychlovače. Při ozařování jsou mimo tělo 

pacienta (teleterapie), kdy obvyklá vzdálenost je asi 1 m. U vnitřního ozařování 

(brachyterapie) je zdroj záření zaveden do těla, přímo do oblasti nádoru 

nebo do přilehlých dutin. Zdrojem bývalo radium, které bylo nahrazeno radioizotopy, 

které jsou z hlediska radiační ochrany bezpečnější (50). 

Radioterapie může být součástí jak předoperační tak pooperační terapie. Využívá se 

zejména u karcinomu konečníku (38). Léčba může být jak kurativní, tak paliativní. 

Chemoradioterapie má výhodu oproti chirurgické léčbě v tom, že dochází k zachování 

svěrače, není potřeba vývodu ze střeva a současně má, co se týká přežití, stejné výsledky 

jako léčba chirurgická (51). 

5.2.3 Chemoterapie 

Za chemoterapii se v obecné rovině považuje léčba produkty chemické syntézy. 

V onkologii jsou chemoterapeutiky označovány cytotoxické látky původu chemického, 

rostlinného nebo získané z plísní. Látky z této skupiny mají účinek cytotoxický (zničení 

buněk) nebo cytostatický (zastavení růstu a dělení buněk) (52). 

Bylo zjištěno, že chemoterapie jako doplňková léčba zlepšuje výsledky pětiletého přežití 

pacientů asi o 10 % (38).  

Chemoterapeutika jsou pacientovi obvykle podávána nitrožilně ve formě injekcí 

nebo transfuzí. Další méně využívané způsoby jsou intramuskulární injekce 
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nebo perorální podávání tablet. Protinádorová léčba může být zahájena před operací, kdy 

se využívá ke zmenšení nádoru, který pro svou velikost nemůže být operován. Pooperační 

podávání cytostatik, tzv. adjuvantní terapie, se využívá ke snížení rizika relapsu 

onemocnění (53). 

5.2.3.1 Konvenční chemoterapie 

Konvenční, neboli klasická terapie nádorů, spočívá v zastavení proliferace, případně 

usmrcení, již vytvořených nádorových buněk (54). Nejčastěji se k tomuto účelu využívá 

5-fluorouracil v kombinaci s leukovorinem (derivát kyseliny listové) (38) (55). 

5.2.3.2 Cílená terapie 

Jedná se o terapii, která je zacílena na konkrétní molekuly signálních drah v buňkách. 

Mohou to být signální dráhy účastnící se proliferace, diferenciace a apoptózy buněk. 

Látky využívané k cílené terapii mají za cíl inhibovat molekuly signální dráhy 

nebo inhibičně působit na molekuly ovlivňující transkripci genů proteinů buněčného 

cyklu (56). 

Oproti konvenční protinádorové terapii působí cílená terapie na zvolený cíl, zatímco 

konvenční chemoterapie působí na rychle se dělící buňky, tedy buňky nádorové, 

ale i zdravé (57). 

Látkou využívanou v cílené protinádorové terapii kolorektálního karcinomu je 

bevacizumab, cetuximab, panitumumab (55). 
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6 Inositol hexafosfát IP6 

Inositol hexafosfát (InsP6, IP6, nebo kyselina fytová) je molekula hojně se vyskytující 

v přírodě. Syntetizován je z molekuly inositolu (Ins), což je cyklohexan, na jehož každý 

uhlík cyklu je navázána jedna hydroxylová skupina. Inositol se nalézá v několika 

stereoizomerech neo-, chiro-, scyllo- a myo-inositol. Rodičovskou molekulou 

pro rostlinný inositol hexafosfát je myo-inositol (Obr. 6) (58). 

 

Obr. 6: A – chemická struktura myo-inositolu; B – chemická struktura inositol hexafosfátu; 

(P) – fosfátová skupina H2PO4 (Zdroj: (59)) 

Myo-inositol hexafosfát je jednoduchý cyklický uhlovodík, na jehož všech šesti uhlících 

jsou navázány fosfátové skupiny (Obr. 6) (60) (61). V rozmezí pH 0,5 až 9,0 nabývá 

prostorově stabilní konformaci – v poloze 2 uhlíkového řetězce je jedna fosfátová skupina 

v axiální poloze a zbývajících pět fosfátových skupin v ekvatoriálních polohách. 

V prostředí s pH 9,5 se nachází v prostorové konformaci - pět fosfátových skupin 

v axiální a jedna v ekvatoriální poloze a dochází tak k jejímu sterickému bránění (60). 

IP6 se vyskytuje v téměř všech rostlinách zejména pak v obilninách a luštěninách. Taky 

ho můžeme v hojném množství nalézt v ořeších a v různých druzích semen, ve kterých 

slouží jako primární zdroj energie pro klíčení (61) (60) (62). Vyskytuje se ve formě solí 

s monovalentními a bivalentními kationty, zejména pak s K+, Ca2+, a Mg2+ (58) (60). 

Kromě rostlin se IP6 a jeho méně fosforylované formy (IP1 – IP5) nacházejí v savčích 

buňkách, kde slouží jako druzí poslové a jsou důležité pro regulaci životních funkcí 

buňky, mezi které patří například signální transdukce, proliferace a diferenciace (60) (62) 

(58). 

Inositol spojený s lipidy, fosfatidylinositol, se nachází v plazmatických membránách 

buněk. Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát (PIP2) je prekurzorem řady informačních molekul 

účastnících se signální transdukce – inositol-1,4,5-trifosfátu (IP3), 1,2-diacylglycerolu 

(DAG) a fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfátu. IP3 pomocí receptorů způsobuje mobilizaci 

Ca2+ v buňkách (61) (58). DAG je schopný aktivovat mnoho isoenzymů proteinkináz C 

(58). 

Pro inositol fosfáty existuje řada vazebných proteinů, které pak ovlivňují různé funkce 

buňky přes ovlivnění iontových kanálů, proteinových přenašečů, endo- a exocytózu, 

po přenos mRNA z jádra do buňky (61). 
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Podávání inositol hexafosfátu je bezpečné, dokonce i při dlouhodobém podávání vyšších 

dávek nebyl prokázán toxický efekt (60) (61) (62). 

6.1.1 Farmakokinetika 

IP6 se absorbuje téměř okamžitě, bez ohledu na to, jakým způsobem byl podán. Cílové 

nádorové tkáně může dosáhnout už hodinu po podání. Buňky jej pravděpodobně přijímají 

pinocytózou nebo receptory zprostředkovanou endocytózou. Jakmile je exogenně podaný 

IP6 přijat buňkami, je defosforylován. Méně fosforylované formy pak zasahují do signální 

transdukce a zastavují buněčný cyklus (61) (62). 

Exogenně podaný inositol je při dosažení střevních buněk nejprve fosforylován na IP6 

a až následně defosforylován na nižší formy (62). 

6.1.2 Protinádorový účinek IP6 

IP6 je schopen ovlivnit různé typy buněk a tkání, jejichž reakce na ovlivnění je také různá 

a liší se na základě citlivosti k IP6 (61). Normální buňky a tkáně na IP6 nijak nereagují, 

zatímco u maligních buněk působení IP6 vede k řadě změn (61) (63). 

Mechanismus účinku IP6 není zcela znám. Předpokládá se, že za protinádorovým efektem 

stojí jeho antioxidační vlastnosti a schopnost zasahovat do buněčného cyklu, ve kterém 

způsobuje zpomalení S-fáze a zastavení buněk v G0/G1 fázi. Má vliv také na proliferaci, 

metastazování, invazivitu a angiogenezi maligních buněk. Při snižování buněčného růstu 

a zvýšení diferenciace nádorových buněk může dojít až k návratu těchto buněk 

k normálnímu fenotypu. Přidat k tomu ještě můžeme schopnost IP6 zvýšit aktivitu NK-

buněk (Natural Killer), čímž dojde k posílení přirozené imunity organismu, která přispívá 

k účinnému ničení nádorových buněk (60) (61) (62). 

Antioxidační aktiva IP6 spočívá ve schopnosti chelatovat bivalentní kationty a železité 

kationty (60) (61) (62). Pro vazbu železitých kationtů je nezbytné umístění fosfátových 

skupin v poloze 1, 2, 3 (ekvatoriální – axiální - ekvatoriální). Vytvořením komplexu IP6 

s železitými ionty dojde k inhibování schopnosti železitých iontů katalyzovat vznik 

hydroxylových a kyslíkových radikálů, které by mohly poškodit buněčné funkce a vést 

k rozvoji nádoru (60) (63) (59). Významná je také chelatace hořečnatých a zinečnatých 

kationtů. Protože jsou esenciálními elementy potřebnými k buněčné proliferaci a dělení, 

jejich nedostatek vede ke snížení růstu nádoru (60). 

Výzkumy také ukázaly, že IP6 je důležitý pro účinný přenos mRNA z jádra 

do cytoplazmy buňky a že hraje důležitou roli při opravách poškozené DNA (60). 

Antiproliferativní a protinádorový účinek IP6 se zvýšil po podání spolu s inositolem (Ins) 

(58) (60) (61) (62). Došlo totiž ke zvýšení dostupnosti méně fosforylovaných forem 

inositol fosfátů (viz rovnice níže), které hrají důležitou roli při signální transdukci 

a dalších funkcích buňky. Jedná se zejména o IP3 a IP4 (58) (60) (61) (62). 

IP6 + Ins = 2 IP3 

IP6 + Ins = IP4 + IP2 

IP6 + Ins = IP5 + IP1 
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IP6 nemá cytotoxický efekt, působí pouze cytostaticky (60).  

IP6 synergicky podporuje účinek standardní chemoterapie (61). 

6.1.3 Další účinky IP6 

6.1.3.1 Imunita 

IP6 má schopnost pozitivně ovlivnit obranné mechanismy organismu. Děje se tak 

zvýšenou aktivací NK-buněk, která byla prokázána v testech in vivo u myší s nádorem 

vyvolaným karcinogenem. Ke zvýšení aktivity NK-buněk, díky působení IP6, došlo také 

při testech in vitro provedených na splenocytech zdravých myší (64) (60). NK-buňky 

patří k nespecifické imunitě a mají schopnost lyzovat ostatní poškozené buňky (např. 

nádorové) (60). 

Byl také popsán účinek IP6 na inhibici viru HIV v infikovaných T lymfocytech in vitro 

na buněčné linii MT-4 (65), nicméně mechanismus účinku zatím popsán nebyl (62). 

6.1.3.2 Urolitiáza 

IP6 pomáhá léčit idiopatickou hyperkalciurii, která je spojována s výskytem ledvinových 

kamenů (60). Ledvinové kameny jsou nejčastěji tvořeny vysráženými krystaly šťavelanu 

vápenatého. IP6 zabraňuje právě vysrážení šťavelanu vápenatého a zmírňuje tak rozvoj 

ledvinových kamenů (62). Tento účinek byl prokázán v řadě studií jak in vitro, tak také 

in vivo, ve studiích provedených na potkanech (66), ale  i lidech (67). 

6.1.3.3 Kardiovaskulární onemocnění 

IP6 snižuje hypercholesterolémii tím, že vytváří komplexy s kationty etiologicky 

spojenými právě s hypercholesterolémií. Vliv IP6 na hladinu lipidů v krvi byl zkoumán 

in vivo na potkanech (68). 

IP6 má také vliv na adhezi krevních destiček k endotelu cév a na následnou agregaci 

dalších destiček. Působí antikoagulačním efektem a tak pomáhá zabránit rozvoji 

aterosklerózy. Antikoagulační efekt byl prokázán v testech in vitro prováděných na krvi 

různých zvířat a také lidské krvi (69). Studie in vivo prováděná na potkanech také ukazuje, 

že IP6 dokáže ochránit myokard před ischemickým poškozením a obnovuje průchod krve 

poškozenou oblastí (60) (62) (70). 

6.1.3.4 Diabetes 

V in vitro a in vivo testech se ukázalo, že IP6 je schopen řídit sekreci inzulinu β-buňkami 

pankreatu. Děje se tak přes specifickou inhibici aktivity serin-threonin proteinové 

fosfatázy, která otevírá intracelulární vápníkové kanály. Vstup extracelulárního vápníku 

do buňky je jedním ze způsobů, jak regulovat sekreci inzulinu (62). V testech in vivo se 

také ukázalo, že IP6 má vliv na snížení hladiny glukózy v krvi (71). 
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7 Cíle práce 
 

Náplní mé diplomové práce bylo porovnat vliv inositol hexafosfátu (IP6) na procesy 

spojené s metastazováním u buněčné linie primárního kolorektálního adenokarcinomu 

(SW480) a metastatické buněčné linie do lymfatické uzliny (SW620). 

Dílčími cíli projektu bylo studovat: 

- vliv IP6 na expresi molekul, zapojených do procesů adheze a migrace na úrovni 

mRNA a proteinů 

- schopnost migrace buněk kolorektálního karcinomu (SW480) a metastatických 

buněk (SW620) 

- vliv IP6 na migraci buněk  

- vliv IP6 na lokalizaci vybraných adhezních molekul (E-kadherin, EpCAM) 

pomocí fluorescenční mikroskopie 

  



30 
 

8 Metodika 

8.1 Chemikálie 

 FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific) 

 EGF (epidermální růstový 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 přípravu cDNA (Thermo Scientific): 

o Randomizovaný hexametr primer 5xreakční pufr 10mM dNTP mix  

o RiboLock RNAse inhibitor   

o M-MULV Reverzní Transkriptáza  

 Master mix (Roche): 

o SYBR®GREEN 

o Forward primer a Reverse primer pro cílenou mRNA (10mM) 

o DEPC voda 

 Kit pro stanovení bílkoviny BCA (kyselina bicinchoninová) kit (Sigma Aldrich) 

 D – PBS (PAN Biotech) 

 Bovinní sérový albumin 96% (BSA – Sigma Aldrich) 

 kyselina chlorovodíková (PENTA) 

 akrylamid (BIO-RAD) 

 Bis-Akrylamid (BIO-RAD) 

 TRISMA-Base (Sigma Aldrich) 

 dodecylsulfát sodný (SDS – Sigma Aldrich) 

 APS (BIO-RAD) 

 Destilovaná voda 

 Isobutanol (PENTA) 

 glycin (Sigma Aldrich) 

 Tween 20 (Sigma Aldrich) 

 Primární protilátky (Cell signaling technologies) 

 Sekundární protilátky (DAKO) 

 Blokovací mléko (BIO-RAD) 

 Paraformaldehyd (BIO-RAD) 

8.2 Přístroje a pomůcky 

8.2.1 Přístroje 

 Buněčný inkubátor (Sanyo, MCO-18AIC (UV)) 

 Laminární box (Thermo Scientific, MSC Advantage) 



31 
 

 Laminární 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) 

 Třepačka (IKA, M+S 2/4 Digital) 

 Třepačka vortex (IKA MS2) 

 Magnetická míchačka (IKA, RCT Basic) 

 Termoblok (Major Science) 

 PCR cyklér (Corbett Research PCR Rotogene 6000) 

 Zdroj stejnosměrného napětí (BIO-RAD) 

 Zobrazovací systém pro gely a bloty (Gel Logic 2200 PRO, Carestream) 

 Epiluorescenční mikroskop (Nikon Eclipse E400) 

8.2.2 Pomůcky 

 Migrační komůrky (Roche) 

 Pipety (Finnpipete; Eppendorf) 

 Sterilní pipety (TPP) 

 Pipetovací nástavce 

 Špičky různého rozsahu (Finntip; Eppendorf) 

 Stojany 

 Injekční stříkačky, jehly (Braun) 

 96ti-jamkové mikrotitrační destičky s kulatým dnem (NUNC, Thermo scientific) 

 Mikrozkumavky (Thermo Scientific) 

 Škrabky (TPP) 

 Plastové nádobky s víčkem (TPP) 

 Pomůcky na přípravu gelu – nalévací stojánek, sklo, sklo se spacerem, stojany, 

hřeben, filtrační papír, blotovací houbičky (BIO-RAD) 

 PVDF membrána (polyvinyliden difluoridová membrána – GE Healthcare) 

 Vanička na elektroforézu (BIO-RAD) 

 Nástavce pro kultivaci a barvení buněk na podložních sklíčkách 

 Podložní a krycí sklíčka 

 Běžné laboratorní vybavení 
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8.3 Buněčné linie 

8.3.1 SW480 

Buněčná linie SW480 byla získána z lidského primárního adenokarcinomu tlustého 

střeva. Morfologicky se tedy jedná o buňky epiteliální. 

V této linii došlo k mutaci v kodonu 12 Ras proto-onkogenu1. Mohou být také použity 

jako pozitivní kontrola pro PCR mutací v tomto kodonu (72).  

Tato buněčná linie je neinvazivní (73). 

8.3.2 SW620 

Buněčná linie SW620 byla izolována z metastází lidského kolorektálního 

adenokarcinomu v lymfatických uzlinách. Morfologicky se tedy jedná o buňky 

epiteliální.  

Buněčná linie se skládá z malých kulatých a bipolárních buněk bez mikroklků. Je 

invazivní, migruje a u nahých myší byla prokázána její vysoká kancerogenita (74) (73). 

  

                                                           
1 Ras geny kódují velkou skupinu proteinů (Ras proteiny), které jsou zapojeny do signálních 
drah v buňkách a regulují jejich růst a dělení (105). 
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8.4 Migrační assay – X-celligence 

8.4.1 Princip 

X-celligence je přístroj, určený k měření impedance na základě změny v buněčné 

proliferaci, migraci a invazivitě v reálném čase. Využívá se u něj principu Boydenovy 

komůrky 2 . Komůrky se skládají ze dvou částí, které jsou vzájemně odděleny 

polyetylentereftalovou (PET) mikroporézní membránou se zabudovanými 

elektronickými senzory. Buňky putují skrz membránu z horní komůrky do komůrky 

spodní obsahující chemoatraktant a tím se přímo úměrně k počtu procházejících buněk 

mění zdánlivý odpor (impedance) membrány (75). 

8.4.2 Postup 

Spodní komůrka byla naplněna 175 μl předehřátého sérového média s epidermálním 

růstovým faktorem (EGF) o koncentraci 100 ng/ml a expozičními látkami. Horní 

komůrka byla naplněna 130 μl předehřátého bezsérového média (médium s přídavkem 

BSA). Následně byly komůrky spojeny dohromady a z horní komůrky odebráno 100 μl. 

Pak byla destička vložena do inkubátoru a ponechána 1 hodinu inkubovat, aby došlo 

k dosažení rovnováhy na membráně. Následně bylo změřeno pozadí. 

Do horní komůrky bylo přidáno 100 μl buněčné suspenze o koncentraci 30 000 bk/jamku. 

Destička s buňkami byla vložena zpět do inkubátoru a nechána 30 minut, dokud si buňky 

nesednou na membránu, a pak změřena migrace po dobu 24 hodin v 5 – 10 minutových 

intervalech. 

8.4.3 Výpočet množství buněčné suspenze 

zc
b

a
  

a – požadovaná koncentrace buněk 

b – skutečná koncentrace buněk 

c – požadovaný počet mililitrů výsledné suspenze buněk s médiem 

z – množství buněčné suspenze, která bude pipetována do média 

  

                                                           
2 Možnost 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 kvantitativní polymerázová řetězová reakce) je metoda, pomocí které se 

měří množství určitého exprimovaného genu (tedy sekvence DNA). 

Nejprve dochází k izolaci mRNA (messenger RNA) ze zkoumaných buněk. Následuje 

děj, ve kterém je izolovaná mRNA přepisována do cDNA (complementary DNA) pomocí 

enzymu reverzní transkriptázy. Tento proces se jmenuje reverzní transkripce (76) (77). 

Vzniklá cDNA je amplifikována (zmnožena) pomocí PCR. Při PCR nejprve dochází 

k denaturaci cDNA (92 - 96°C) a vzniku dvou samostatných vláken. Poté dojde ke snížení 

teploty na hodnotu teploty tání (Tm) primerů (57°C). Při této teplotě dochází k nasedání 

primerů na vlákna cDNA. Při následném zvýšení teploty (na 72°C) začne DNA 

polymeráza syntetizovat novou DNA. Tento cyklus se mnohokrát opakuje, s každým 

cyklem se množství DNA zvýší dvakrát (78).   

Detekce probíhá na základě míry fluorescence, která je přímo úměrná množství 

amplifikované DNA. Jako fluorescenční barvivo byl v našem případě použit SYBR®-

Green (79). 

Kombinace reverzní transkripce a PCR umožňuje detekci velmi nízkých koncentrací 

RNA ve vzorku. 

8.5.2 Příprava vzorků na RNA extrakci 

Do 6-ti jamkových destiček bylo nasazeno 150 tis. buněk/1 ml a buňky se nechaly růst 

v inkubátoru při 37°C a 5% CO2. Po 24 hodinách byly buňky ovlivněny 0,2 mM, resp. 

1 mM IP6 a vloženy zpět do inkubátoru na dalších 12, 24 a 48 hodin. Poté bylo 

z jednotlivých jamek odsáto médium a přidány asi 2 ml ledového PBS a kývavým 

pohybem byly buňky opláchnuty. Následně bylo odsáto PBS. 

Bylo přidáno 0,5 ml TRI reagentu a ponecháno působit 1 – 2 minuty. Poté byly jednotlivé 

misky seškrábány a buňky přeneseny do sterilních 2 ml zkumavek Eppendorf 

postavených na ledu. 

Pak bylo k buňkám přidáno 200 μl chloroformu a zkumavky promíchány otáčením 

nahoru a dolů po dobu asi 60 s. Buňky byly inkubovány při laboratorní teplotě po dobu 

3 minut. Následně byly zkumavky Eppendorf vloženy do centrifugy a centrifugovány 10 

minut, 13000 rpm, při 4°C. 

Po centrifugaci bylo ze zkumavek odpipetováno 500 μl horní vodné fáze do nových 2 ml 

„safe lock“ Eppendorf zkumavek. K vodné fázi bylo přidáno 500 μl isopropanolu (100% 

bez RNA) a promícháno několikanásobným obrácením. Opět byly zkumavky inkubovány 

při pokojové teplotě asi 10 minut, zcentrifugovány 10 minut, 13000 rpm, při 4°C a byl 

z nich odebrán všechen isopropanol. 
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Byl přidán 1 ml 75% ledového ethanolu v DEPC (diethylpyrokarbonát) vodě3 a pořádně 

promíchán obsah zkumavek. Poté následovala centrifugace 5 minut, při 13000 rpm, 

při 4°C. Následně byl odebrán ethanol a zbytek pelety vysušen, dokud nebyla 

transparentní. 

K peletě bylo přidáno 50 μl DEPC vody, ve které se rozpustila a roztok byl zahříván 

10 minut na 55°C. Pak byl roztok centrifugován 5 s, 13000 rpm, 4°C a postaven na led. 

Nakonec byla koncentrace RNA změřena na spektrofotometru nanodrop.  

8.5.3 Příprava cDNA 

Vzorky izolované RNA byly naředěny DEPC vodou na 0,5 µg podle změřené 

koncentrace RNA.  

Poté byly přidány následující reagenty do sterilní nukleázy prosté zkumavky Eppendorf 

v následujícím pořadí a vytvořena tak směs A (11 μl): 

Naředěné vzorky RNA 10 μl 

Randomizovaný hexametr primer 1 μl 

Směs byla zamíchána, stočena a inkubována při 70°C 5 minut a opět stočena. 

Následně byla připravena směs B (množství reagentů na 1 zkumavku – 9 μl): 

5x reakční pufr 4 μl 

10 mM dNTP mix 2 μl 

RiboLock RNase inhibitor (20μ/μl) 1 μl 

M-MULV Reverzní Transkriptáza (20μ/μl) 2 μl 

Směs byla zamíchána. Poté byla smísena směs A se směsí B a nově vzniklá směs A+B 

byla stočena a inkubována nejprve 5 minut při laboratorní teplotě a pak 60 minut při 37°C. 

Reakce byla ukončena zahřátím směsi na 70°C po dobu 5 minut. 

8.5.4 Real-Time PCR, kvantitativní PCR v reálném čase (qPCR) 

Směs A+B byla nejprve zředěna v poměru 1:4, tj. k 20 μl směsi A+B bylo přidáno 80 μl 

DEPC vody. Pro kontrolní vzorky byly z této směsi odebrány 2 μl a dále ředěny 198 μl 

DEPC vody (zředění 1:500). 

Pro PCR amplifikaci byl připraven následující master mix (viz tabulka, množství reagentů 

na 1 zkumavku, tj. 40 µl): 

SYBR Green 25 μl 

Forward primer pro cílenou mRNA (10 

mM) 

1 μl 

Reverse primer pro cílenou mRNA (10 

mM) 

1 μl 

DEPC voda 13 μl 

 

                                                           
3 DEPC voda – voda bez nukleáz 
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Metoda RT-PCR se prováděla u referenčních a cílových genů. Referenční gen musel mít 

stabilní expresi ve všech studovaných vzorcích a nejčastěji se využívalo konstitutivně 

exprimovaných (housekeeping) genů. V experimentu byl použit referenční gen GAPDH. 

Stanovované cílové geny byly: β-katenin, E-kadherin, N-kadherin, EpCAM, ICAM1, 

MMP-2, MMP-9, Erk1,2 a NF-κB. K 40 μl mastermixu bylo přidáno 10 μl vzorku, stejně 

tak se postupovalo i u vzorků s referenčními primery. Z těchto 50 μl byl vzorek 

rozpipetován do dvou zkumavek, aby měření probíhalo v duplikátu. Pro negativní 

kontrolu byla místo vzorku použita DEPC voda. Vzorky byly vloženy do Corbett 

Research PCR Rotorgene 6000 cykléru a byl spuštěn program. 

98 °C 98 °C 60 °C 72 °C 65 °C-95 °C 4 °C 

 10´´ 15´´ 20´´   

10´   ® á 0,5 °C á 30´´  

  40 cyklů  ®  
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8.6 BCA stanovení bílkoviny 

8.6.1 Princip 

Při této metodě se stanovuje množství bílkoviny pomocí BCA (kyselina bicinchoninová) 

V alkalickém prostředí dochází k reakci bílkovin s měďnatými (Cu2+) ionty, které 

přechází na ionty měďné (Cu+). Ty pak redukují BCA za vzniku modrého zabarvení 

roztoku. Toto modré zabarvení se stanovuje fotometricky a je přímo úměrné množství 

bílkoviny. 

8.6.2 Příprava buněčného lyzátu 

Do 6-ti jamkových destiček bylo nasazeno 150 tis. buněk/1ml a buňky se nechaly růst 

v inkubátoru při 37°C a 5% CO2. Po 24 hodinách byly buňky ovlivněny 0,2 mM, 

resp. 1 mM IP6 a vloženy zpět do inkubátoru na dalších 12, 24 a 48 hodin. Poté bylo 

odsáto médium a přidány asi 2 ml ledového PBS a kývavým pohybem miskami byly 

buňky opláchnuty. Následně bylo odsáto PBS. 

Přidáno bylo 100 μl ledového lyzačního pufru s inhibitory proteáz a pufr se nechal působit 

asi 2 minuty. Poté byly buňky z jednotlivých misek seškrábány a přeneseny do zkumavek 

Eppendorf, ve kterých byly buňky zhomogenizovány pomocí injekční stříkačky, 

a homogenát byl postaven na led na dobu asi 20 minut. 

Homogenát byl centrifugován (10 minut, 13000 rpm, 4°C), pak z něj odebrán supernatant 

a změřena bílkovina, aby mohly být vzorky naředěny na western blot. 

8.6.3 BCA stanovení bílkoviny 

Pro stanovení bílkoviny byly použity roztoky: 

 Roztok A: NaHCO3, Na2CO3, BCA v 0,1 M NaOH 

 Roztok B: 4% CuSO4 .6 H2O 

 Roztok C: smíchání roztoku A s roztokem B v poměru 50:1 

8.6.3.1 Kalibrační křivka 

K vytvoření kalibrační křivky byl jako standard použit 1% roztok albuminu (BSA). 

Stanovovaná koncentrace bílkoviny byla v rozmezí 0 – 1000 μg/ml. 

 Koncentrace Roztok 1% BSA Destilovaná voda 

1 0 μg/ml 0 μl 500 μl 

2 200 μg/ml 10 μl 490 μl 

3 400 μg/ml 20 μl 480 μl 

4 600 μg/ml 30 μl 470 μl 

5 800 μg/ml 40 μl 460 μl 

6 1000 μg/ml 50 μl 450 μl 

 

Všechny koncentrace byly na destičku pipetovány v duplikátech. 
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8.6.3.2 Postup 

Každý vzorek byl naředěn 5x (10 μl vzorku a 40 μl destilované vody) a byly připraveny 

duplikáty. Následně byly tyto duplikáty napipetovány do 96-jamkové destičky po 10 μl 

a dále bylo přidáno 200 μl roztoku C.  

Destička se vzorky byla inkubována 30 minut při 37°C. Po inkubaci byla změřena 

absorbance při 562 nm proti destilované vodě. Poté byl od vzorků odečten průměr slepých 

vzorků (pouze destilovaná voda), porovnány hodnoty absorbance vzorků s kalibrační 

křivkou a stanoveny hodnoty koncentrace vzorků. 
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8.7 Elektroforéza proteinů na polyakrylamidovém gelu 

8.7.1 Princip 

Elektroforéza proteinů v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu sodného 

(SDS) je biochemickou metodou, která se využívá k separaci proteinů na základě jejich 

schopnosti pohybovat se v elektrickém poli (tzv. elektroforetická pohyblivost). Tato 

schopnost závisí zejména na délce peptidového řetězce a molekulární hmotnosti dané 

molekuly proteinu. Vliv má také stupeň rozvolnění (denaturace) proteinu, posttranslační 

modifikace a další faktory.  

SDS se váže na denaturované molekuly proteinů a ty tímto získají záporný náboj, který 

je přímo úměrný hmotnosti molekuly proteinu. Záporný náboj umožňuje molekule 

migrovat směrem ke kladné elektrodě. 

Rozdělení molekul podle molekulové hmotnosti závisí na koncentraci polyakrylamidu 

v gelu. Nízká koncentrace se využívá při separaci proteinů o velké molekulové hmotnosti. 

Naopak vysoká koncentrace se využívá k separaci proteinů o malé molekulové hmotnosti, 

v některých případech i k rozdělení velmi malých molekul nukleových kyselin. 

8.7.2 Zásobní roztoky 

8.7.2.1 4 M HCl 

Do 150 ml redestilované vody bylo přilito 88 ml koncentrované HCl a objem doplněn 

vodou do 250 ml. 

8.7.2.2 Zásobní roztok AA + bisAA 

Naváženo bylo 30 g akrylamidu (AA) a 0,8 g bis-akrylamidu (bisAA), poté bylo navážené 

množství látek rozpuštěno v malém množství redestilované vody a v odměrné baňce 

doplněno na 100 ml. Následně byl roztok uchován v lednici pod argonovou atmosférou. 

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

Naváženo bylo 18,5 g TRIS, k tomu přidáno 75 ml redestilované vody a mícháním bylo 

vše rozpuštěno. Následně bylo pomocí 4 M HCl upraveno pH na pH-metru. V odměrné 

baňce byl objem doplněn na 100 ml.  

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

Naváženo bylo 6,0 g TRIS, k tomu přidáno 75 ml redestilované vody a mícháním bylo 

vše rozpuštěno. Následně bylo pomocí 4 M HCl upraveno pH na pH-metru. V odměrné 

baňce byl objem doplněn na 100 ml.  

8.7.2.5 10% SDS 

Naváženo bylo 10 g SDS, které bylo rozpuštěno v 80 ml redestilované vody a v odměrné 

baňce doplněno na 100 ml. 

8.7.2.6 Koncentrovaný elektrodový pufr 

Naváženo bylo 72 g glycinu, 15 g TRIS, 5 g SDS. Látky byly následně rozpuštěny 

v 900 ml redestilované vody a pH bylo upraveno pomocí pH-metru na pH 8,3 přidáváním 
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4 M HCl. V odměrné baňce byl objem doplněn na 1000 ml, pak bylo toto množství 

rozděleno po 100 ml do plastových nádobek a dáno zamrazit. 

8.7.2.7 Isobutanol nasycený vodou 

Byl smíchán čistý isobutanol s redestilovanou vodou. V horní vrstvě byl isobutanol 

nasycený vodou. 

8.7.3 Zásobní roztoky na ředění vzorků 

8.7.3.1 4xSDS vzorkový pufr 

Složka  

(konečná koncentrace) 

Koncentrace zásobního 

roztoku 

Pipetované množství 

200 mM TRIS/HCl pH 6,8 1 M 4 ml 

40% glycerol 85% 9,41 ml 

6% SDS Prášek 1,2 g 

0,2 M DTT Prášek 0,617 g  

0,1 g bromfenolová modř Prášek Špetka 

Redestilovaná voda  20 ml 

8.7.3.2 Lyzační pufr 

Složka  

(konečná koncentrace) 

Koncentrace zásobního 

roztoku 

Pipetované množství 

50 mM TRIS/HCl pH 7,4 1 M 50 ml 

150 mM NaCl Prášek 8,766 g 

10% glycerol 85% 117,65 ml 

1% Triton X-100 100% 10 ml 

2 mM EDTA Prášek 0,58 g 

2 mM EGTA Prášek 0,76 g 

β-glycerolfosfát Prášek 8,52 g 

50 mM fluorid sodný Prášek 2,09 g 

10 mM pyrofosfát sodný Prášek 4,46 g 

2 mM dithiotreitol Prášek 0,3085 g 
200 μM vanadičnan sodný Prášek 0,03678 g 

 

Před použitím lyzačního pufru byly přidány roztoky inhibitorů a to tak, že k 13 ml 

lyzačního pufru bylo přidáno 130 μl směsi inhibitorů. 

8.7.4 Pracovní roztoky 

8.7.4.1 10% APS 

Těsně před použitím bylo připraveno 10% APS tak, že bylo rozpuštěno 25 mg persíranu 

amonného ve 250 μl redestilované vody. 
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8.7.4.2 Separační gel (spodní) 

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

Redestilovaná voda 9,8 ml 8,1 ml 

Pufr 1,5M TRIS-HCl pH 8,8 5 ml 5 ml 

Roztok AA+bis AA 5 ml 6,7 ml 

10% SDS 0,2 ml 0,2 ml 

Iniciace polymerace 

Roztok APS 200 μl 200 μl 

TEMAD 16 μl 16 μl 

8.7.4.3 Zaostřovací gel 4% (horní) 

 2 gely; 1,5 mm 4 gely; 1,5 mm 

Redestilovaná voda 6,1 ml 12,2 ml 

Pufr 1,5M TRIS-HCl pH 8,8 2,5 ml 5 ml 

Roztok AA+bis AA 1,3 ml 2,6 ml 

10% SDS 0,1 ml 0,2 ml 

Iniciace polymerace 

Roztok APS 200 μl 400 μl 

TEMAD 16 μl 32 μl 

8.7.4.4 Elektrodový pufr 

70 ml zásobního elektrodového pufru bylo smícháno se 280 ml redestilované vody. 

8.7.5 Ředění vzorku 

Podle obsahu bílkoviny byl vzorek naředěn tak, aby měl koncentraci 1 μg/μl. Vzorek byl 

ředěn 4xSDS vzorkovým pufrem a lyzačním pufrem s roztokem inhibitorů tak, že SDS 

tvořilo ¼ celkového objemu. 

8.7.6 Postup 

8.7.6.1 Příprava gelu 

Nejprve byl připraven nalévací stojánek, sklo, sklo se spacerem, spony a hřeben. Skla 

byla přiložena k sobě a následně byla spojena sponami. Pak byla skla postavena 

na gumovou podložku v nalévacím stojanu, přitlačena a přichycena vrchním kolíkem. 

Pak byl namíchán roztok na spodní gel, lehce promíchán a ihned pipetou nalit mezi skla 

do výšky asi 4,5 cm od spodního okraje. Gel byl pak převrstven isobutanolem nasyceným 

vodou a nechán polymerovat 45 minut. 

Po 45 minutách byl opatrně slit isobutanol a gel vysušen filtračním papírem. 

Následně byl namíchán roztok na zaostřovací gel, lehce promíchán a ihned pipetou nalit 

mezi skla na spodní gel. Do zaostřovacího gelu byl jemně zasunut hřeben až po drážky 

a gel byl nechán, ať polymeruje minimálně 30 minut. 

8.7.6.2 Elektroforéza 

Do termobloku, předem předehřátého na 95°C, byly na 5 minut umístěny naředěné 

vzorky. 
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Než se vzorky rozehřály, gely byly vyndány ze stojánku, byl z nich vysunut hřeben a byl 

připraven rovněž stojan na elektroforézu, do kterého pak byly umístěny skla s gelem. 

Stojan byl následně vložen do vaničky na elektroforézu. 

Pak byl připraven 5x zředěný elektrodový pufr, který byl nalit do vnitřního elektrodového 

prostoru tak, aby byl ponořený celý gel a přitom také aby nepodtékal. 5x zředěný 

elektrodový pufr byl pak nalit do vnějšího elektrodového prostoru. 

Poté bylo pomocí nanášecího stojánku naneseno do každé jamky 30 μl vzorku. Do jedné 

jamky byl nanesen molekulární standard. 

Elektroforetická vanička přiklopená víkem byla připojena ke zdroji a umístěna do ledové 

lázně. Následně bylo nastaveno konstantní napětí 200 V a proud 240 mA.  

8.8 Imunobloting 

Imunobloting (Western blotting) je metoda, při které dochází k přenosu proteinů 

(rozdělených při elektroforéze podle molekulové hmotnosti) z gelu 

na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membránu. K přenosu dochází díky vzájemné 

reakci pozitivně nabitých částí molekul membrány s negativně nabitými částmi molekul 

proteinů. Na membránu přenesené proteiny jsou poté detekovány specifickými 

protilátkami (80). 

8.8.1 Zásobní roztoky 

8.8.1.1 Blotovací pufr 

Navážené 6,06 g  TRIS (25 mM) a 28,8 g glycinu (192 mM) byly rozpuštěny v přibližně 

asi 500 ml redestilované vody. Přidáno bylo 400 ml methanolu a doplněno v odměrné 

baňce do 2000 ml. Nakonec byl vzniklý roztok přelit do 1 l lahví a uchován v lednici. 

8.8.2 Postup 

Do rohu PVDF membrány byl nejdříve propiskou poznačen název proteinu, který bude 

detekován, a buněčná linie. Označená membrána byla asi 5 minut namočena v methanolu, 

aby došlo k její aktivaci. 

Skla s gelem po elektroforéze byla rozevřena pomocí zelených klínků. Z gelu byly 

oříznuty spacery, odstraněn zaostřovací gel a u separačního gelu byla odříznuta dolní část 

s modrým barvivem. Pak byl separační gel oddělen od spodního skla a vložen 

do blotovacího pufru, který byl ještě předtím nalit do plastové krabičky s víčkem. 

Do blotovacího pufru ve stejné krabičce byla ponořena také PVDF membrána 

z metanolu. Do blotovacího pufru v jiné krabičce byl rovněž namočen tlustý filtrační 

papír (2 ks pro jeden gel) a blotovací houbičky. Délka namáčení byla asi 20 minut. 

 

 

 



43 
 

Do blotovacího sendviče byly jednotlivé části naskládány následovně: (začínáme vždy 

na černé straně) 

 1 blotovací houbička 

 1 silný filtrační papír 

 Gel (marker = žebříček byl na pravé straně) – gel byl rukama lehce uhlazen, 

aby byly odstraněny bubliny 

 PVDF membrána – nápisem dolů tak, aby byl na stejné straně jako marker, opět 

membrána z vrchu uhlazena, aby byly odstraněny bubliny 

 1 silný filtrační papír – od středu byl filtrační papír uhlazen, aby došlo 

k odstranění bublin 

 1 blotovací houbička 

Následně byl blotovací sendvič uzavřen a vložen do blotovacího nástavce. Pak byl 

blotovací nástavec vložen do vany tak, aby kolíky byly uprostřed, a do volného prostoru 

vany bylo vloženo ledítko. 

Celá vana vložená do ledové lázně, aby nedocházelo k přílišnému zahřívání, byla 

připojena  přes víko s kabely ke zdroji. Zdroj byl nastaven na 100 V a 0,25 A a spuštěn. 

Po doběhnutí blotu byly membrány opatrně vyjmuty pomocí pinzety a pokračovalo se dle 

postupu uvedeného v kapitole „Detekce proteinů“.  

8.8.3 Detekce proteinů 

Detekce je založena na reakci chemiluminiscenčního substrátu s enzymem, který je vázán 

na sekundární protilátku. Druh a relativní množství cílového proteinu se hodnotí pomocí 

denzitometrie a umístění viditelných proužků tvořených proteiny na membráně. 

8.8.3.1 Zásobní roztoky 

0,1 M TRIS pufr, pH 8,0 

Naváženo bylo 12,11 g TRIS, které byly poté rozpuštěny v 800 ml redestilované vody. 

Následně bylo upraveno pH na 8,0 pomocí 4 M HCl. Roztok v odměrné baňce byl 

doplněn vodou do 1000 ml. 

10xTBS 

Naváženo bylo 24,2 g TRIS Base, 80 g NaCl a rozpuštěno asi v 700 ml destilované vody. 

K tomu bylo přidáno 38 ml 1 M HCl a upraveno pH na 7,6. V odměrné baňce byl roztok 

doplněn na 1000 ml. 

TBST 

Smícháno bylo 450 ml destilované vody, 50 ml 10xTBS a 250 μl Tween 20. 
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Primární protilátky 

Zásobní protilátka byla zředěna podle instrukcí výrobce TBST pufrem s 5% BSA. 

Sekundární protilátky 

Zásobní protilátka byla zředěna podle instrukcí výrobce (1:20 000) TBST pufrem 

s 2% BSA. 

8.8.3.2 Postup 

Membrána byla pinzetou přenesena do plastové misky s víčkem, do které byla nalita 

destilovaná voda a membrána v ní byla kývavým pohybem opláchnuta. Poté byl 

na membránu nalit roztok 5% blokovacího odtučněného mléka (BioRad) v TBST pufru, 

krabička umístěna na kývačku a membrána se nechala blokovat 1 – 2 hodiny. Potom bylo 

mléko slito a membrána opláchnuta destilovanou vodou. Následovala inkubace přes noc 

s primární protilátkou. 

Druhý den byla odpipetována a slita primární protilátka zpět do falkonky a zamražena 

pro opakované použití. Následně byla membrána oplachována TBST pufrem (6 krát 

5 minut) a poté inkubována 1 – 2 hodiny se sekundární protilátkou. Znovu byla membrána 

oplachována TBST pufrem (6 x 5 minut). 

8.8.3.3 Chemiluminiscenční detekce 

Pro detekci sekundárních protilátek byl použit Amersham ECL Prime Western Blotting 

detection reagent. Z krabičky byl vylit TBST pufr, na povrch membrány bylo 

napipetováno tolik substrátu, aby byla pokryta celá, a ta pak byla inkubována 5 minut. 

V počítači byl spuštěn program Carestream. Membrána vyndaná ze substrátu a okapaná 

byla přenesena do přístroje Gel Logic. Doba osvitu membrány se měnila podle aktuálních 

podmínek. 
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8.9  Imunofluorescenční detekce vybraných adhezních molekul 

K vytvoření mikroskopických preparátů byly použity speciální nástavce, umožňující 

kultivaci a barvení buněk na podložních sklíčkách. Na jedno sklíčko byl napipetován 1 ml 

suspenze buněk v živném médiu. Množství buněk na jednom sklíčku bylo počítáno 

na 75000/1 ml. Druhý den byly buňky ovlivněny 0,2 mM, resp. 1 mM koncentrací IP6 

po dobu 24, 48, nebo 72 hodin. 

8.9.1 Postup 

Změna v expresi E-kadherinu na buňkách lidského kolorektálního karcinomu linie 

SW620 po léčbě IP6 o koncentraci 0,2 a 1 mM po dobu 72 h, byla stanovena pomocí 

nepřímé imunofluorescence. 

Ovlivněné a kontrolní (neovlivněné) buňky rostoucí v cytospinových komorách byly 

po 24, 48 a 72 hodinách opláchnuty pomocí PBS a zafixovány 2% paraformaldehydem 

(20 minut, při laboratorní teplotě). Po jejich opláchnutí v PBS byly buňky inkubovány 

v 5% blokovacím odtučněném mléku (Bio-Rad, 30 minut, při pokojové teplotě) a byla 

přidána primární myší protilátka E-kadherin (1:100). Buňky byly inkubovány 2 hodiny, 

při 4°C a ve tmě. 

Dále byly buňky třikrát opláchnuty v PBS, byla k nim přidána sekundární protilátka 

(1:250), se kterou byly buňky inkubovány po dobu 1 hodiny. Po skončení inkubace byly 

buňky označeny pomocí látky 4҆,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) (10 minut, 4°C), 

omyty v PBS a umístěny do Prolong Gold antifade média4. Sklíčka pak byla pozorována 

v epifluorescenčním mikroskopu a exprese E-kadherinu byla hodnocena pomocí analýzy 

obrazu (Lucia, LIM Praha) u alespoň 2000 buněk. 

  

                                                           
4 Určeno k ochraně fluorescenčního barviva před vyblednutím během fluorescenční mikroskopie (110). 
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9 Výsledky 

9.1 Sledování schopnosti migrace buněk 

Nejprve byla testována schopnost migrace (viz. Migrační assay – X-celligence) u obou 

studovaných linií, tedy kolorektální linie SW480 a metastatické linie odvozené 

z lymfatické uzliny SW620. Výraznější schopnost migrace byla zjištěna u linie 

metastatické SW620 (Obr. 7). Proto byl v dalších experimentech zjišťován vliv IP6 

na migraci buněk pouze u této linie. 

 

Obr. 7: Porovnání migrace buněk odvozených z kolorektálního karcinomu, linie SW480 (červená) 

a buněk metastatických, odvozených z lymfatické uzliny, linie SW620 (zelená), po dobu 24 hodin 

 

Linie SW620 byla ovlivněna třemi různými koncentracemi IP6 (0,2 mM, 1 mM a 2 mM) 

a během 24 hodin byl sledován vliv na migraci buněk přes membránu 

za chemoatraktantem (EGF). Bylo zjištěno, že buňky buněčné linie SW620 ovlivněné 

molekulou IP6 mají nižší schopnost migrovat přes membránu než buňky kontrolní (buňky, 

které nebyly vystaveny působení IP6) (Obr. 8). 

K výrazné inhibici migrace došlo již u koncentrace 0,2 mM. Ještě větší inhibice bylo 

dosaženo koncentracemi 1 mM a 2 mM, jejichž účinek na buňky byl shodný. Z výsledků 

vyplývá, že zvyšování koncentrace IP6 nad 1 mM již migraci buněk dále nesníží, 

tzn. k maximální dosažitelné inhibici migrace stačí koncentrace 1 mM IP6, proto jsme 

u dalších pokusů používali pouze koncentrace 0,2 mM a 1 mM. 
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Obr. 8: Schopnost migrace u buněčné linie SW620 ovlivněné IP6 v koncentraci 0 (kontrola - červená); 

0,2 (zelená); 1 (modrá); 2 (růžová) 
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9.2 Vliv IP6 na relativní množství mRNA molekul zapojených do procesů 

adheze a migrace 

Na základě výsledků migrace jsme pro další testování použili 0,2 mM a 1 mM 

koncentrace IP6, ve třech testovaných intervalech (12, 24 a 48 hod). Nejprve byl sledován 

vliv IP6 na relativní množství mRNA několika molekul zapojených do procesů adheze 

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

1, Erk-2, NF-κB) u buněčných linií SW480 a SW620. 

Výsledné hodnoty jsme porovnávali statisticky pomocí metody TWO-WAY ANOVA - 

Bonferroniho testu. Porovnávána byla vždy kontrola (0 mM IP6) vůči buňkám 

ovlivněným jednotlivými koncentracemi IP6 po 12-hodinové, 24-hodinové a 48-hodinové 

inkubaci. * p<0,05 

9.2.1 β-katenin 

Sledovali jsme vliv IP6 na expresi β-kateninu (Obr. 9). Ani u jedné z testovaných linií 

nedošlo k signifikantní změně. U buněčné linie SW480 došlo k mírnému nárůstu exprese 

β-kateninu v porovnání s kontrolou (koncentrace IP6 je 0 mM) pouze po 24-hodinové 

inkubaci. U buněčné linie SW620 naopak došlo k mírnému poklesu exprese β-kateninu, 

zejména po 12-hodinové a 24-hodinové inkubaci s 1 mM koncentrací IP6. Ani u jedné 

linie nedošlo k žádné signifikantní změně.  

 

Obr. 9: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro β-katenin 

v buněčné linii SW480 a SW620 
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9.2.2 E-kadherin 

Další adhezní molekulou, u které jsme sledovali vliv IP6 na expresi genu, byl E-kadherin. 

K mírnému nárůstu exprese došlo u linie SW480 po 12-hodinové a 24-hodinové inkubaci, 

zejména u 0,2 mM koncentrace IP6. U exprese genu pro molekulu E-kadherinu nedošlo 

ani u jedné z buněčných linií k signifikantní změně (Obr. 10). 

 

Obr. 10: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro E-

kadherin v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 0), vůči buňkám 

ovlivněných jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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9.2.3 N-kadherin 

Další molekula zapojená do procesů adheze a invazivity, u které jsme sledovali vliv IP6 

na expresi genu, byl N-kadherin.  

Ke statisticky významným změnám došlo pouze u buněčné linie SW620. Významné bylo 

snížení množství exprimovaného genu oproti kontrole u buněk, které byly ovlivněny 

po dobu 12 hodin 1 mM IP6. U buněk po 24-hodinovém působení IP6 došlo 

k nejvýraznějšímu a statisticky významnému snížení u koncentrace 0,2 mM IP6. 

Ke statisticky významnému snížení exprese genu pro N-kadherin oproti kontrole došlo 

také po 48 hodinách a to u obou koncentrací, tedy 0,2 mM a 1 mM IP6 (Obr. 11). 

 

Obr. 11: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro N-kadherin 

v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných 

jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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9.2.4 EpCAM 

Dále jsme Sledovali vliv IP6 na expresi genu pro EpCAM u obou buněčných linií. 

Oproti kontrole (0 mM IP6) se jako statisticky významné zvýšení množství genu 

pro EpCAM ukázalo pouze zvýšení po 24-hodinovém ovlivnění buněk SW480 a to 

v koncentraci 0,2 mM IP6 (Obr. 12).  

 

Obr. 12: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro EpCAM 

v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných 

jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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9.2.5 ICAM1 

Sledovali jsme také vliv IP6 na expresi genu pro ICAM1 u obou buněčných linií (Obr. 13).  

Statisticky významné bylo působení IP6 na buněčnou linii SW480. Jednalo se 

o koncentraci 0,2 mM a 1 mM IP6 po dobu 24 hodin, kdy došlo ke zvýšení množství 

exprimovaného genu pro ICAM1 oproti kontrole. Po působení 1 mM IP6 byl nárůst vyšší 

než po působení 0,2 mM IP6.  

Po 48-hodinovém ovlivnění 1 mM IP6 došlo ke statisticky významnému poklesu 

v množství exprimovaného genu pro ICAM1.  

K mírnému poklesu došlo i po 24-hodinové inkubaci s 1 mM IP6 u buněčné linie SW620. 

U buněčné linie SW620 došlo k poklesu exprese ICAM1 v závislosti na koncentraci 

a čase, tyto změny však nebyly statisticky významné. 

 

Obr. 13: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro ICAM1 

v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných 

jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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9.2.6 MMP-2 

Mezi klíčové molekuly progrese nádorů počítáme i matrixovou metaloproteinázu MMP-

2. Sledovali jsme vliv IP6 na expresi genu pro MMP-2 u obou buněčných linií (Obr. 14). 

IP6 vyvolal statisticky významné změny u obou zkoumaných buněčných linií. U buněčné 

linie SW620 bylo významné působení koncentrací 0,2 mM a 1 mM IP6 po 24 hodinách, 

kdy došlo u obou koncentrací ke snížení množství exprimovaného genu oproti kontrole 

(0 mM, 24h). 

U buněčné linie SW480 došlo, po ovlivnění 0,2 mM a 1 mM IP6 na dobu 48 hodin, 

ke zvýšení množství exprese genu pro MMP-2 oproti kontrole (0 mM, 48 h) a to více 

u koncentrace 0,2 mM než u koncentrace 1 mM IP6. 

 

Obr. 14: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro MMP-2 

v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných 

jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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9.2.7 MMP-9 

Další matrixovou metaloproteinázou, podílející se na metastazování nádorů je MMP-9. 

Sledovali jsme vliv IP6 na expresi genu pro MMP-9  u obou buněčných linií.  

Působení IP6 bylo statisticky významné u obou buněčných linií. U buněčné linie SW620 

došlo k významnému poklesu exprese genu pro MMP-9 oproti kontrole (0 mM) u všech 

tří časových intervalů. Po 12 hodinách byl pokles významný u působení koncentrace 

1 mM. Po 24 hodinách byl pokles významný u obou koncentrací, tedy jak u 0,2 mM, tak 

u 1 mM IP6, kdy větší pokles byl po působení 1 mM. Po 48 hodinách rovněž došlo 

k poklesu u obou použitých koncentrací IP6 (0,2 a 1 mM). (Obr. 15) 

U buněčné linie SW480 došlo ke statisticky významnému poklesu exprese genu 

pro MMP-9 oproti kontrole (0 mM) u časového intervalu 12 a 48 hodin. Po 12 hodinách 

došlo k významnému snížení v závislosti na koncentraci. Po 48 hodinách inkubace bylo 

výraznější snížení pozorováno po působení 0,2 mM, než po působení 1 mM IP6. (Obr. 15) 

 

Obr. 15: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro MMP-9 

v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných 

jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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9.2.8 Erk-1 

Důležitou roli v regulaci buněčného růstu a proliferaci hrají mitogenem aktivované 

kinázy, jako např. Erk-1. Sledovali jsme vliv IP6 na expresi genu pro Erk-1 u obou 

buněčných linií.  

Statisticky významné bylo působení IP6 na buněčnou linii SW480 v časovém intervalu 12 

a 48 hodin. Po 12 hodinách došlo ke snížení množství exprimovaného genu pro Erk-1 

oproti kontrole (0 mM) u koncentrací 0,2 a 1 mM IP6. Ke snížení množství 

exprimovaného genu došlo také po 48-hodinovém působení 0,2 a 1 mM IP6, kdy vyšší 

účinnost měla koncentrace 0,2 mM. (Obr. 16) 

U buněčné linie SW620 bylo statisticky významné působení 0,2 a 1 mM IP6 po dobu 

24 hodin, kdy v obou případech došlo ke snížení množství exprimovaného genu pro Erk-

1 oproti kontrole (0 mM, 24h). (Obr. 16) 

 

Obr. 16: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro Erk-1 

v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných 

jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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9.2.9 Erk-2 

Dále jsme sledovali vliv IP6 na expresi genu pro Erk-2 u obou buněčných linií.  

Statisticky významný vliv měl IP6 pouze v koncentraci 0,2 mM při působení 24 hodin, 

kdy došlo ke zvýšení množství exprese genu pro Erk-2 oproti kontrole (0 mM, 24h) 

(Obr. 17). 

 

Obr. 17: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro Erk-2 

v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných 

jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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9.2.10 NF-κB 

V neposlední řadě jsme sledovali vliv IP6 na expresi genu pro NF-κB u obou buněčných 

linií. Statisticky významný vliv měl IP6 pouze u buněčné linie SW480. Po 12-hodinové 

inkubaci došlo ke snížení exprese při použití 0,2 mM koncentrace IP6. Po 24-hodinové 

inkubaci došlo k signifikantnímu snížení exprese při použití 1 mM koncentrace IP6 

(Obr. 18). 

U buněčné linie SW620 nedocházelo ke statisticky významným změnám. Nicméně, 

0,2 mM koncentrace IP6 zvyšovala expresi NF-κB ve všech testovaných intervalech, 

v porovnání s kontrolou a s 1 mM koncentrací IP6 (Obr. 18). 

 

Obr. 18 Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi genu pro NF-κB 

v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných 

jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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9.3 Vliv IP6 na množství molekul (na úrovni proteinů) zapojených 

do procesů adheze a migrace 

Pomocí metody imunobloting (Western blotting) byly stanovovány molekuly β-aktin, β-

katenin, E-kadherin, EpCAM, Erk1/2, fosfo-Erk1/2, ICAM1, NF-κB a fosfo-NF-κB. 

Ke stanovení byly použity buněčné linie SW480 a SW620, které byly ovlivněny IP6 

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

Na obrázcích 19 a 20 jsou vidět jednotlivé proužky stanovovaných proteinů detekované 

pomocí chemiluminiscence přístrojem Gel Logic a počítačovým programem Carestream. 

U buněčné linie SW480 (Obr. 19) byl pozorován významný pokles proteinu ICAM1 

po 24 a 48 hodinách inkubace, v závislosti na koncentraci. Množství proteinu NF-κB bylo 

mírně zvýšeno po 24-hodinové inkubaci s 1 mM IP6, v porovnání s kontrolou (0 mM, 

24 hod). Ke snížení došlo po 48-hodinové inkubaci s 1 mM IP6, v porovnání s kontrolou 

(0 mM, 48 hod). Naopak u fosforylované formy proteinu NF-κB (Ser536) došlo 

ke snížení po 24-hodinové inkubaci s IP6, v porovnání s kontrolou (0 mM, 24 hod). 

Stejný efekt byl pozorovaný i po 48-hodinové inkubaci s IP6, v porovnání s kontrolou 

(0 mM, 48 hod). U mitogenem aktivovaných kináz Erk1/2 došlo po 12-hodinové inkubaci 

ke zvýšení množství proteinu, v závislosti na koncentraci. Po 48-hodinové inkubaci 

naopak došlo k poklesu množství Erk1/2, zejména u koncentrace 1 mM IP6. 

 

Obr. 19 Imunobloting u buněčné linie SW480 po inkubaci (12h, 24h, 48h) s IP6 o koncentraci 0 

(kontrola); 0,2; 1 mM 
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U buněčné linie SW620 (Obr. 20) byl pozorován lehký pokles proteinu EpCAM 

po 48 hodinách inkubace, v závislosti na koncentraci. Naopak, množství proteinu ICAM1 

bylo výrazně sníženo po 48-hodinové inkubaci s 0,2 mM IP6, v porovnání s kontrolou 

(0 mM, 48 h). Množství E-kadherinu bylo po 12 hodinách inkubace nižší, v porovnání 

s 24 a 48-hodinovou inkubací. Množství proteinu NF-κB bylo sníženo po 48-hodinové 

inkubaci, v závislosti na koncentraci. U fosforylované formy proteinu NF-κB (Ser536) 

došlo po 48 hodinách inkubace s IP6 k poklesu množství proteinu. Množství 

fosforylované formy mitogenem aktivovaných kináz Erk1, 2 bylo zvýšeno po 12-

hodinové inkubaci s 1 mM IP6, zatímco po 24-hodinové inkubaci byla fosforylovaná 

forma snížena v obou použitých koncentracích.  

 

Obr. 20 Imunobloting u buněčné linie SW620 po inkubaci (12 h, 24 h, 48 h) s IP6 o koncentraci 

0 (kontrola); 0,2; 1 mM 
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9.3.1 Denzitometrické vyhodnocení blotů 

Množství proteinu bylo stanoveno také denzitometricky. Intenzita proužků jednotlivých 

proteinů byla porovnána s intenzitou proužků β-aktinu (standard). Výsledky jsou shrnuty 

v tabulce č. 4.  

 

Tab. 4: Denzitometrické vyhodnocení blotů 

  
12h 24h 48h 

k 0,2 1 k 0,2 1 k 0,2 1 

β-katenin 

SW480 1,00 0,05 0,90 0,84 0,88 0,90 1,22 1,15 1,40 

SW620 1,00 0,75 0,87 0,71 0,72 0,96 0,57 0,64 0,90 

E-kadherin 

SW480 1,00 0,86 0,68 0,86 0,97 0,07 1,43 0,40 0,00 

SW620 1,00 0,75 0,57 1,97 2,04 2,25 1,40 1,63 2,82 

N-kadherin 

SW480 1,00 0,83 0,46 0,17 0,33 0,41 0,50 0,15 0,00 

SW620 - - - - - - - - - 

EpCAM 

SW480 1,00 0,56 0,71 0,46 0,24 0,21 0,80 1,09 0,12 

SW620 1,00 0,64 0,71 0,73 0,66 0,72 0,51 0,35 0,51 

ICAM1 

SW480 1,00 3,43 3,36 10,40 6,77 6,41 11,01 9,64 6,61 

SW620 1,00 0,77 0,93 1,16 1,12 1,97 2,70 1,70 3,28 

Erk1 

SW480 1,00 1,01 1,23 1,14 0,86 1,22 1,78 2,00 1,92 

SW620 1,00 1,03 1,12 1,07 1,14 1,20 1,38 1,37 2,06 

Erk2 

SW480 1,00 2,35 2,84 2,24 2,31 2,93 3,10 3,47 3,53 

SW620 1,00 1,19 1,26 0,97 1,10 1,64 1,83 1,57 1,97 

p-Erk1/2 

SW480 - - - - - - - - - 

SW620 0,01 0,05 1,52 1,00 0,62 1,22 1,96 2,27 4,36 

NF-κB 

SW480 1,00 0,75 1,02 0,64 0,62 0,95 0,89 0,57 0,51 

SW620 1,00 0,81 1,26 0,93 0,68 1,31 1,03 0,77 0,74 

p-NF-κB 

SW480 1,00 1,01 0,96 1,48 1,17 1,07 1,32 1,15 0,91 

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 Vliv IP6 na změnu lokalizace adhezních molekul E-kadherin a EpCAM 

9.4.1 Molekula E-kadherin 

U kontrolních buněk SW620 (Obr. 21) je E-kadherin exprimován relativně slabě a je 

lokalizován zejména v cytoplazmě a v oblasti plazmatické membrány. 

Modře jsou obarvena jádra buněk pomocí DAPI a zeleně molekula E-kadherin. 

Zatímco po 24-hodinové inkubaci s IP6 o koncentraci 0,2 mM nedošlo ke změně v expresi 

E-kadherinu u buněk SW620, po 48 a 72 hodinách inkubace těchto buněk došlo k nárůstu 

množství E-kadherinu (Obr. 22) v porovnání s kontrolními buňkami (Obr. 21). 

K výraznému zvýšení exprese E-kadherinu došlo ve všech testovaných časech inkubací 

s 1 mM koncentrací IP6. Ve srovnání s účinkem 0,2 mM IP6 (Obr. 22) došlo také 

ke zvýšení koncentrace E-kadherinu v plazmatické membráně a v kůře (Obr. 23). 

 

Obr. 21: Buněčná linie SW620 po 24, 48 a 72-hodinové inkubaci bez IP6 (kontrola) 

Obr. 22: Buněčná linie SW620 po 24, 48 a 72-hodinové inkubaci s IP6 o koncentraci 0,2 mM 

Obr. 23: Buněčná linie SW620 po 24, 48 a 72-hodinové inkubaci s IP6 o koncentraci 1 mM 
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9.4.2 Molekula EpCAM 

Ke snížení EpCAM na úrovni proteinu došlo zejména u 1 mM koncentrace IP6 

po 48 hodinách, proto jsme sledovali vliv IP6 na množství EpCAM také pomocí 

fluorescenční mikroskopie v tomto časovém intervalu. Na obrázcích 24 a 25 můžeme 

porovnat expresi molekuly EpCAM na povrchu buněk SW480 kontrolních 

(neovlivněných, Obr. 24) a buňkách ovlivněných 1 mM koncentrací IP6 po dobu 48 hodin 

(Obr. 25). 

Buňky ovlivněné IP6 mají na svém povrchu exprimováno podobné množství adhezní 

molekuly EpCAM (červeně) jako buňky neovlivněné IP6. Modře jsou obarvena jádra 

buněk pomocí DAPI.  

 

 

  

Obr. 24: Buněčná linie SW480 po 48-hodinové 

inkubaci (kontrolní) 

 

Obr. 25: Buněčná linie SW480 po 48-hodinové 

inkubaci s IP6 o koncentraci 1 mM 
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Na obrázcích 26 a 27 můžeme porovnat expresi molekuly EpCAM na povrchu buněk 

SW620 kontrolních (neovlivněných, Obr. 26) a buněk ovlivněných 1 mM koncentrací IP6 

po dobu 48 hodin (Obr. 27). 

Buňky ovlivněné IP6 mají na svém povrchu exprimováno stejné množství adhezní 

molekuly EpCAM (červeně) jako buňky neovlivněné IP6. Modře jsou obarvena jádra 

buněk pomocí DAPI. 

 

  

Obr. 26: Buněčná linie SW620 po 48-hodinové 

inkubaci (kontrolní) 

 

 

Obr. 27: Buněčná linie SW620 po 48-hodinové 

inkubaci s IP6 o koncentraci 1 mM 
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10 Diskuze 

IP6 a jeho méně fosforylované formy se běžně vyskytují v přírodě. Lze ho nalézt téměř 

ve všech v rostlinách, ve větším množství pak v luštěninách a obilninách. Je také součástí 

savčích buněk, ve kterých se účastní řady, pro buňku životně důležitých, procesů (58) 

(60) (53) (62) (63) (73) (81). 

Již dříve bylo zjištěno, že IP6 má řadu funkcí. Působí jako přírodní antioxidant (82), 

zvyšuje obranyschopnost organismu zvýšením aktivity NK-buněk. Snižuje buněčnou 

proliferaci, podporuje buněčnou diferenciaci, která může vyústit až ve změnu maligního 

fenotypu na fenotyp normální. Ovlivňuje signální transdukci a vede k zastavení 

buněčného cyklu. IP6 stimuluje opravu poškozené DNA a je důležitý pro přenos mRNA 

z jádra do buňky. Kromě protinádorového účinku má IP6 také hypocholesterolemický 

účinek, snižuje tvorbu ledvinových kamenů ze šťavelanu vápenatého, snižuje agregaci 

krevních destiček, podporuje sekreci inzulinu a inhibuje cytopatický efekt viru HIV 

a expresi specifických antigenů pro HIV v buňkách MT-4 (63) (60) (83) (81). 

Protinádorový účinek IP6 byl prokázán v řadě experimentů jak v in vivo tak v in vitro 

podmínkách. Tento účinek byl demonstrován na buněčných liniích kolorektálního 

karcinomu (84) (85), jaterních liniích (86) (87), nádorových buňkách prostaty (88) (89), 

prsu (83), slinivky břišní (90), kožních nádorových buňkách (91) a buňkách 

rhabdomyosarkomu (92). IP6 snížil proliferaci a zvýšil apoptózu buněk.  

Byl také prokázán efekt IP6 na metastazování nádorových buněk. Tato vlastnost IP6 byla 

prokázána u myší na modelu metastatických linií FSA-1 v plicích, kdy intraperitoneální 

injekce IP6 vedla k signifikantnímu snížení počtu plicních metastatických kolonií (93). 

Další studií, při které byl prokázán účinek IP6 na metastazování, je in vitro studie 

provedená na vysoce invazivní MDA-MB 231 buněčné linii, odvozené od lidské rakoviny 

prsu. Bylo prokázáno, že IP6 snížil buněčnou adhezi k fibronektinu o 65 % a ke kolagenu 

o 37 %. Byly provedeny testy migrace, aby bylo zjištěno, zda snížení adheze vede 

ke snížení motility buněk. IP6 snížil počet migrujících buněk a vzdálenost migrace o 72 

%. Pomocí modifikovaného testu v Boydenově komůrce bylo také prokázáno snížení 

migrace v závislosti na koncentraci IP6. Ve studii byl prokázán inhibiční efekt IP6 

na sekreci matrixové metaloproteinázy MMP-9 (94). Dále byla zjištěna schopnost IP6 

inhibovat in vitro adhezi, migraci a invazivitu nádorové linie MDA-MB-231. Tato 

inhibice může být zprostředkována modulací dimerizace integrinů, exprese integrinů 

na povrchu buňky a modulací signálních drah spojených s integriny (95). 

Na základě těchto výše uvedených studií jsme se rozhodli porovnat vliv IP6 také 

na metastazování u buněčných linií kolorektálního karcinomu SW480 a linie odebrané 

z lymfatické uzliny téhož pacienta SW620. Zaměřili jsme se na vliv IP6 na expresi 

molekul, které se zapojují do procesů adheze a migrace na úrovni mRNA a proteinů. Dále 

jsme hodnotili schopnost migrace daných buněčných linií a vlivu IP6 na migraci 

metastatických buněk SW620. 



 

65 
 

Obě buněčné linie byly testovány na schopnost migrovat za chemoatraktantem (EGF). 

Na základě výsledků z přístroje X-celligence pro testování migrace v reálném čase byl 

sledován vliv IP6 pouze u buněčné linie SW620, protože vykazovala schopnost migrace 

v porovnání s linií SW480. Nejprve byl sledován účinek tří různých koncentrací IP6 

(0,2 mM, 1,0 mM, 2,0 mM) během 24 hodin. Tyto koncentrace byly stanoveny na základě 

studie, ve které koncentrace 0,2 – 5 mM výrazně inhibovaly syntézu DNA a také 

snižovaly proliferaci u buněčných linií kolorektálního karcinomu HT-29, SW480, SW620 

(73). V naší studii bylo zjištěno, že koncentrace 1 mM a 2 mM IP6 mají přibližně stejný 

efekt na migraci buněčné linie SW620, proto v dalších pokusech, zaměřených na detekci 

metastatických markerů na úrovni mRNA a proteinů, byly používány pouze 0,2 mM 

a 1 mM koncentrace IP6.  

Důležitou roli v metastazování nádorů hrají také adhezní molekuly. Jednou z těchto 

molekul je i β-katenin, který má v buňkách dvě funkce. Jednou z nich je koaktivace 

transkripce a druhou je účast na vzájemné adhezi dvou buněk, kdy spojuje E-kadherin 

a α-katenin. Studie provedená na potkanech (Rattus Norwegicus), u kterých byla 

vyvolána rakovina tlustého střeva pomocí azoxymethanu, ukázala inhibiční vliv IP6 

na přesun β-kateninu z cytoplazmy do jádra buněk (96). V naší práci nebyl prokázán ani 

u jedné ze zkoumaných linií (SW480 a SW620) signifikantní vliv IP6 na množství β-

kateninu na úrovni mRNA ani proteinu. 

Další důležitou adhezní molekulou je E-kadherin, který vytváří spoj v místě dotyku dvou 

buněk a udržuje integritu tkáně. Je považován za supresor metastáz. Jeho rozpustná forma 

slouží k detekci přítomnosti nádoru v organismu, kdy je zvýšeno množství této rozpustné 

formy v krvi. Rozpustná forma E-kadherinu může vznikat proteolytickým štěpením E-

kadherinu lokalizovaného na povrchu nádorových buněk (97). Ve studii prováděné 

na buněčné linii HT-29 kolorektálního karcinomu, jejíž součástí byl i test vlivu 

samotného IP6 na hladinu rozpustného E-kadherinu (sE-kadherin), bylo pozorováno 

signifikantní snížení koncentrace sE-kadherinu po 96-hodinovém působení 2 mM IP6 

oproti kontrole (0 mM) (98). V další studii, která mimo jiné zkoumala vliv samotného IP6 

na koncentraci sE-kadherinu na buňkách HT-29 a Caco-2 lidského kolorektálního 

karcinomu, byl prokázán signifikantní účinek 1 mM IP6 na buněčnou linii Caco-2. U této 

buněčné linie došlo k poklesu koncentrace sE-kadherinu (99). V naší studii nebyl 

prokázán signifikantní vliv IP6 na množství E-kadherinu metodou RT-PCR na úrovni 

mRNA, ani metodou western blot na úrovni proteinu. Naopak pomocí fluorescenční 

mikroskopie byl pozorován nárůst množství E-kadherinu v cytoplazmě a buněčné 

membráně oproti kontrole (0 mM IP6), zejména po 48 a 72 hodinách inkubace s 0,2 mM 

IP6 a po inkubaci s 1 mM IP6 u všech studovaných časových intervalů. 

Na druhou stranu, N-kadherin je transmembránový protein, jehož exprese je 

zvýšena  zejména v mesenchymálních a metastatických nádorových buňkách. Jeho 

přítomnost v těchto buňkách zvýší jejich pohyblivost a invazivitu. V naší studii N-

kadherin ukázal, signifikantní snížení exprese, zejména po ovlivnění 0,2 mM (24 hod, 

48 hod) a 1 mM (12 hod, 48 hod) koncentrací IP6 u buněčné linie SW620. 



 

66 
 

Důležitou adhezní molekulou přítomnou zejména v epiteliálních nádorových buňkách je 

EpCAM - transmembránový protein, jehož intracelulární část se spojuje s dalšími 

proteiny a tento komplex ovlivňuje aktivitu genů podílejících se na buněčném růstu, 

proliferaci, zrání a migraci buněk. V naší studii byl zjištěn pokles EpCAM na úrovni 

proteinů zejména po 48-hodinové inkubaci s 1 mM IP6. Zatímco při porovnání buněčných 

linií SW480 a SW620 inkubovaných za stejných podmínek (48 hod, 1 mM IP6) 

fluorescenčním mikroskopem nebyla pozorována žádná výrazná změna v porovnání 

s kontrolou (0 mM, 48 hod) v expresi EpCAM na povrchu buněk ani u jedné 

z testovaných buněčných linií. 

ICAM1 je adhezivní molekula, která umožňuje přestup buněk z krve do tkání. 

U mnohých druhů nádorových buněk (např. buněk nádoru prsu, slinivky, žaludku) 

dochází k up-regulaci ICAM1 na buněčném povrchu. Bylo prokázáno, že na migraci 

leukocytů přes endotel se podílí interakce mezi ICAM1 a fibrinogenem a že rozsah 

migrace je závislý na množství fibrinogenu (100). Studie prováděná na buněčné linii HT-

29 kolorektálního karcinomu, zkoumala vliv samotného IP6 na hladinu rozpustného 

ICAM1 (sICAM1), který má souvislost s metastazováním. Hladina sICAM1 byla měřena 

pomocí testu ELISA, koncentrace IP6 byla 0,5 mM; 1,0 mM; 2,0 mM a doba působení 

96 hodin. Tato studie ukázala, že ani jedna ze zkoušených koncentrací IP6 neměla 

signifikantní vliv na změnu koncentrace sICAM1 v porovnání s kontrolou (0 mM) (98). 

Stejně tak další studie, jejíž součástí rovněž bylo zkoumání vlivu samotného IP6 

na koncentraci sICAM1, byla provedena také na buňkách kolorektálního karcinomu HT-

29 a Caco-2. Buňky byly inkubovány s IP6 o koncentraci 1,0 mM po dobu 96 hodin, 

hodnocení bylo provedeno stejně jako u předchozí studie pomocí testu ELISA. Studie 

ukázala, že vliv samotného 1 mM IP6 nevede k signifikantní změně v koncentraci 

sICAM1 ani u jedné ze zkoumaných linií (HT-29 a Caco-2) (99). Výsledky našeho 

testování ukázaly signifikantní snížení množství exprimovaného genu pouze u buněčné 

linie SW480 po 48-hodinové inkubaci s 1 mM IP6. Stejně tak na úrovni proteinu IP6 měl 

vliv zejména na buněčnou linii SW480, kdy po ovlivnění buněk všemi testovanými 

koncentracemi (0,2 a 1 mM) a ve všech testovaných intervalech (12, 24 a 48 h) došlo 

ke snížení množství ICAM1. 

Matrixové metaloproteinázy MMP-2 a MMP-9 jsou enzymy degradující proteiny 

extracelulární matrix, což nádorovým buňkám usnadňuje průchod skrz okolní stroma. 

Ve studii prováděné na buněčné linii lidského karcinomu prsu MDA-MB 231 byl 

prokázán inhibiční vliv IP6 na sekreci MMP-9 (94). Ve studii hodnotící expresi MMP-2 

a MMP-9 v nádorových buňkách kolorekta Caco-2, byly buňky ovlivněny IP6 

o koncentracích 1; 2,5; 5 mM po dobu 1, 6, 12 a 24 hodin. Ukázalo se, že IP6  nemá vliv 

na expresi genu MMP-9 v této buněčné linii. IP6 v koncentraci 1 mM vyvolal zvýšení 

exprese genu pro MMP-2, ale vyšší koncentrace způsobily pokles v expresi genů po 1-

hodinové inkubaci. Po 24 hodinách se zvyšujícími se koncentracemi IP6 vykazovaly 

buňky nižší hladiny MMP-2 na úrovni mRNA (101). Při našem testování bylo zjištěno, 

že k signifikantnímu poklesu v expresi MMP-2 došlo u buněčné linie SW620 po 24-

hodinové inkubaci s 0,2 mM a 1 mM IP6. Naopak u buněčné linie SW480 došlo po 48-
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hodinové inkubaci s 0,2 mM a 1 mM IP6 k signifikantnímu nárůstu exprese MMP-2. 

Signifikantní vliv IP6 na snížení exprese genu MMP-9 byl pozorován u obou zkoumaných 

buněčných linií, výjimkou byla pouze koncentrace 0,2 mM po 12 hodinách u buněčné 

linie SW620, kdy snížení nebylo signifikantní. 

Mezi proteinkinázy, které jsou součástí signální dráhy regulující proliferaci, diferenciaci, 

metabolismus, transkripci, migraci a adhezi počítáme i molekuly Erk1, 2. Ve studii 

prováděné na buněčné linii PC-3 lidského karcinomu prostaty se ukázal rozdílný inhibiční 

efekt IP6 na Erk1, 2, který vyvolal apoptózu buněk (102). V naší studii se ukázalo, že IP6 

má vyšší vliv na expresi genu pro proteinkinázu Erk1 než na Erk2. K signifikantnímu 

snížení exprese Erk1 došlo u buněčné linie SW480 po 12- a 48-hodinové inkubaci 

s 0,2 mM a 1 mM IP6. U buněčné linie SW620 došlo k signifikantnímu snížení exprese 

pouze po 24-hodinové inkubaci s 0,2 a 1 mM IP6. U buněčné linie SW480 došlo 

ke snížení množství proteinu Erk1, 2 až po 48-hodinové inkubaci s 1 mM IP6. U buněčné 

linie SW620 nebyly pozorovány výraznější změny v množství proteinu Erk1, 2. 

NF-κB je transkripční faktor, který je v nádorových buňkách aktivován a snižuje tak 

jejich odpověď na chemoterapii. Ve studii prováděné na buňkách karcinomu děložního 

hrdla HeLa byl zkoumán vliv různých koncentrací IP6 na funkci NF-κB. Byla zjištěna 

efektivní inhibice aktivace NF-κB po ovlivnění 1 mM IP6 (103). V naší studii, prováděné 

na buněčných liniích SW480 a SW620, měl IP6 signifikantní vliv pouze na buněčnou linii 

SW480. U této buněčné linie došlo po 12-hodinové inkubaci s 0,2 mM IP6 a po 24-

hodinové inkubaci s 1 mM IP6 k signifikantnímu snížení exprese genu pro NF-κB. 

Snížení množství NF-κB na úrovni proteinu bylo pozorováno pouze po 48 hodinách 

inkubace s 1 mM IP6 u buněčné linie SW480. U buněčné linie SW620 bylo množství 

proteinu NF-κB sníženo v závislosti na koncentraci po 48-hodinové inkubaci s IP6. 

Celkově výsledky in vitro experimentů ukázaly, že IP6 působí zejména na expresi 

adhezivních molekul u buněčné linie odvozené od kolorektálního adenokarcinomu, 

SW480.  Na druhou stranu, u metastatické buněčné linie SW620 došlo po ovlivnění IP6 

k výraznému poklesu migrace a snížení exprese molekul zapojených zejména 

do invazivních procesů. 
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11 Závěr 

 

Dosažené výsledky lze shrnout do následujících bodů: 

- IP6 působil zejména na změnu v expresi adhezivních molekul v buněčné linii 

SW480, zatímco u buněčné linie SW620 došlo k signifikantnímu snížení exprese 

zejména u molekul invazivních. 

- Schopnost migrace byla zjištěna pouze u metastatické linie SW620. 

- Významné snížení migrace u linie SW620 bylo pozorováno již při použití 

netoxické 0,2 mM koncentrace IP6. 

- IP6 neměl vliv na změnu lokalizace vybraných adhezních molekul (E-kadherin, 

EpCAM).  
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12 Seznam zkratek 

 AA - akrylamid 

 APS – persíran amonný 

 bis AA – bis-akrylamid 

 BCA – kyselina bicinchoninová (bicinchoninic acid) 

 bk - buňky 

 BM – bazální membrána 

 BSA – hovězí sérový albumin (bovine serum albumine) 

 cDNA – komplementární DNA (complementary DNA) 

 CEA – karcinoembryonální antigen 

 CT – výpočetní tomografie (Computed Tomography) 

 DAPI – fluorescenční barvivo (4ʼ,6-diamidino-2-fenylindol) (104) 

 DEPC - diethylpyrokarbonát 

 DEPC voda – voda bez RNas 

 DNA – deoxyribonukleová kyselina 

 DTT – dithiotreitol 

 EC – epicatechin 

 ECG – epicatechin gallát 

 ECM – extracelulární matrix 

 EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctová 

 EGC – epigallocatechin 

 EGCG – epigallocatechin gallát 

 EGF – epidermální růstový faktor (epidermal growth factor)  

 EGTA – kyselina ethylenglykoltetraoctová (ethylene glycol tetraacetic acid) 

 EpCAM – epiteliální adhezní molekula (Epithelial Cell Adhesion Molecule) 

 Erks – extracelulární signálem regulované proteinkinázy (Extracellular signal-

regulated protein kinases) 

 EpICD – intracelulární doména molekuly EpCAM 

 FBS – fetální hovězí sérum (fetal bovine serum) 

 FGF – růstový faktor pro fibroblasty 

 GAPDH – referenční gen kódující proteiny z rodiny glyceraldehyd-3-fosfát 

dehydrogenáz 

 HCl – kyselina chlorovodíková 

 ICAM1 – intercelulární adhezní molekula (Intercellular Adhesion Molecule 1) 

 INF-γ – interferon gama 

 IL-1 – interleukin 1 

 IP6 – inositol hexafosfát 

 MMPs – matrixové metaloproteinázy 

 mRNA – messenger RNA5 

                                                           
5 mRNA vzniká při transkripci na základě struktury DNA. Následně se podle ní při translaci vytváří 
proteiny. 
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 MAPKs – mitogenem aktivované proteinkinázy 

 MUC – transmembránové muciny 

 NaCl – chlorid sodný 

 NF-κB – nukleární faktor kappa B 

 PBS – fosfátový pufr s fyziologickým pH (Phosphate Buffered Saline) 

 PCR – polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

 PET - polyetylentereftalát 

 PMSF – fenylmethansulfonyl fluorid 

 RT-PCR – polymerázová řetězová reakce v reálném čase (Real-Time PCR) 

 PVDF membrána – polyviniliden difluoridová membrána 

 RNA – ribonukleová kyselina 

 SDS – dodecylsíran sodný 

 sE-kadherin – rozpustný E-kadherin 

 sICAM1 – rozpust ná ICAM1 

 TBST pufr – směs TRIS pufrovaného fyziologickým roztokem a Tween 

 TIMP – tkáňové inhibitory metaloproteináz 

 TNF-α – tumor-nekrotizující faktor alfa 

 TOKS – test na okultní krvácení do stolice 

 TRIS - Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

 VEGF – růstový faktor pro endoteliální buňky  
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Obr. 8: Schopnost migrace u buněčné linie SW620 ovlivněné IP6 v koncentraci 0 
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Obr. 9: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi 

genu pro β-katenin v buněčné linii SW480 a SW620 

Obr. 10: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi 

genu pro E-kadherin v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 

v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 

hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 

Obr. 11: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi 

genu pro N-kadherin v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 

v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 

hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 
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Obr. 12: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi 

genu pro EpCAM v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 

v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 
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0), vůči buňkám ovlivněných jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 

hodinové a 48 hodinové inkubaci. 

Obr. 14: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi 
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v koncentraci 0), vůči buňkám ovlivněných jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 

hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci. 

Obr. 16: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi 

genu pro Erk-1 v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 

0), vůči buňkám ovlivněných jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 

hodinové a 48 hodinové inkubaci. 

Obr. 17: Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi 

genu pro Erk-2 v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 

0), vůči buňkám ovlivněných jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 

hodinové a 48 hodinové inkubaci. 

Obr. 18 Působení IP6 v koncentracích 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinách na expresi 

genu pro NF-κB v buněčné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IP6 v koncentraci 

0), vůči buňkám ovlivněných jednotlivými koncentracemi IP6 po 12 hodinové, 24 

hodinové a 48 hodinové inkubaci. 

Obr. 19 Imunobloting u buněčné linie SW480 po inkubaci (12h, 24h, 48h) s IP6 o 

koncentraci 0 (kontrola); 0,2; 1 mM 
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Obr. 21: Buněčná linie SW620 po 24, 48 a 72-hodinové inkubaci bez IP6 (kontrola) 

Obr. 22: Buněčná linie SW620 po 24, 48 a 72-hodinové inkubaci s IP6 o koncentraci 0,2 

mM 

Obr. 23: Buněčná linie SW620 po 24, 48 a 72-hodinové inkubaci s IP6 o koncentraci 1 

mM 
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Obr. 24: Buněčná linie SW480 po 48-hodinové inkubaci (kontrolní) 

Obr. 25: Buněčná linie SW480 po 48-hodinové inkubaci s IP6 o koncentraci 1 mM 

Obr. 26: Buněčná linie SW620 po 48-hodinové inkubaci (kontrolní) 

Obr. 27: Buněčná linie SW620 po 48-hodinové inkubaci s IP6 o koncentraci 1 mM 
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