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VYZKUM V LABORATORI CYTOKINETIKY BFEU AV CR

Vyzkum je zameéren zejména na pusobeni lipidovych slozek vyzivy a
mechanismy pusobeni latek lipidové povahy v kontextu jejich interakei s
fyziologickymi regulatory rustu, environmentalnimi polutanty a vybranymi
farmaky.

Jsou studovany procesy vedouci ke zménam regulace bunécné kinetiky a
komunikace.

Ziskane vysledky maji vyznam jak pro obecné studium procesu
karcinogeneze (negenotoxické mechanismy) tak pro oblast ekotoxikologie,
nadorové prevence a hledani novych protinadorovych terapeutickych
postupii.

Poznatky o uloze specifickych lipidovych slozek vyzivy mohou byt podkladem
pro optimalizaci lipidové vyzivy (oblast prevence a podpurné terapie) ve
spolupraci s klinickymi pracovisti a vyrobni sférou.

Cilem je prohloubit poznani a nové definovat potencialni ulohu latek lipidové
povahy zejména vysoce nenasycenych mastnych kyselin a jejich derivatu

v mezi- a vnitrobunécnych komunikacich podilejicich se na regulaci
bunécného déleni, diferenciace a apoptozy.
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Struktura hlasenych onemocneni novotvary bez dg. C44. A — muzi; B — Zzeny
(podle UZIS)
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P Vyzkum interakce VNIMK'S environmentalnimi polutanty
(rozpustnost v tucich, aktivace metabolismu lipidu a jejich tilloha
v pusobeni polutantii - cytokinetika, transdukce signalu,
mezibunécna komunikace)

» Vyzkum interakce VNMK s vybranymi farmaky
(mechanismy pusobeni NSAID-nesteroidnich antiflogistik,
mechanismy a modulace UcCinkl cytostatik - terapeuticke
aplikace)



VY ZIVA
hraje roli pri vzniku v aterosklerozy, nadort a rady dalSich onemocnéni.
Mechanismy jsou predmetem vyzkumu
Je prokazano, ze
vysoky prijem kalorii a tvorba tukovych zasob je rizikovym faktorem.
Piijem, absorpce a metabolismus velkého mnozstvi potravy vyzaduje oxidativni

metabolismus a produkuje vice reaktivnich kyslikovych radikalf, které poskozuji
DNA.

Ukazalo se, ze prijem tukt, zeyména zivociSnych zvysuje riziko aterosklerozy a
nadoru.

Epidemiologicke studie predpokladaji

pozitivni korelaci mezi prijmem tukll a nadory prsu, kolonu a
prostaty.

Navzdory dlouhe¢ historii studii tukii a nadort, ziistava rada protikladi.

Ukazuje se, ze nejen kvantita, ale 1 kvalita tuku hraje dilezitou roli, a Ze se
zde uplatiiuji 1 rostlinne oleje a rybi olej, zeymena

vysoce nenasycene mastne kyseliny (VNMK, PUFAs)

trid n-3 a n-6




Zmeny membranovych fostolipidu primo ovliviuyi
syntézu lipidovych mediatoru typu eikosanoidu, PAF a
sekundarnich prenasecu diacylglycerolu a ceramidu.
Lipidove mediatory ovlivhuji produket a funkci cytokiny. [
To ma dulezity dopad na radw imunitnich a
bunccnych funkei veéetne proliferace, diferenciace a apoptozy.

Imbalance v lipidovém metabolismu hraje roli u mnoha
zavaznych onemocneni

P Vysoka hladina cholesterolu je spojena s kardiovaskularnimi
chorobami, ktere jsou nejcastejsi pricinou umrti v populaci.
P Lipidy produkované butikami imunitniho systému jsou

zahrnuty v zanétlivych onemocnénich jako je revmatoidni
artritida, sepse, astma, zanctlive onemocnéni streva.

P Lipidy hraji alohu také v psychickych a neurodegenerativnich
onemocnenich (deprese, schizofrenie, Alzheimerova choroba)

P Lipidy ovliviiuji pocatek a rozvoj nadorovych onemocnéni




VYSOCE NENASYCENE MASTNE KYSELINY (VNMK)
(Polyunsaturated fatty acids - PUFAs) - mastne kyseliny s 2 i vice dvojnymi
vazbami. Esencialni prekurzorove kyseliny rady n-6'a n-3

FRAAAANN 18:2n-6 18:3n-3

CO0H

rostl. oleje < Linoleic acid X u—lmolemc acid

A6 desaturase
18:3n-6 18.411—

Elongase l

COOH
20:3n-6

Dihomo-y-linolenic acid (DGLA)

A5 desaturase I,
20:4n-6 20:5n-3

@hldnmc amd@ @mapemaenmc acid (EPA} i : |

fH

Elongase

22 4n-6

|

1 Elongase,
A6 desaturase and
l peroxisomal B-oxidation 1

22:5n-6 22:6n-3

CH.

Docosapentaenoic acid (DPA) @:t}sahexaenoic acid (DHA)




Dulezity je pomeér n-3: n-6 VNMKI!!!

Kys. linolova (18:2, w-6)

kyselina arachidonova (AA, 20:4), rostlinne oleje

zdroj eikesanoidu (prostaglandiny, leukotrieny) vyznam u
ruznych nadoru.

\/ experimentalnich systemech casto podpurny Ucinek pro
vznik a rozvoj nadoru

Kys. alfa-linolenova (18:3, w-3)

Kys. eikosapentaenova (20:5) a dokosahexaenova (22:6)
z rybich a nékterych rostl. oleju (pupalka, len, rakytnik)
V experimentalnich systemech casto inhibicni Ucinek pro
vznik a rozvoj nadoru




LIPIDOVE SLOZKY VYZIVY

VICE, NEZLI JEN ZDROJ ENERGIE!!!!

€ strukturalni a regulacni tloha

€ dopad na fyziologické funkce organizmu
» Ucinky na imunitni systéem

» regulace proliferace, diferenciace a apoptozy

» uloha v karcinogenezi

(etiologie nadoru tlustéeho streva, prostaty, prsu)

Cl;ﬁ'éﬁi’.?lﬁ’c‘s’




stné kyseliny s kratkym retézcem— BUTYRAT

» produkovan anaerobni mikrobialni fermentaci
viakniny ve streve

» zdroj energie pro normalni kolonocyty

» vyznamny pro udrzeni homeostazy ve strevni tkani
regulaci exprese genu spojenych s regulaci proliferace,
diferenciace a apoptozy (microarray analyza — zmeny
exprese 19 400 genu), exportni protein MCT 1

» Dbutyrat sodny (NaBt) snizuje proliferaci a indukuje
diferenciaci a apoptozu neoplastickych kolonocytu /n vitro
a In vivo

Prevence NADORU TLUSTEHO STREVA
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Biofyzikélni Ustav AVCR, BRNO

- Pouzivane modely a metodicky potencial
- Priklady vysledku s vyuzitim tkanovych kultur

- Nektera uskali, klady a omezeni modelu in vitro




Komplexni povaha biologickych systému
vyzaduje komplexni pristupy k jejich studiu

- ‘ bunécéna molekulova

studium na jednotlivych #irovnich organizace systemu

C&:m;::

Biofyzikélni ustav AVER, BANO




General Suggestion of Treatment and its Impact

membrane - cytoplasm —snucleus

(SIGNALING PATHWAYS)

TREATMENT

Environmental imbalance of

pollutants prooxidative/

(PAHs, PCBs, TCDD) antioxidative
processes

apoptosis

>

of PUFA proliferation

PUFAs

imbalance cell cycle
Cytokines / at the level

and

UNKNOWN
INTERACTIONS

Imbalance at the level
of regulation
of cytokinetics

(TGFP 4, TNF-o) metabolism

Cl;fr'éﬂ.?!ﬁ'c‘s’




Targeted modulation of phospholipid metabolism, (e.g. based on lipid nutr.)

might be a possible innovative strateqy leading to
increasing of Pt-based cytotoxicity.

TREATMENT SIGNALING PATHWAYS
PUFAs
** Apoptosis
Com bined CYTOSTATICS Imbalance at

Treatment with BECE:EIAY-SHY.EF) the level of

metabolism

-

Cell cycle
and
proliferation

Cell Lipid rafts
growth/ apoptosis redistribution and
regulators oxidative stress

P
o)
m
x
O
3
ﬂ

‘ ' aboratke
ytokinc

stitute of Biophysics, By
Ncademy of Sciencas

Czech Republic

EFFECTS

|

Imbalance at the level

of tissue
homeostasis
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MATHEMATIC
ESTIMATION / ANALYSIS

oF DiSEaAsE /  oFpata | CPTIMALIZATIO

\OF ANTI-CANCER

TOXI C O LO GY o II (OF BIOLOGIC | 'TERAPY

REACTIONS)

ECOTOXICOLOGY —

A9071004

MEDICAL CARE

experimental base

L REGULATION OF CELL KINETICS
aboguio.ry (PROLIFERATION, DIFFERENTIATION, APOPTOSIS
yioklnehcs 1 - molecular level

2 - cellular level
3 - systemic level (organism, population, ecosystem)
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Carcinogen exposurs

Excretion

i

v

Metabolism

Genes IGRGTOT

‘Genotoxic mechanisms

‘e DNA adducts

= Chromosome breakage,
fusion, deletion,
mis-segregation,
‘non-disjunction

Cell cycle
CMNA repair
Differentiation

- Apoptosis

|

Genomic damage

p—

Hypermutakility
Genomic instability
Loss of proliferation control
RHesistance to apoptosis

!

Cancer

- 1-gentoxic mechanisms
® Inflarmmation

® |[mmunosuppression

* Reactive oxygen species

* Receptor activation
 Epigenetic srtenctng

e

|

Altered signal transduction

e




Homeostasis Generally
Outcome of Multiple Feedback Effects

N
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VYZKUMNE CILE A OBLASTI PRAKTICKEHO VYUZITI

ONKOGENEZE

faze:

INICIAGNI PODPURNA
(INITIATION) (PROMOTION)

,»cell signalling*

POPULACE NORMALNiCH [IESSEEEEREES POPULACE
(NETRANSFORMOVANYCH) [ B TRANSFORMOVANYCH

BUNEK BUNEK

PROGRESIVNI
FAZE

(PROGRESSIO

ONKOTERAPIE

Clooserare:

Biofyzikélni Ustav AVCR, BANO




Uziti

Vyroba

Vyzkum AF(’SIET;’:]’?;‘Y
(vyvoj) '
Zakladni

Snaha o naplnéni cyklu @ )
a dusledky pro financni zajisténi csytf?‘-?i'-’-'%‘t‘?-‘-’s?

Biofy=zikalni Ustav NAVCR, BAN o




Pouzivane metody
a metodicky potencial
(vychodiska)

CE::.?.:;‘:.'.:;
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Flow cytometrie:

jedna z hlavnich
pouzivanych
metodologii

aboratory
ytokinectics

Institute of Biophysics, Brno
Academy of Sciences

Czech Republic




ANALYTICKA CYTOMETRIE Il

konference
se zahranicni ucasti

" : Ceska spoleénost pro analytickou cytologii
Registrovani

uéastnici: 65 137 180

Zvani zahranicni
odbornici: 0 3 7 (Angl.)




,,Multifaktorialni povaha*
odpovedi
biologickych (zivych) systému

na pusobeni prirozenych regulatoru ,,rustu”
(toxickych latek, farmak ....... )

Cloeru

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRNO




ristové signaly

molekuly
signalové
transdukce

molekuly
zesilovaci
kaskady

Claer

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRANO




FAKTORY SPECIFICKE

o

rust

FAKTORY NESPECIFICKE

jadro
(DNA)

membrana cytosol




ovliviiovany systém parametry cytokinetiky:
.
e

T | apoptdza ]
modelové systémy in vitro, bunky
VSTUPY liSici se ristovou “strategii”’, pacient

Claer

Biofyzikdalni ustav AVCAR, BRANO




Claer
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diferenciace zvysené riziko vzniku
zanik bunék nadorovych onemocnéni

(smrt apoptézou)

tolerovana
hranice
optimalni regulovanéhc

A4

POCET BUNEK V POPULACI

rozsah rozmezi
regulace

,homeostazy*“
na tkanové
urovni

b4

produkce bunék
(intenzita déleni -
proliferace)

e

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRANO




and its possible modulations

Arachidonic acid: metabolic pathways

MEMBRANE PHOSPHOLIPIDS

INDOMETHACIN
DICLOPHENAC

ARACHIDONIC
ACID

ESC

9-HE

abbreviations:
ETYA = 5,8,11,14 -eicosatetraynoic acid
ESC = esculetin
NDGA = nordihydroguaiaretic acid
FLAP = 5-lipoxygenase activating protein
9-HE = 9-hydroxyellipticin
HETEs = hydroxyeicosatetraenoic acids
HPETEs = hydroperoxyeicosatetraenoic acids

EETs = epoxyeicosatrienoic acids
SKF525A = proadifen

CYCLOOXYGENASES l 12-LIPOXYGENASE #&) m
:l: SKF525A,

N T~

5-LIPOXYGENASE 7’“) KOTRIE
P450-MONOOXYGENASES / -

/

(15-LIPOXYGENASE)

@ Yreees.

Biofyzikéalni Ustav AVER, BRANO




Zakladni pristup k postizeni cytokinetiky:
detekce hlavnich parametru (dynamiky)

a jejich ronovahy/nerovnovahy v case

differentiation

apoptosis ?

proliferation (necrosis)

Claer

Biofyzikdalni ustav AVCAR, BRANO




Factor?2 -
concentration

<P}
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Factor 1 - concentration

An example of interactions of two factors (data from Eur. J.
Pharmacol. 316, 349-357, 1996, see Publications.)




INTERACTIONS OF DIETARY FACTORS AND ENDOGENOUS REGULATORS SUPPOSED TO AFFECT
CYTOKINETICS OF COLONIC EPITHELIAL CELLS

DIETARY PUFAs DIETARY

(n-3, n-6) \ FIBRE
APOPTOTIC A l \- l
2

¢ ?l EICOSANOIDS €= BUTYRATE
N\ EPITHELIAL ¢?

CELLS

\ 4
CYTOKINES
(TNF-o, FasL, TRAIL)

CRYPT

PROLIFERATIVE
PART

Kovaiikova M. et al. Eur J Cancer 2000 Hofmanova J. et a. Eur J Nutr 2005
Kovarikova M. et al. Differentiation 2004 Hofmanova J. et al. Cancer Letters 2005

Vaculova et al. Cancer Letters 2005




Vhodnost volby modelu

Studie in vivo

— poskytuji informaci o celkove (systemove)
opdpovedi organismu, relativné mene vhodne ke
studiu mechanismu ucinkt na subbunécné urovni

Studie in vitro

- nelze z nich mechanicky zobecnovat zavery pro
systemy /n vivo (chybi zapojeni vyssich regulacnich
systému), idealni pro studium mechanismu ucinku
na subbunecne urovni

Cloer

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRNO




DIFFERENTIATION APOPTOSIS (anoikis)

& kontinualné se obnovujici bunééné B 1y diferentisind

popu lace Pr?l iferating /differentiating
cells

¥ rada zasadnich fyziologickych funkci [ ] stomcens

. , _ APOPTOSIS
& dynamicka rovnovaha mezi damaged cells)

priristkem bunék na bazi krypty cell:
(proliferace) a ubytkem (apoptéza-
anoikis) na povrchu

4> Endogenous

regulators
& regulace endogennimi faktory
(hormones and cytokines), ale rovnéez REPLICATION
slozkami diety pritomnymi v lumen STAGES

streva

t N PROLIFERATION ‘ 2 bunky
aboratoer

Niofyzikalni skav AVMER, BANG




Linie lidskych epitelialnich bunek kolonu

FHC HT-29 HCT-116

normslni diferencujici nediferencujici
fetalni stievo neinvazivni invazivni

ATCC bl s e -
High Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um Scale Bar = 100um

~ 8




Znaky diferenciace indukované butyratem

ALKALINE PHOSPHATASE EXPRESE KARCINOEMBRYONALNIHO
ANTIGENU
m E-CADHERIN PROTEIN

/// F-ACTIN (Stress fibers)

SEo

Growth inhibition
Proliferated &

cell arrest in G1-phase of the cell '
TIME OF BUTYRATE TREATMENT




Ligand Receptor

TNF-a TNFR1, TNFR2
Fas ligand (FasL) Fas (CD95, APO-1)
TRAIL DR4, DR5, DcR1, DcR2

(TNF-related apoptosis-inducing ligand)

Vyzkum zameren na

» ulohu v regulaci bunecne smrti epitelialnich strevnich
bunek a

» priciny rezistence nadorovych bunek

Aplikace v nadorove terapii
Zvyseni citlivosti bunek zasahy do signalnich drah nebo
kombinaci s dal8imi faktory Cl.......:

NioFyxikalni oskoawv ﬂ“cn BANO




CYTOKINETIKA

Detekce proliferace- regulace bunecneho cyklu
a zapojenych proteinu,

diferenciace -bunecna morfologie, aktivita
specifickych enzymu, exprese specifickych
proteinu

apoptozy -detekce charakteristickych zmen na
urovni jadra, mitochondrii, membran,
cytoskeletu, exprese regulacnich proteinu,
Stépeni specifickych enzymu a substratu

~ ZMENY LIPIDOVEHO METABOLISMU A VLASTNOSTi BUNEENYCH MEMBRAN
-zmeny spektra MK v bun. lipidech, ,lipid packing® v membranach, akumulace
triglyceridt, detekce kardiolipinu, membranovy potencial

ZMENY OXIDATIVNIHO METABOLISMU
- produkce reaktivnich metabolittu kysliku (ROS) a dusiku, lipidova peroxidace,
ucinky antioxidantu

Vyuziti modernich metod prutokove cytometrie, fluorescencni mikroskopie,
fluorimetrie, spektroskopie, metod molekularni biologie...




PREZIVANI ZVIRAT
s nadorem (G:5:113)
PO TERAPII

S INHIBITORY
CYKLOOXYGENAZ

—+— Kontrola

= =Dicloph 0.15 mg p<0,01
=+ Dicloph 0.5 mg p<0,05
== |buprof 0.5 mg

== Ibuprof 0.15 mg p<0,01

=®— Flurbiprof 0.5 mg

=+ Flurbiprof 0.15 mg p<0,05 ‘ lnborntorq

Institute of Biophysics, Brno
Academy of Sciences

Czech Republic




A) Ibuprofen B) Flurbiprofen

| —e—Control (n=37) 9 | —e—Control (n=37)
1 —A——ibuprofen 0.5mg (n=20) 8 4+ —O— flurbiprofen 0.5mg (n=10)
1 A ibuprofen 0.15mg (n=12) 74+ —0O  flurbiprofen 0.15mg (n=21)

C) Diclofenac

t+ e————Control (n=37)
- —{3— diclofenac 0.5mg (n=10)
O - diclofenac 0.15mg (n=27)

Rust fibrosarkomovych bunék G:5:113 in vivo v syngennich mysich ovlivhénych
nesteroidnimi protizanetlivymi latkami. Péet dni po injekci bunek G:5:113 byla
zvirata ovlivnéna COX inhibitory a kazdy tyden byla stanovena velikost tumoru.




B) Cell viability

A) Cell number

[y
o
-~
>
n
©
Q

diclofenac ibuprofen flurbiprofen

diclofenac ibuprofen flurbiprofen

Nizké In vitro efekt nesteroidnich protizanétlivych latek (inhibitort COX)
na proliferaci a viabilitu bunék G:5:113. Stanoveno po dvou dnech

inkubace.




A) Tumor size B) Survival of mice

—&— Control (n=20)
------ A Esculetin (n=20)

-~ Control
~O0— NDGA 0.1 mg/day

—A-- esculetin 0.06 mg/day

3 5 7 g 11 13 15

Riast bunék G:5:113 in vivo_v_syngennich mySich a prezivani_mysi

nesoucich tumor ovlivnénych NDGA nebo esculetinem. Pét dni po injekci
bunék G:5:113 byla zvirata ovlivnéna LOX inhibitory a kazdy tyden byla
stanovena velikost tumoru, preziti zvirat bylo monitorovano kazdy den.




Tumor size

—e— Control (n=20)
0O NDGA (n=20)
A~ Esculetin (n=19)

Studium tumorigenicity bunék G:5:113 in_vitro ovlivnhénych NDGA a
eskuletinem. Bunky byly ovlivhény 48 h inhibitory LOX, poté byly
preneseny s.c. do syngennich mysi a bez dalsi terapie byly ponechany do
konce experimentu. Velikost tumort byla stanovovana tydné.




A) Cell number and viability B) Cell number and viability

——
N
o

-k
Q
o

(o))
o

% of control cells
% of contro! cells
(0]
(e ]

B
o

I

o

—&— cell number
—— cell viability

—&— cell number
—— cell viability

N
o

* % % ¥

o

2.5 30 50
uM of NDGA

20 30 50
uM of esculetin

Vyznamny efekt (LOX inhibitoru) NDGA a esculetinu na in _vitro proliferaci
bunék G:5:113 po 48 hodinovém pusobeni.




bunéecneé linie
(tkanove kultury)

Closor:

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRANO




znaceni

A2780

Bunky epitelialniho puvodu

Lokalizace

ovarium

Organismus

¢lovek

Patologie

karcinom, Pt - citlivé

A2780cis

ovarium

¢lovek

karcinom, Pt - rezistentni

A549

plice

¢lovek

karcinom

BEAS-2B

plice

¢lovek

tranformované virem

CaCo2

kolon

¢lovek

adenokarcinom

CCL-64

plice

norek

normalni

CH-1

ovarium

¢lovek

karcinom, Pt- citlivé

COR-L23

plice

¢lovek

karcinom

COR-L23/CP3

plice

¢lovek

karcinom, Pt - rezistentni

COR-L23R

plice

¢loveék

karcinom, doxorubicin -
rezistentni

CT26

kolorectum

mys

karcinom

E10

plicni

mys

normalni

FHC

kolon

embryonalni

H4I1ELuc

jatra

karcinom




Bunky epitelialniho puvodu

Oznaceni Lokalizace Organismus Patologie

HaCaT epidermis Clovek normalni

HelLa cervix ¢lovek karcinom

Hepal jatra mys karcinom

HepG2 jatra Clovek karcinom

HT-29 kolon ¢lovek adenokarcinom

HT115 kolon ¢lovek adenokarcinom

HUVEC endotel clovek embryonalni

LEP plice clovek embryonalni (fibroblasty)

MCEF-7 prs clovek adenokarcinom

MDA-MB-231 prs clovek adenokarcinom

MDCK ledvina pes normalni

MVLN prs clovek adenokarcinom

SKOV-3 ovarium clovek adenokarcinom, Pt — primarné

rezistentni

T47D

prs

¢lovek

karcinom

WB-F344

jatra

krysa

normalni




Bunky mezenchymalniho puvodu




Metody pouzivané v laboratori cytokinetiky BFU AV CR, Brno

Legenda: FACS - prutokova cytometrie
FM - fluorescen¢ni mikroskop
SM - svételny mikroskop
WB - western blotting
FM - fluorimetrie (FluoStar)
CM - kolorimetrie (FluoStar nebo Elisa reader)
LM - luminometrie (VUVEL, Lojek)
PAGE - polyakrylamidova elektroforéza
RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction
RG - radiografie

ELFO — agarosova elektroforéza
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