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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékskych \&d

Nazev diplomové prace:
Optimalizace metod pro stanoveni aktivace recepi@d4.

CD44 je transmembranovy glykoproteigitpmny na ¥tSiné burgcnych typi, ktery je
zapojen ddady fyziologickych i patologickych procgstaktéz pedstavuje hlavni receptor
pro kyselinu hyaluronovou (HA). HA je nesulfatovaglykosaminoglykan, iitomny ve
velké mfe v extracelularni hmét kde zajiSuje hydrataci bukk, je zapojen do
nadorovych proceés ovliviiuje buré¢nou migraci, podporuje angiogenezi, podili se na
hojeni ran. V této praci jsme se z#ilh na optimalizaci metod sledujicich aktivaci,
mnozZstvi a $peni receptoru CD44 u béné linie HT-29.

Pomoci metod Western Blot, ELISA aufmkové cytometrie jsme pozorovali mnoZstvi
celkového receptoru a jeho ragsnych domén. K aktivaci jsme vyuZzili HA o molekwéo
hmotnosti 71 kDa a PMA (Phorbol-12-Myristate-13-fate). Po aktivaci doslo éasow
zavislym zmgnam mnozstvi celkoveho CD44 i jeho fragmienSledovali jsme také
bung¢nou smrt v zavislosti naffpomnosti HA a PMA. Neprokazali jsme Zadny vyznamny
vliv téchto latek na viabilitu butk. Pro vizualni vyhodnoceni translokace épéné
intracelularni domény do jadra jsme pouzili fluaegni a konfokalni mikroskopii. Po
vlivu PMA jsme pozorovali, jak se dase pesouva GFP-zgana intracelularni doména
smérem K jadru.

V této praci se nam potl prispét k optimalizaci postujg kterymi je mozné sledovat
aktivaci receptoru CD44 u b&mé linie HT-29.

Kli¢ova slova: kyselina hyaluronova, CD44, Western BidtISA, priitokova cytometrie,
mikroskopie



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Krélové
Department of Biological and Medical Sciences

Title of diploma thesis:
Optimalisation of methods for determination of CDrédeptor activation.

CD44 is a transmembrane glycoprotein present int roek types which is involved in
many physiological and pathological processes anepresents the main hyaluronic acid
(HA) receptor. HA is a nonsulfated glycosaminoglycthat is present extensively in
extracellular matrix, where it provides cell hydi#n. HA is involved in cancer, affects
cell migration, supports an angiogenesis and ppaties in wound healing. In this study,
we focused on theptimizationof methods for the evaluation of activation, tinecant and
cleavage of CD44eceptor in HT-29 cell line.

We observed the total amount of the receptor amctlgaved domains using methods
Western Blot, ELISA and flow cytometry. We used H#olecular weight 71 kDa and
PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate) for activatiolime-dependent changes appeared
in the amount of total CD44 and its fragments adietivation.We also observed cell death
depending on the presence of HA and PMA. We demeatest no significant effects of
these substances on cell viabiliye used fluorescent and confocal microscopy fanalis
evaluation of the cleaved intracellular domain lzedion. In the presence of PMA, we
observed the GFP-tagged intracellular domain tcerasion inside the nucleus in time.

In this work, we have managed to help optimize m@shwhich can be used to obseitve
CD44 receptor activation in HT-29 cell line.

Keywords: hyaluronic acid, CD44, Western Blot, EA|Slow cytometry, microscopy



2. UvoD

Kyselina hyaluronova je vyznamna latka Siroce wyaié v kosmetice, medicin
farmacii. Hraje dlezitou roli v nddorovych i nenadorovych k&inych procesech, nap
ovliviiuje burg¢nou migraci, a tedy zasahuje do procesu hojenip@dporuje angiogenezi
a jako hlavni satast extracelularni matrix udrZzuje dostateu hydrataci butk. Jeji
schopnost ovliitovat bukéné pochody j€asténe zprostedkovana specifickou vazbou na
receptor CD44. Tento receptoibe byt také aktivovantgobenim dalSich latek, nailad
forbol myristat acetatu (PMA). CD44 po aktivacidbustupuje do jadra, kde ma riépy
vliv na transkripci, nebo interaguje s cytoskeletéimz vyrazi podporuje migraci buik.
PIni také funkci koreceptoru pri@du molekul. Receptor CD44 je vyznamny pro svou
schopnost interagovat s HA, podili se na vyvojiamigmu, podporuje spravnou funkci
imunity. CD44 miize slouZzit jako diagnosticky marker ptadu nadal, u nichz bylo
zpozorovano jeho abnormélrsnizené nebo zvySené mnozstvi. Aktivaci CD44 jsme
schopni pozorovat na ¢kolika drovnich: a) zmrnou fosforylace specifickych
aminokyselin, b) penim domén CD44, c) translokaci intracelularni éioynCD44.



3. ZADANI DIPLOMOVE PRACE- CiL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo vytiib soubor experimentalnich metodickych
postup, kterymi je mozné sledovat aktivaci receptoru CDMétody, které jsme k tomuto
acelu pouzili, byly mimo jiné a) Western Blot

b) ELISA
C) piitokova cytometrie
d) fluoresceini a konfokalni mikroskopie.



4. TEORETICKY UVOD

4.1 Hyaluronova kyselina

Hyaluronova kyselina (HA) byla poprvé izolovanaoce 1934 ze sklivce skotu.
Castji byva ozn&ovana jako hyaluronan, coZ odréZi skatest, Ze sén vivo vyskytuje ve
formé polyaniontu. (Hascall a Laurent, 1997)

4.1.1 Struktura

Primarni struktura

Zakladni jednotkou HA je disacharid sloZzeny -mhkuronovée kyseliny a
N-acetylD-glukosaminu spojenychitdaw p-1,4 ap-1,3 glykosidovymi vazbami (Obr.
1). Takto spojené jednotky tkionewtveny polysacharid, ktery dosahuje velikosti 0,20
MDa. Ol slozky disacharidu jsou prostokopodobné glukédze, ktera pvkonfiguraci
umozni vSem svym objery§im skupinam zaujmout stericky vyhagli ekvatorialni
polohu, zatimco vodiky tstanou v axialni pozici. Ztoho vyplyva velka ereticka
stabilita. HA je z#éazena do skupiny glykosaminoglykarale na rozdil od dalSich i{p
heparin, chondroitin) se vyskytuje nesulfatovaméadcall a Laurent, 1997; Garg a Hales,
2004a)

CH3

Obr. 1 Konformaéni vzorec disacharidové jednotky HA
tvorené ¢-1-4)-D-glukuronovou kyselinou a
(B-1-3)-N-acetylkD-glukosaminem Prevzato z: (Hascall a
Laurent, 1997)

pKa karboxylové skupiny na glukuronové kysélja 3- 4, tedy pi fyziologickém
pH 7 se tyto skupiny vyskytujitpvazri ionizované. HA se stava polyaniontem nesoucim
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stovky negativnich nabbj na kazdémiettzci. Tyto ndboje jsou vyvazeny kationty
okolniho progtedi negasgji sodnymi, draselnymi, vapenatymi a ibénatymi a jsou
dulezité pro zaji&ni rozpustnosti ve vad (Hascall a Laurent, 1997; Scott, 1998)

Sekundarni struktura

HA obsahuje dva typy vazeb, jedny vramci disadoxé jednotky relativé
tvarow stalé a druhé glykosidové megntito jednotkami, které jsou tveny kyslikovym
atomem. Vazby vychazejici z kysdlikzaujimaji tvar pismene V a umaji rotaci
navazanych sloZzek az o 360°. Tato volnost by mdéelmoznila zaujimat nespet tvar,
ovSem je dokazaneé, Ze HA preferuje jeditértvary. Nuklearni magnetickd rezonance
potvrdila gitomnost uspiadané struktury, kde je kazdy disacharidéetoo 180° i
okolnim. Ve fyziologickém roztoku zakladni osu mally zpeviuje kombinace &kolika
faktorni. Zaprvé je to stabilni struktura disacharidu, mbédr vnitni vodikové vazby a
zateti interakce s rozpoustlem. Axialni vodikové atomy vytvéji nepolarni relativié
hydrofobni ¢ast, zatimco skupiny na ekvatorialnich vazbach jsmiarrejsi, tzn.
hydrofilngjSi. Tyto strukturni fedpoklady vedou ke vzniku tvaru dvojnasobné Sroigdeov
(Hascall a Laurent, 1997; Scott, 1998)

Terciarni struktura

Uspdédana sekundéarni struktura HA na&aolese hydrofobni Usekgristavovany
8 uhlikovymi atomy. To znamend, Ze tato v zaklagdrbfilni molekula ma amfifilni
charakter. Tyto hydrofobni Useky se ve vodném pedstshlukuji, aby dosahly mensi
sty¢né plochy s rozpouddlem.

Na vzniku organizované terciarnit@vité struktury se podileji jak fipazlivé
hydrofobni interakce a vodikovéastky mezi karboxylovymi a acetamino skupinami, tak
elektrostatické odpudivé sily negativnich ndibdjnterakce drzici 8i pohromad jsou
ponerné slabé, takze shlukovani a disociace jsou zavesiengSich podminkach a teplot
Stejnymi interakcemi m& HA schopnost reagovat atoshi glykosaminoglykany.

Na této Udrovni se projevuji rozdily v molekulové métnosti HA.
Vysokomolekularni HA vytvé jiz v malych koncentracich (jfuig/ml) nekonénou sft,
kazda jednotliva molekula je spojena s ostatningopdk si tvorena nizkomolekularni
HA je ostiivkovita. (Scott, 1998)

4.1.2 Vlastnosti HA

HA v roztoku vykazuje elastické i viskozni vlasstioFi koncentraci 10 mg/ml ma
schopnost zvysit viskozitu vody az 5000x. (Slivdiaarik, 2009)
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Trojrozmernd st HA vytvéri pory, které maji vliv na prostup velkych molekul,
zatimco malé molekuly, n&p voda, Ziviny a elektrolyty mohou strukturou wdIn
prochazet. Molekuly s velkou hmotnosti, hagroteiny jsowasté&né vylouceny z prostoru
vyplnéného HA siti. To vede k tomu, Ze kompartmenty nabbgci HA, dosahuji vysSi
koncentraceéchto molekul. HAretzce se neustale v roztoku pohybuiji, tednitvelikost
acinnych pof, to znamena, Ze vSechny molekuly mohou projit,skiezs 6znym stupsim
zpomaleni zavisejicim na jejich hydrodynamickéneohj. (Hascall a Laurent, 1997)

4.1.3 Metabolismus HA

Metabolismus HA je velmi dynamicky proceseKteré buky aktivné syntetizuji a
katabolizuji HA po celou dobu své existence. Syatakatabolismus HA jsou obvykle
vyvazeneé, coz umozni udrzet konstantni koncentragani. Biologicky poldas HA se
v riznych tkanich liSi, nap v chrupavce je 2 3 tydny, v Kizi méré nez den, v Kkrvi
nékolik minut. Za den se metabolicky odstrani a ébiméntr 1/3 celkového mnozstvi
HA. (Hascall a Laurent, 1997)

Syntéza

Vi s

keratinocyty a chondrocyty. (Sliva a Minarik, 200Bjto buiky obsahuji ve &Si mie
hyaluronan-syntazy, enzymy syntetizujici velké dimeé polymery z opakujicich se
disacharidovych jednotek. i&taw pripojuji aktivni formy UDP-glukuronové kyseliny a
UDP-N-acetylglukosaminu do rostoucibeiczce. (Hascall a Laurent, 1997)

Syntéza je regulovana celotadou vrgjSich podgta a signalnich molekul.
Stimulaci zajisuje i transformujici stovy faktor (TGF-betal), ktery podporuje vznik
hyaluronan-syntazy zvysSenim exprese jeji mMRNAVESH Minarik, 2009)

V kazi maji vliv na syntézu HA hormony, cytokiny éstové faktory. Retinova
kyselina stimuluje syntézu HA a zdvojnasobuje ggsah v epidermis. Hydrokortison ve
v8ech koncentracich inhibuje katabolismus HA, ve&kologickych davkach inhibuje
také jeji syntézu. (Tammi a Tammi, 1998)

Vlivem lidského chorionického gonadotropinu se atnix okolo burk
obklopujicich vajko zane kumulovat HA, dokud nedosédhne dvacetinasolikogniho
objemu,cehoz docili dsre pred ovulaci. HA se tak stanéepladajici slozkou této matrix.
Syntéza jetizend na urovni transkripce mRNA pro hyaluronantd&sm-2. (Salustri a
Fulop, 1998)
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Katabolismus

Existuji dva vyznamné zgoby katabolismu HA. Jeden slouzi k odbouravani HA
intracelular®, kdy je internalizovana do bgék a degradovana v lysozomech. Druhy
mechanismus vede k tomu, Ze extracelularni HA'¢egdena do ahu a odtud vychytana
jatry, ledvinami a lymfou. M&vyznamn@ je cesta neenzymatickd. Kanyeni produkty
enzymatické degradace jsou glukuronova kyseliNeagetylglucosamin.

1. Pf¥imé vychytavani

V tk&nich s nizkou lymfatickou drenaZzi je HA detpeana pimo v buikach.
Oligosacharidy HA vstupuji do btk pinocyt6zou, zatimco&Si molekuly vyZzaduji vazbu
na membranoveé receptory. Takovym receptorem sepgoisti vazat a internalizovat HA je
CD44. (Garg a Hales, 2004b) HA je nid navazana na bé&tny povrch, poté
internalizovana a ifvedena do lysozomu. V poslednim kroku je régéha kyselymi
hydrolazami. (Underhill, 1992) Tohoto procesu 8asini hyaluronidaza typu 1 (HYAL-1)
Stpici molekuly na tetrasacharidy, jeZz jsou nastedozloZeny B-glukuronidazou a
B-N-acetylglukozaminidazou na zékladni jednotky. Tygdnotky mohou byt definitivh
katabolizovany v pentézovém cyklu nebo recyklovd®yiva a Minarik, 2009)

2. Katabolismus pes lymfaticky systém

Po uvolrni z matrix polymer HA vstupuje do lymfatického 8ymsu. Metabolicka
degradace probiha hlavrv lymfatické tkani, kudy HA prochazi z perifernickani do
krevnihoreciste. Zbyvajici HA o mensSi molekulové hmotnosti vstodpikrve, ze které je
vice jak 80% rychle odstrano jaternimi sinusoidami ariplizné 10% vyfiltruji ledviny.
Pro vychytani HA vdchto organech jsou nezbytné receptory HARE a LYVEGarg a
Hales, 2004b)

3. Neenzymaticka cesta

Siépeni fettzci maze byt vyvolano i nespecifickymi vlivy. Jednim zhi je
ozaovani, dalSi fisobeni volnych radika) fyzikalni namahani, zémy pH. Jako dsledek
normalni aerobni respirace vznikaji vikéch reaktivni kyslikove&astice, u dchto byl
zaznamenén vliv na &eni HA: hydroxylové radikaly, superoxid, chlornancastice
odvozené od peroxinitritu. (Garg a Hales, 2004b)

Katabolismus a hyaluronidazy

Je znamo vice typhyaluronidaz, jednou z nich je jiZide zmirgna HYAL-1.
Kromé¢ burgénych lysozonmi se nachazi v plazina lidské mei. Dale je HYAL-1
exprimovanaiadou tkani, ékoli je enzymaticky aktivni pouze pod pH 5,5. HYAL-
ziskanad z mé& pochazejici z rakovinou postizeného dgoeého néchyife vykazuje miré
odlisné pH pro aktivaci nez HYAL-1 izolovana z éhadravych lidi, cozZ je zd&ginéno
odliSnymi posttranstanimi modifikacemi jejiho polypeptidovéhietzce.
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HYAL-2 je exprimovana tégf ve vSech tkanich, krofrdosglého mozku. HYAL-
2 vyviji optimalni aktivitu pi pH 4. Nachazi se jak v lysozomech, tak v membréno
frakci jako protein vazany s GPIl. HYAL-2 je aktiv@ahrnuta v hydrolyze extracelularni
HA sit¢ (prednosti pred vychytanim HA) a tedy #ie hrat dlezitou roli v remodelaci
tkarg a burgéné migraci. (Garg a Hales, 2004b)

Tretim typem hyaluroniddzy je PH-20. Ta ma nezasinqotu Glohu Bhem procesu
oplodreni. Okolo oocytu se nachazi pddpée buiky obklopené matrix bohatou na HA,
tato hmota tvti selektivni bariéru, ktera vyduje z konkurence furtké nebo enzymaticky
defektni spermie. Pro U&né oplodani spermie musi prostoupit skrz tuto matrix.
Umoziuje jim to gitomnost PH-20 navazané na plazmatické mengohnéavicek spermii.
Jakmile se dostane daimého kontaktu s HA, dojde k jejimu naStipani autoozni
spermii Bhem par minut prostoupit do véga. (Salustri a Fulop, 1998)

4.1.4 Vyznam HA

Vyskyt

HA je piéitomna u vSech obratlou@ také v pouze rekterych kmei Streptokok,
které pravdpodobr pievzaly enzymatickou vybavu z hostitelskych obratiovHA je
hlavni sloZkou extracelularni hmoty, sklivce lidskéoka, synovialni tekutiny klodmebo
hmoty produkované hilkami obklopujicimi oocyt (viz vyse). V chrupavcetvati leSeni
pro navazani velkych proteoglykkanchondroitin sulfatu. NeptSi mnozstvi HA se
vyskytuje v Kizi (50 % celkového mnozstvi). NejvySSi koncentrat& se vyskytuje
v kohoutich kebincich (vice jak 7,5 mg/ml). (Hascall a Laureti97) Koncentrace se
v riznych tkanich lidskéhcilia zna&n¢ lisi. Celkova hmotnost HA wte 70kg osoby je
priblizné 15 g. (Garg a Hales, 2004b)

Vyvoj tkani

Nekteré bumcéné typy se vyznauji vysoce hydratovanou pericelularni matrici
tvofenou HA. Tato hmota poskytuje prieli vhodné prdadu z&kladnich fyziologickych
procesi, zarové ovliviiuje chovani bu¢k v mnoha ohledech. Za prvé: hrajélefitou
Glohu v buréném dleni. Aktivita hyaluronan-syntazy kolis4 s Binym cyklem
s vrcholem v mitéze. Nahrom&th HA poskytuje hydratované mikro-priesii, které
usnaduje zakulacovani bk a podporuje jejich oddeni. Za druhé: usnadje buré¢nou
migraci. HA vytv&i hydratované ,cesty* umagijici buikam penetrovaties buigcné a
vlaknité bariéry. Tato funkce je regulovanaémmu stupg navazanych proteoglykan
Pokusyin vitro dokazuji, Ze pohyblivost bgk zavisi na fitomnosti HA a v pipact jeji
degradace pdp blokady receptdr dochazi k jejimu utlumeni. Zaeti: HA ma vliv na
diferenciaci. V pipadt, Ze se diky proliferaci a migraci shromazdi v adaméist dostatek
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burgk, zmeni se interakce jejich povrchu s HA, visedku dochazi ke snizeni jeji
koncentrace. Totoipchodné stadium aktignpodpdi burs¢né interakce nezbytné pro
diferenciaci. (Toole, 1998)

Strukturni slozka

HA je také hlavni sloZzkou vyflijici extracelularni prostory chrupavky, dermis a
od mezenchymu odvozenych tkani. Naopak minimainikgirni vliv ma v epitelovych
tkanich, kde jsou hiky uspdadané d&srgé u sebe a vysSi koncentrace HA by mohly
zvétSovat extracelularni prostory, coz by narusilo ds@nost epitelu a ohrozilo jeho
bariérovou funkci. ¥tSina jednoduchych epitel exprimuje minimalni nebo nulové
mnozstvi HA. (Tammi a Tammi, 1998)

Kize

Ztejma uloha HA je udrzeni &itého extracelularniho prostoru mezi keratinocyty
ve spodnich vrstvach epidermis. Tim je usiadndifuze Zivin a odpadnich latek
k vrchrgjSim vrstvam. Tendence tohoto prostoru sétSwat diky pitomnosti vysoké
koncentrace HA rive destabilizovat desmozomy mefilghlymi buikami a zvysit tak
jejich obrat.

HA efektivre vychytava volné radikaly. Vi proto mize vychytavat reaktivni
kyslikové castice vytvéené ultrafialovym z&nim. Rychly obrat HA rie pomoci
k odstragni a vyisténi Skodlivych latek z epidermis. HA také ushag pohyb busk
imunitniho systému skrz pokoZzku, diky vyteai prostup#Sich extracelularnich prostor.
(Tammi a Tammi, 1998)

Kancerogeneze

VétSina zhoubnych nadir obsahuje zvySené mnozstvi HA¢mito vysokym
hladindam odpovidéa nizka diferenciace &unDochazi k tomu vlivem zvySené produkce
HA tumorem samotnym nebo interakci mezi nadoroveamobklopujicimi stromalnimi
buinkami, kterd u nich spusti zvySenou tvorbu HA. HApAuje adhezi tumoru a migraci,
také vytvdi ochrannou bariéru okolo nadorovych Bkira tim jim napomaha uniknout
imunitnimu dohledu. Na zkdcich modelech se prokédzalo, Ze protilatky proti HA
receptoim, hyaluroniddzam a HA oligomen efektivre inhibuji rist nadoru a #&éni
metastaz. (Toole, 1998; Murai a kol., 2003)

Ackoliv HA existuje za fyziologickych podminek v eatelularni matrix
piedevsim jako vysokomolekularni, ve spojitosti &tymi patologickymi procesy (P
zaret, nador) se nachazi v mnohem nizSich molekulowuobtnostech. Nizkomolekularni
fragmenty mohou spoudt raizné biologické udalosti jako b&ma proliferace,
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angiogeneze, aktivace transkmjich faktoti a vyzna&uji se mnohem si§jSi (innosti u
téchto proces nez vysokomolekularni HA. (Murai a kol., 2003)

Hojeni

HA je dale vyznam& zapojena do procesu hojeni jak ve fazi granulade t
reepitelizace. V pibéhu granulace podporuje mnoZzeni fibrobiast také novotvorbu
kolagenu typu | a lll. Tyto nové kky pak maji schopnost vyplnit chijiici prostor
v tkani. Studie také potvrdily, Ze PD@-(platelet derived growth factor) zvySuje mitdzu
pouze u &ch fibroblast, které maji na svych receptorech CD44 navazanou HA
K reepitelizaci pispiva HA tak, Ze vijpadt naruSeni strukturyZe nebo sliznice dojde
k mistnimu zvySeni jeji produkce a depozice v esidarnich prostorech. fiBpiva
k migraci a proliferaci keratinocyta burtk ve stratum germinativum. Defekty se zaceli
vmigrovanymi beikami. Z pokué na zvfatech vyplyva, ze HA vyraZnusnaduje hojeni
a omezuje vznik jizev. HA aplikovana ve fatrkrému u lidi zkratcas potebny k hojeni
ran, popalenin a ddnin a navic minimalizuje tvorbu exsudatu. (Slivdiaarik, 2009)

4.1.5 Receptory

Existuji dikazy o tom, Ze HA plni odlisné funkce jako signaimiolekula
v zavislosti na molekulové hmotnosti. ¥kterych gipadech se vysokomolekularni a
nizkomolekularni HA vazi na stejné receptory, gleusti odliSné procesy. HA interaguje
S riznymi burgcnymi typy a fiznymi extracelularnimi molekulami souhgnhnazvanymi
hyaladheriny. Hyaladheriny jsou zahrnuty v mezidmych interakcich, interakcich mezi
buikami a matrix i clearance HA z krve a tkani. Reogpburé¢ného povrchu jsou kro#n
CD44 (detail@# popsan v kapitole 4.2): RHAMM, TLR4, layilin, PH32 LYVE-1 a
HARE. (Garg a Hales, 2004c)

RHAMM

Receptor for HA-mediated motility (RHAMM) je proteinapojeny na membranu
(neobsahuje tedy transmembranovou doménu) o vélis8s 80 kDa. Bylo detekovano
nejmeérk pét prirozert se vyskytujicich seshovych isoforem. RHAMM je exprimovan
vétSinou burcnych typi a jeho hlavni funkci jako odp&f na navazanou HA je
zprostedkovani adheze a htimé pohyblivosti. RHAMM se vyskytuje sad struktur
jako burgéény povrch, cytoskelet, mitochondrie nebo jadro. RHWA je schopen vazat jak
vysokomolekularni HA polymery tak fragmenty. Naitmé exprese RHAMM Zjsobi
bung¢né zneny. (Garg a Hales, 2004c) Aktivovany receptor zyg3asforylaci tyrozinu u
dalSich proteith véetre klicovych slozek pro adhezi. (Toole, 1998) Navic RHAMM
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urychluje G a M fazi bugéného cyklu a podporuje novotvorbu cév. (Sliva a &
2009)

TLR4

Toll-like receptor 4 (TLR4) pat do skupiny interleukin-1 receptor TLR4 je
Siroce zastoupen v tkanichcetre srdce, mozku, jater a ledvin. TLR obé&cisou
zodpowdné za aktivaci monoayt makrofag, dendritickych buék a tedy jsou sai@sti
vrozené obranyschopnosti proti bakterialnim infekcNizkomolekularni HA se vaze na
TLR4 a &astni se tim dozravani dendritickych Bkin TLR obsahuji extracelularni
doménu s useky bohatymi na leucin, jednoduchou sin@mbranovou doménu a
cytoplazmatickou doménu se signatféisti homologni k interleukinu-1. (Garg a Hales,
2004c)

Layilin

Layilin je exprimovan ve &s3in¢ tk&ni zahrnujicich vagmiky, srdce, plice, ledviny,
mozek, jatra a prsni tka Hlavni ligand pro tento receptor je HA (nikolidige dalSi
glykosaminoglykany). Zajimavé je, Ze extraceluldtdi-vazebna doména nemé homologii
s jinymi HA-vazebnymi proteiny jako CD44, RHAMM. &g a Hales, 2004c)

PH-20

PH-20 vaZe a katalyzuje HA jako hyaluronidaza, tale plni Glohu receptoru a
rozpoznava zonu pellucidu obklopujici oocyt. PH-RO také produkovana dalSimi
reproduknimi organy a &kterymi fibroblasty. V prsni tkani a Zenskych patméch
organech hladina osciluje s estrogennim cyklem. oMmdlni exprese PH-20 byla
zaznamenana wkterych ty nadofi. (Garg a Hales, 2004c)

LYVE-1

The lymphatic vessel endothelial HA receptor-1 (IBYY) byl poprveé
identifikovan jako zéakladni protein vychytavajicAkha lymfatickém endotelu. Na zékkad
struktury byl z&azen spolu s CD44 do skupiny Link proteiale, festoZze maji podobné
vazebné regiony, LYVE-1lipdnostg vaze ¥tSi HA fragmenty nez CD44. (Garg a Hales,
2004c)

HARE

Glykoprotein HARE (hyaluronan receptor for endosy) byl poprvé
identifikovan v jaternim endotelu. Byly rozpoznéay formy 175 kDa a 300 kDa. Spolu
s LYVE-1 slouZi jako receptory pro endocytozu arddgci HA. (Garg a Hales, 2004c)

17



4.2 CD44

CD44 pati do skupiny proteiln nazyvanych Clusters of Differentiation (CD)
nalezenych na povrchu bilych krvinek. (Underhil§92) CD44 je Siroce distribuovany
glykoprotein, ktery je kédovan jedinym genem, abgpremovan v mnoha isoformach.
(Toole, 1998) CD44 je iftomen na ¥tSiné burns¢nych typ, je zapojen dorady
fyziologickych i patologickych procésa pedstavuje hlavni hyaladherin. (Thorne a kol.,
2004) Exprese CD44 je zvySend usbbdku transkripni aktivace, ktera nastane po
pusobeni prozatilivych cytokini nag. IL1 (interleukin 1), TN (tumor nekrotizujici
faktor a), ristove faktory jako EGF (epidermalriistovy faktor). (Garg a Hales, 2004d)

4.2.1 Struktura

CD44 je polymorfni skupina protdinv rozsahu velikosti 80- 200 kDa
s doménovou strukturou (Obr. 2). Transkripty pod]étalternativnimu seshu, ktery
ovliviiuje prevazr extracelularni strukturu v blizkosti membrany. étegenita je také
z¢asti dana posttransiaimi modifikacemi, které se [iSi v zavislosti nanBéném typu a
rastovych podminkéach.

Hyaluronan
binding
domain

(Link module)

Membrane Insertion of
proximal ~<«———— alternatively
domain spliced exons

Trans membrane
domain

Cytoplasmic
domain

Obr. 2 Struktura receptoru CD44 znazomujici ¢ty¥i hlavni
domény, tj. hyaluronan vazajici, blizkou membras,
transmembranovou a cytoplazmatickou.Prevzato z:(Toole,
1998)
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Doména vazajici HA

Prvnich gt exormi CD44 kbéduje amino-terminalni globularni doménukéta
ozna&ovanou jako extracelularni doména (ECD). Tato dar@sahuje vazebné misto pro
nékolik sloZzek extracelularni matrixcetre HA a dalSich glykosaminoglykén Afinita
CD44 pro navazani ligafdje ovlivréna cetnymi negativnimi a pozitivnimi vlivy
z ostatnichtasti molekuly, naip glykosylace, alternativni sét, dimerizace, shlukovani
v plazmatické membr&na celistvost cytoplazmatické domény. Glykosylaeevelmi
variabilni a nize dosahovat vysokého stéptJrcita data podporuji spojitost mezi vazbou
HA a shlukovanim CD44. Pro stabilitu této struktyspu zasadnétyii cysteiny, které
vytvareji disulfidické mistky. (Ponta a kol., 2003; Toole, 1998)

Oblast alternativniho sestihu

Jedna se oast molekuly lezici mezi HA vazebnou doménou astrembranovou
doménou, v angitiné je ozng&ovana jako ,stem“ region. V této oblasti se nachBzi
variantnich exof (Obr. 3), které svymi kombinacemi davaji vzniknoodliSnym
isoformam CD44. (Toole, 1998) Nejmensi isoforma @[l nazvana standardni (CD44s)
nebo vzhledem k tomu, Ze jéepazr exprimovana na hematopoetickychikach taktéz
zkracovana jako CD44H. (Garg a Hales, 2004d) CD#4eddllena od plazmatickeé
membrany kratkym Usekem 46 aminokyselin, kteryZen byt roz&en sekvencemi
kodovanymi variantnimi exony. Zahrnutichto sekvenci do struktury j@st&né zavislé
na mitogennich signélech regulujicich alternatisaestih. Vétsi isoformy se vyskytuji
v rakovinnych biikach a v proliferujicich hikach. (Ponta a kol., 2003)
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Obr. 3 Oblast alternativniho sestihu CD44. CD44 mRNA je
kodovana 20 exony. 10 znich je regulovano altérnah
sestihem (vl — v10). Na obrazku je ukazanskalik priklada
isoforem vyskytujicich se na odliSnych nlkédch. Prevzato z:
(Weidle a kol., 2011)

Transmembranova doména

Transmembranova doména se sklada z 23 hydrofobafmimokyselin a je
v podstat strukturré nenenna. Stabilizuje CD44 v plazmatické membran podporuje
jeho shlukovani. Membranova oblastize byt zodpo¥dna za spojitost CD44 s lipidovym
raftem. Vliv lipida a okolnich membranovych protéimteragujicich s doménou ouivje
vazbu ligand na receptor. (Ponta a kol., 2003; Thorne a k6042 Garg a Hales, 2004d)

Intracelularni doména

Cast receptoru zasahujici do cytoplazmy se nazywacelularni doména (ICD).
Z hlediska struktury je vysoce konzervativni, dilgmu se da tvrdit, Ze mé rozhoduijici
vliv na funkci CD44. Térx vSechny isoformy CD44 neobsahuji v této doénéxon 19.
(Thorne a kol., 2004) Vifpads, Ze je exon 19 fitomen, cytoplazmaticky konec je
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ukonien Arg-294 a nevykazuje Zadnou kapacitu pro int@rak sloZzkami cytoskeletu, i
kdyZ mu Aistane zachovana moznost fosforylace Ser-291.&t&m zastoupeni se nachazi
isoforma zakotend exonem 20, ktera obsahuje 72 aminokyselin gllaytoplazmaticky
konec, umot#ujici interakci s dalSimi proteiny. (Garg a Hal@604d) CD44 isoforma
s exonem 19 isobi jako vyrazny inhibitor klasické CD44 tim, Zeug&Zi o navazani
ligandu, ale postrada inforra charakter. (Thorne a kol., 2004)

Proteiny vazajici se nac¢kolik motivi ICD zprostedkovavaji spojeni CD44
s cytoskeletem. Jednim z takto spolupracujicichiepmip je ankyrin. Ankyrin umoiuje
zprostedkovani kontaktu s cytoskeletalnim spektrinemta waajemné fisobeni ma vliv
na adhezi a motilitu biky. DalSi je skupina ERM proteinezrin, radixin a moesin). ERM
proteiny propojuji CD44 s aktinem a dalSimi proyeiERM maji vliv na migraci a tvar
buiky. Fosforylace a defosforylace sdri(Ser) v ICD vyvolana protein kindzou C (PKC)
zvySuje navazani ERM. Také ERM mohou svou fosfaiytigrozinu nebo threoninu zvysit
vaznost na CD44. (Ponta a kol., 2003)

Posttranslaéni modifikace

Jako jiné transmembranové proteiny i CD44 podlgh&nym posttransknim
modifikacim etrg glykosylace, fosforylace, palmitoylace #které isoformy CD44 na
sebe vazi heparan-sulfatové nebo chondroitin-sawéatettzce. (Garg a Hales, 2004d)
Fosforylace ICD je fosforylovana na Ser325 az u 40% CDdlmitoylace Na CD44 je
reverzibilre navazan zbytek kyseliny palmitovécé&kavané vazebné misto je Cys286 nebo
295. Acylace zlepSuje spojeni CD44 s ankyrinem gultge spojeni s ERM proteiny.
Modifikace proteolytickym procesem ECD se podrobuje regulaci proteolytickym
Stpenim. Dochazi ke vzniku¢kolika S€pnych produki s riznou funkci.Glykosylace
Bunécné typy se vyraznh liSi ve své schopnosti vazat HA, zda se, Ze tydbSoosti
odrazeji tiznou receptorovou glykosylaci. (Thorne a kol., 2004

4.2.2 Aktivace

VSechny aktivéni mechanismy musi vzit v potaz strukturni hetemdgeCD44
proteinu. CD44 nmiZe interagovat srozpustnymi extracelularnimi séoik a
s extracelularni hmotou. Tato schopnosizen byt regulovana zevhibuiky, nagiklad
urcitymi modifikacemi CD44 nebo vzestupem jeho mnoistez zvySi pravgpodobnost
shluknuti. Tyto interakce vy#@gji vznikem intracelularniho signalu a spousti dunou
odpovd’. (Ponta a kol., 2003)
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Fosforylace a defosforylace Ser

U burek v klidovém stadiu nachazime fosforylovany Ser38.navazani ligandu
na CD44 se aktivuje PKC, ktera dvojitym regulan vlivem vede k defosforylaci Ser325
a souwasne fosforylaci Ser291. Celkova hladina fosforgléedy zAstava stejna. iepinani
mezi €mito dwma stavy ma vyrazny vliv na funkci receptoru. Foglni misto Ser291
je lokalizovano dsre vedle vazebného mista pro ERM proteiny. Navazasfatu na
Ser291 vede ke zin¢ ndboje, kterd je nasledovana snizenim vazby ERitipd. In vivo
je obrat komplexu CD44-ezrin velmi dynamicky. (Leggol., 2002)

Stépeni CD44

CD44 podléha v prvnim kroku sekwemmu proteolytickému 8peni v ECD.
Stpeni zajiSuje enzym metaloproteaza. Z molekuly se uvolniaseiularni fragment,
ktery je sekretovan do okolniho priati (Obr. 4). Odgpeni ECD je regulovangadou
okolnosti jako aktivace PKC, influx extracelulatmicvapenatych iofif malymi
guanosintrifosfatdzami. Tento krok je nezbytny pésledujici proces&ieni.

V dalSi fazi dochazigsobenim presenilinu-1 nebg-sekretazy k &peni v
transmembranové dom&nZ membrano¥ navazaného C-terminalniho fragmentu o
velikosti 25 kDa se 8penim oddli 12kDa fragment ICD, ktery se naslédavolni do
cytoplasmy. Zbytek nazvany CDgHike peptid se uvolni z biky a jeho mozny ukol je
podpora odstigovani transmembranové domény. (Thorne a kol., 2@kgmoto a kol.,
2001)

CD44 stem cleaved release of the

by MT1-MMP and extracellular release of

other “sheddases y domain CD44f-like
- f peptide
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intracellular
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Obr. 4Stépeni CD44 na frakce.Jsou zde znazofna dw mista molekuly
podléhajici &tpeni a nasledné uvani extracelularni frakce, intracelularni
frakce a CD48-like peptidu.Prevzato z(Thorne a kol., 2004)
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Translokace CD44 ICD do jadra a vliv na transkripci

CD44 ICD dale plIni roli signalni molekuly agsouva se do jadra, kde aktivuje
transkripci progednictvim 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetatearsiyniho elementu,
ktery se nachdzi v mnoha genech zahrnutych v rotychrburéénych procesech. CD44
ICD sama o sabneni schopna vyvolat transkéid odpo¥d’, ale umoduje ji diky funkéni
kooperaci s transkrgmimi koaktivatory, CREB-vazebnym proteinem a p30d@dnim
z cilovych gei je gen pro CD44 samotnou. Diky tomu podporuje I@€EhlejSi obrndnu
CD44 dilezitou pro efektivni migraci. (Okamoto a kol., 200

Interakce s cytoskeletem

U burek byl zjistn vyznamny vyskyt CD44 na aktinu cytoskeletu. Ptet€D44
ICD neobsahuje vazebné misto pro aktin, musi bgtitderakce zprogtdkovana proteiny
vazajicimi se na cytoskelet, tj. ERM proteiny a lmem. Na CD44 ICD riZeme
naleznout vazebnou oblast pro tyto proteiny v litktransmembranového Useku. ERM
proteiny jsou pirozert v neaktivni podody po navazani CD44 ICD dochéazi K jejich
fosforylaci a aktivaci, tedy ,otéeni“ vazebné oblasti pro aktin. Naopak merlin vitiaj
CD44 se aktivuje defosforylaci. Schopnost ERM/meiiroteiri meénit své aktivni a
neaktivni konformace dohromady s jejich vzajemnyut&enim o vazebné misto vede
k vytvéreni a ruSeni vazeb CD44 s cytoskeletem a vyztatak podporuje migraci.
(Thorne a kol., 2004) Aktivace merlinu tgobuje zn&ou reorganizaci aktinového
cytoskeletu a zaroweblokuje Ras aktivaci. (Ponta a kol., 2003)

CD44 jako koreceptor

Byly zaznamenany d@vkoreceptorové funkce CD44. Za prvé CD44ze vazat
rastové faktory, cytokiny a matrixové metaloprotemaa tedy nefimo podporuje signalni
udalosti modulaci aktivity, afinity nebo lokalizawa koncentrace signalnich fakiorZa
druhé upravuje funkci receptompro ristové faktory (Thorne a kol., 2004) a tyrozin-
kinAzové receptory. Tyto receptory prostupuji platiockou membranou a jejich
cytoplazmaticka doména ma katalytickou aktivitu.tidMivané domény na seébnesou
vazebné misto pro mnoho slozek intracelularnicm&igch drah. Aktivace échto
receptodt je velmi komplexni a &Sinou je zapdtbi vice spoudtich asociaci. Prév
CD44, ktery samotny postrada kindzovou doménu, Zkkaym gsobenim vést k aktivaci
tyrozin-kinazového receptoru. Tato signalizace jdezitd napiklad pro receptor pro
hepatocytarnitistovy faktor. (Ponta a kol., 2003)
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4.2.3 Interakce s HA

CD44 pati do podskupiny hyaladhefinobsahujicich tzv. link doménu. V oblasti
této domény jsou dva definované regiony aminokgsedlodpo¥dné za vazbu HA.
V piipact mutace naéchto regionech dochazi k znatelnému sniZeni schabipvérzat HA.
(Garg a Hales, 2004d) Na molekularni urovni CD44DBE@7e sekvenci Sesti cukernych
jednotek HA. Pro interakci je optimalni neutralid.pZvySeni iontové sily média zvySuje
vazbu HA, je to prawtpodobré zpisobeno neutralizaci iontového odporu mezi negétivn
nabitym CD44 a HA. (Underhill, 1992)

Malé HA oligosacharidy 6 36mery, nikoli velké polymery, efekti¢nzvysuji
Stpeni CD44 a podporuji migraci. Malé dimeryetramery a také molekuly nad 36 kDa
maji minimalni vliv na &peni CD44. (Murai a kol., 2003)

Afinita vazby HA s CD44 jetizena intracelularnimi i extracelularnimi signaly.
Ovliviwyji ji mitogenni podsty, glykosylace ECD, fosforylace Ser nebo typ isofp.
Navazani HA na bugny povrch je multivalentni interakce, kde mnohoemoi CD44
muze véazat jedinou HA. Diky tomu dochazi ke shlukmdolika CD44 k sob a takto
vznikly utvar ot vykazuje ¥tSi vazebnou afinitu. Modulace afinity jeildzitd pro
migraci v hmo¢ bohaté na HA, pro adhezi a@egtup leukocyt. (Ponta a kol., 2003;
Underhill, 1992) Sipeni CD44 ov3em neni nezbytmasledovano migraci beky jak
dokazuje aktivace receptoru pomoci PMA. (Murai b, k903)

Internalizace HA

Nekteré druhy bugk maji schopnost vychytavat HA, internalizovat asladre
degradovat. Vfipadt naruSeni tohoto &k dochazi k patologické kumulaci HA
v extracelularnich prostorech (Thorne a kol., 2002z mize byt zdsadni v mnoha
situacich. Nagiklad v plicni tkani poskozuje spravnygstup plyti. Radna degradace HA
je nezbytné pro spravnou embryogenezi a vyvoj ardade je mnozstvi exprimovaného
CD44 nepimo umérné mnozstvi HA). (Underhill, 1992)

4.2.4 Vyznam, funkce

Funkce CD44 riweme rozdlit do dvou kategorii. Jedna je ttema efekty, které
zprostedkuje CD44 jako HA-receptor, druha, kterdz® nebo nemusi byt zavisla na
vazl® jiného ligandu. (Garg a Hales, 2004d)

Shromazd’ovani enzymi a substrati

CD44 miZze vychytavat a koncentrovat faktoryleZité pro fist a zprogedkovat
tak kontakt substr@ta enzyni navzdjem. Tato funkce jakési platformy jéle¥ita pro
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procesy jak na dlouhou tak kratkou vzdalenost,gi®tv obou fipadech je g¥ejni dostat
do blizkosti dostatek vzajerameagujicich molekul. (Ponta a kol., 2003)

Obklopeni bunék pericelularni hmotou

Nekteré typy butk se vyzndauji silnou okolni vrstvou HA, ktera zajigje
dostaténou vlhkost. CD44 zprostdkovdva navadzanim HA udrZzeni této hmoty
v pottebném mnozZzstvi. | kdyZz HA je na povrchtichycena i jinymi mechanismy, vazba
na CD44 je primarni a je zodp@mna za celkovou organizaci pericelularni matrix.
Napiiklad v chrupavce twd matrix unikatni strukturni slozku, ktera chraninky a
prispiva k charakteristickym vlastnostem diferenc@vtd@re. (Toole, 1998; Garg a Hales,
2004d)

Morfogeneze a diferenciace epidermis

Mnoho zarodénych tkani je bohatych na HA, ktera jim poskytujeogtor a
poddajnost pro dalSi vyvoj. CD44 jeildzity predevSim pro diferenciaci epidermis.
V ranych fazich vyvoje je e tvdena d¥ma jednoduchymi vrstvami, jez neobsahuji
zadny CD44. Tento receptor se objevi az po aktijetio genu v pozgSi fazi
diferenciace. (Tammi a Tammi, 1998)

Prostup lymfocyta do tkani

CD44 usnatluje vyzravani, adhezi a zardwve zprostedkovava pestup
aktivovanych T-lymfocylt z krve do tka®, ve které probiha zétiivy proces. (Sliva a
Minarik, 2009)

CD44 slouzi jako marker nezralych T-lymfoeya usnaduje jejich gestup a
usazeni v kostnirdni. CD44s, ale ne CD44v6 nebo CD44v7, ma hlavmek na prostup
progenitorovych buk do thymu. V pozéSich stadiich vyzravani T-lymfoaytpasobi
CD44 jako pomocna molekula, spousti a podporuje [/ODR-komplexem
zprostedkovanou signalni transdukci thymaktytRajasagi a kol., 2009) DalSi funkci
CD44 je zprosedkovani prostupu lymfocytdo stevnich lymfatickych tkani. Tentaigje
umozrén interakci sedni domény CD44H na lymfocytech s proteinjtgmnymi na
endotelu cév Peyerovych pia{Underhill, 1992)

Uloha CD44 v patologiich

CD44 protein ma zasadni vyznam pro spravny vyvdurekci organismu. Byl
zaznamenan rozdil, zda organismus ztrati CD44 émanyvoji nebo poziji. V piipad

25



rané embryogeneze je funkcéewzata jinymi zastupnymi proteiny. Procesy zaviséé
téchto receptorech ovliwji vyvoj orgarii, mnoho imunitnich funkci, krvetvorbu. U mysi
s vyfazenym genem pro CD44 byly zaznamenany abnormalitigraci myeloidnich
progenitofi, v kolonizaci kostni f&né a prostupu lymfocyit do miznich uzlin a thymu.
DalSi naruSeni funkce vedlo k vyraznym defigitkize jako opozéha zastliva odpovd’,
zhorSené hojeni a@st vliasovych folikub.

Vazba HA na CD44 spousti jeji metabolismus a tinZuje jeji homeostazu.
V piipact absence CD44 se HA patologicky kumuluje. Timto ma@ismem raze CD44
ovliviiovat vazbu bugk k extracelularni matrix. (Ponta a kol., 2003)

CD44 je také zapojen dofimé interakce mezi bakterii a hostitelskouikmu
epitelu. Zasahuje do signalnickiji meénicich hostitelskou hiku a zvySuje jeji citlivost
k infekci. Nagiklad Streptococcus pyogenese gichyti na buiku diky svému obalu
bohatéemu na HA, ktery se navaze na CD44 a spuskalla tyrozinové fosforylace
proteini a nasled& zmeéni uspdadani cytoskeletu. Déle dojde k pokleswtpotight
junctions, coz usnadni vstup bakterie do subepiéetkarg. (Cywes a kol., 2000)

CD44 a rakovina

Nekteré typy nadar se vyznauji vysokou aktivitou hyaluronidazy, ktera
zodpovida za vznik HA fragmeanschopnych indukovat&ieni CD44 a navic podporovat
angiogenezi. Bsledkem &ipeni je zlepSeni schopnosti migrovat a aktivaceortych
integrini. (Murai a kol., 2003)

V nadorovych bilkach jsoui procesytizené CD44: inhibice apoptdzy, degradace
kolagenu IV a neovaskularizace, kazdyéahto proces je s€Zejni pro metastazi.
Abnormalni exprese CD44 v daneé tkani je spjata segekymi zménami vedoucimi
k nadorovému ustu a metastazi. Vyzkumy ukazaly, zézmé varianty CD44 jsou
exprimovany u lidskych nadbra podle typu isoformy se da odhadnout progndza.
V nadoru prostaty nebo neuroblastomu je naopaknabs€D44 fiznaina pro horsi
prognozu. CD44 se d& tedy vyuZit jako diagnostiekprognosticky marker rakoviny.
(Ponta a kol., 2003)
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Material a technické vybaveni

5.1.1 Bungéné linie

K vétSing pokudi byla pouzita linie lidskych nadorovych biknHT-29 (Obr. 5).
Tyto buiky byly izolovany v roce 1964 z primarniho kolor&@ktiiho adenokarcinomu 44-
leté Zeny. Redevsim jsou vyuzivany jako vitro model pro sledovani absorpce, transportu
a sekrece gtvnich bugk. Za standardnich kulti¢zaich podminek tyto hiky rostou ve
vice vrstvach a jsou nepolarizované a nedifereng@vi@ogh a kol., 1977)

Obr. 5HT-29 200x

Druhym vyuzitym typem busk byla linie MDA-MB-231, ktera byla ziskana v roce
1973 z n&doru prsu Zeny. Morfologicky se podobajiikhm epitelu s ketenovitym
tvarem. Vin vitro kultivaci ma tato linie invazivni fenotyp. (Caitla a kol., 1974) MDA-
MB-231 jsou schopnyiist na agaréze a vyz&igi se vysokou schopnosti uteé kolonie.
Po aplikaci intravenozni injekci do ocasni zilyizm byt vyuzita tato linie in vivo
pokusech pro vyti@ni experimentalnich metastaz u holych mysi. (wedrval)
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5.1.2 Chemikalie, roztoky a kultivani média

KULTIVACE A PRIPRAVA BUNEK

Chemikalie

Zkratka/Poznamka \Vyrobce/DodavateI Stat

Trypsin/EDTA 10x Sigma Aldrich Némecko
Phorbol-12-Myristate-13-Acetate | PMA Sigma Aldrich Némecko
Hyaluronova kyselina 71kDa HA 71kDa Contipro Ceska republika
Hyaluronova kyselina 1,57 MDa |HA 1,57MDa Contipro Ceska republika
Oligosacharid kyseliny hyaluronoy SH 10 Contipro Ceska republika
Dulbecco’s modified eagle’s DMEM Sigma Aldrich Némecko
medium

Fetal bovine serum BOFES Sigma Aldrich Némecko
L-Glutamin Sigma Aldrich Némecko
Penicilin/Streptomycin Pen/Str Sigma Aldrich Némecko
McCoy’'s 5A medium Sigma Aldrich Némecko

RPMI - 1640 medium Sigma Aldrich Némecko
KULTIVA CNi MEDIA:

DMEM (pro MDA-MB-231) 0% séra 10% séra

DMEM 490 ml 440 ml

BOFES X 50 ml

L-Glutamin 5 ml 5 ml

Pen/Str 5ml 5ml

McCoy’s (HT-29) 0% séra 10% séra

McCoy’s 5A médium 490 ml 440 ml

BOFES X 50 ml

L-Glutamin 5ml 5 ml

Pen/Str 5 ml 5 ml

RPMI 0%

RPMI - 1640 490 ml

L-Glutamin 5ml

Pen/Str 5ml
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WESTERN BLOT

Chemikalie Zkratka/Poznamka | Vyrobce/Dodavatel Stat
Tetramethylethylenediamine | TEMED Sigma Aldrich Némecko
Trisma base Tris Sigma Aldrich Némecko
Sodium dodecyl sulfat SDS Sigma Aldrich Némecko
Ammonium persulfate APS Sigma Aldrich Némecko
Akrylamid AA Sigma Aldrich Némecko
Methylenebisacrylamide MBAA Sigma Aldrich Némecko
Nizkotuwné susené miéko Artifex instant s.r.o. Ceska republikd
Kyselina chlorovodikova 35% | HCI 35% Penta Ceska republika
Hydroxid sodny NaOH Penta Ceska republika
Glycin Sigma Aldrich Némecko
Methanol MetOH Lach-Ner Ceska republika
Chlorid sodny NaCl Penta Ceska republikd
Bromfenolova motl BPB Penta Ceska republika
Glycerol Sigma Aldrich Némecko
2-merkaptoethanol s-ME Sigma Aldrich Némecko
Tween 20 Sigma Aldrich Némecko
Bovine serum albumin BSA Sigma Aldrich Némecko
Butanol Sigma Aldrich Némecko

Azid sodny Penta Ceska republika
Precision Plus Protein Standar Bio-Rad USA
SuperSignal West Femto Thermo Scientific USA

Maximum sensitivity substrate

Chemiluminescent Peroxidase Sigma Aldrich Némecko
Substrate ]

Triton X-100 P-Lab Ceska republika
PhosSTOP (inhibitor fosfataz) Roche Svycarsko
Complete mini protease inhibitg Roche Svycarsko
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific USA




Roztoky
5% roztok mléka

SloZeni
5g mléka do 100ml TBS-T(0,1%)

AA/MBAA 30%

29,2g AA a 0,8g MBAA doplnit vodou na 100g, mickat
rozpuséni

TRIS (1,5M)+TEMED, pH 8,9

45,38g Tris a 575ul TEMED doplnit vodou na 230g, po
rozpuséni upravit pH (HCI) na 8,9, doplnit vodou na 250g

TRIS (0,5M) +TEMED, pH 6,

3g Tris a 230ul TEMED doplnit vodou na 45g, po ne&gni
upravit pH (HCI) na 6,9, doplnit vodou na 50g

SDS 10% 2,5g SDS doplnit vodou na 25g

APS 3% 0,3g APS doplnit vodou na 10g

PBS viz.Priprava buek

Lyzacni pufr 0,87g NaCl, 0,1g SDS a 0,619 Tris rozpustit v 99ody, poté

pridat 1ml Triton X-100; upravit pH (HCI) na 8,0; dechoteby
rozpustit 1 tabletu inhibitoru proteaz a fosfataz

Laemmli roztok

379mg Tris do 42ml vody, upravit pH (HCI) na 6,81 ridat
0,5g SDS a 0,75ug BPB a 5ml glycerolu, doplnit objedou na
50 ml

Vzorkovy pufr

Laemmli roztok promichatsME v pongru 9:1

Pufr pro transfer 10x

30,39 Tris a 144g glycinu do 600ml vody, po rozpastioplnit
na 1l; ged pouZzitim smisit zasobni roztok, methanol a woda
pomgru 1:2:7

Pufr pro elektroforézu 10x

10g SDS, 30,39 Tris adlglycinu do 600ml vody, po
rozpuséni doplnit na 11, zkontrolovat pH a upravit na 8:8xed
pouzitim Zedit zasobni roztok s vodou 1:9

Solny Tris pufr (TBS-T (0,1%

24,29 Tris a 80g NaCl do 600ml vody po rozgogtoplnit na 1l
upravit pH na 7,4-7,6,ipd pouzitim gedit zasobni roztok s
vodou 1:9 a za michanfigat 1 ml Tweenu/1l
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FLUORESCEN'Ni MIKROSKOPIE

Chemikalie Zkratka/Poznamka Vyrobce/Dodavatel | Stat
Formaldehyd 4% Penta Ceska republika
Triton X-100 P-Lab Ceska republika
Bovine serum albumine 0,5 BSA 0,5% Sigma Aldrich Némecko
Hoechst Thermo Scientific USA

Attractene Transfection Transfekni ¢inidlo Qiagen Némecko
Reagent

PrecisionShuttle mammalial cDNA pro CD44st variantg OriGene USA

vector with C-terminal mGF| 1 vloZena do plazmidu

s vloZenou sekvenci CD44g pCMV6-AC-mGFP

Roztoky Slozeni

PBS viz.Priprava buek
McCoy’'s 10% viz. Média

Triton X-100 0,2% 0,2g do 100ml 0,5% BSA
ELISA

Chemikalie Poznamka Vyrobce/Dodavatel | Stat

Human s CD44std Instan{ kit eBioscience Rakousko
ELISA

PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Chemikélie | Vyrobce/Dodavatel Stat
Trypsin Sigma Aldrich Némecko
Apoflowex FITC Kit EXBIO Ceska republika

Roztoky Slozeni

PBS viz. Priprava bugk
DMEM 10% viz. Média




5.1.3 Protilatky

wB
Protilatka | Specifikace Vyrobce/Dodavatel| Stat Klon
B-Actin prim. protilatka | myS monoklonalni | Sigma Aldrich Némecko clone AC-74
phCD44 prim. protilatkd kralik polyklonalni | Sigma Aldrich Némecko
ICD CD44 prim. kralik polyklonalni | TransGenic Inc. |Japonsko
protilatka
CD44 prim. protilatka | myS monoklonalni | EXBIO Ceska republika MEM-263
Anti-mouse 1gG konjugovano Sigma Aldrich Némecko
sek.protilatka s kkenovou
peroxidadzou
Anti-rabbit 1gG sek. konjugovano Cell Signaling USA cr-1
Protilatka s kkenovou
peroxidazou

FLUORESCEN'Ni MIKROSKOPIE

Protilatka Specifikace Vyrobce/Dodavatel Stat

ICD CD44 prim. krélik polyklon&lni TransGenic Inc. Japonsko
protilatka

Alexa fluor 488 donkey | kralik 1gG Molecular Probes USA
anti-rabbit 1IgG (H+L)

PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Protilatka Specifikace Vyrobce/Dodavatel | Stat Klon
Mouse IgG1 Isotype |mys IgG1l EXBIO Ceska republikg PPV-06
Control monoklonalni

Conjugated Antibody | myS monoklonalni | EXBIO Ceska republikg MEM-85
CD44/FITC




5.2 Metoda Western Blot

5.2.1 Kultivace bur¢nych linii

Buiikky byly po rozmrazeni kultivovany v termélnim bopii teplog 37°C a
koncentraci oxidu uhtitého 5% za pouziti média Mc Coys 10%e® zahajenim pokusu
byly zpasazovany a nasazeny na Sesti-jamkovy piant zpisobem: nejtlve bylo odséato
stavajici médium a hiky byly oplachnuty EDTA v PBS. Poté bytigan 1ml trypsinu na
jednu kultiva&ni lahev a biikky byly ponechany v 37°C 5 minut. Nasledoylo doplréno
meédium, cely obsah lahve bytgmesen do zkumavky a zcentrifugovan (1200 g, 5 tninu
24°C). Na zawr byl slit supernatant, kiky byly resuspendovany v gebném mnoZstvi
média a nasazeny v koncentraci 1,5 R Hinsk/jamka. Nasledujici den bylo vymno
médium za bezsérové Mc Coys 0%.

5.2.2 Ovlivnéni burek

Po uplynuti jednoho dne byl zahajen pokus dmixdnim jednotlivych jamek
v riznychc¢asech tj. 4 hod, 2 hod, 1 hod, 30 min a 10 mimkgwyly oplachnuty PBS a
nasledg bylo pridano Mc'Coys 0% médium gigdavkem utené koncentrace testované
latky (nag. 500 ng/ml PMA, 10Qug/ml HA 71 kDa) a byly ponechany v termalnim boxu
do uplynuti poZzadované doby. Kontrole bylo W@#no médium za nové.

5.2.3 Zpracovani vzonk

Panel byl poloZen na led a 2x rychle oplachnuthigzenym PBS. Nésledovalo
piidani 80 ul lyza¢niho roztoku s inhibitory proteaz a fosfataz a tgchieneseni do
mrazéku (-80°C), kde se vzorek ponechal minifganu hodinu. Po vytaZzeni z mrazaku
byl panel opt poloZzen na led a Skrabkou byly seSkrabany dna&kaanobsahignesen do
mikrozkumavek. Takto vzniklé vzorky byly zay na 95°C a poté znovu udrZzovany na
ledu. Za péibéZzného chlazeni byl kazdy vzorek 3x (7 fin¢ podroben vlivu
ultrazvukovych vin s amplitudou 65 %. @pbyla provedena faze zawani (95°C). Na
z&wr zpracovani byl vzorek zcentrifugovan (12000 g, @, 4°C) a supernatant byl
uchovan pro dalSi zpracovani.
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5.2.4 Meg¢feni a Uprava koncentrace vzorku

Koncentraci proteinu jsme zifili pomoci BCA Assay Kit (Thermo Fischer
Scientific Inc., USA). Narené hodnoty byly zpracovany a bylo z nich wjp@noiedni
tak, aby bylo dosaZeno stejné koncentrace pribteinkazdém vzorku. Redsni
koncentrovagjSich vzorki bylo provedeno lyzamim pufrem bez inhibitdr proteaz a
fosfataz. Poslednim krokem byléigéni vzorkového pufru v potru vzorek: pufr 5: 1.

5.2.5 Elektroforéza a Western Blot

Pripravené vzorky byly naneseny na 12% akrylamidosly(ab. 1). Na oba okraje
byly napipetovany proteinové standardy molekulov@otnosti. Nasledovalo spusi
elektroforézy pi 90 V. Poté co se viditelny standardiabrozdlovat, bylo napti zvySeno
na 120 V. Proteiny byly z geluigneseny na PVDF membranu. Membrana byla 1 hodinu
blokovana 5% roztokem mlékdi [RT za neustaléhdepani. Dale byla membran&ep noc
inkubovana ve 4°C s pozadovanymi primarnimi prtkdéni fedénymi v 5% roztoku
mléka takto:p-aktin 1: 1000, CD44 1: 1000, ICD CD44 1: 400, pa@ 1:500.
Nasledujici den byly membrany 3x 10 min promytyBSFT pro odstragni nespecificky
vazané protilatky. V dalSim kroku byly membranyubkvany se sekundarni protilatkou v
5% roztoku mléka 1 hodinWipRT fedénymi 1: 1000 (anti-rabbit) a 1: 1500 (anti-mouse) a
nasledovalo promyti TBS-T 3x 10 minut. Na membréglinanesen substrat gekovou
peroxidazou, po jehoz odsteam a uzaveni membrany do phledné folie bylo provedeno
vyvolani pomoci zdzeni pro detekci chemiluminiscence Uvitec.

Tab. 1SlozZeni akrylamidového gelu

Chemikalie Separani 12% gel Zaostrovaci gel

H,0 m 1,45 1,25
AA ul 2000 333
Tris 6,9 ul - 250
Tris 8,9 ul 1250 -
SDS10% 50 20
APS 4% ul 250 150

Mnozstvi odpovidajici 1 (Imm) gelu

5.3 Fluorescetini mikroskopie zafixovanych MDA-MB-231

Na 96ti-jamkovy panel bylo nasazeno 16 jamek pd BI0 butkdch. Nasledujici
den bylo vyndnéno médium polovia za sérové a polowinza bezsérové.ir&ti den byly
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bunky ovlivnény 100 ng/ml PMA «asech 30, 60, 120 minut a jedna jamka byla
ponechdna jako kontrola. Poté byly jamky oplachnlRBS a zafixovany 4%
formaldehydem 15 minut. Nasledovala permeabiliZa@86 Tritonem X-100 nadném

v 0,5% BSA po dobu 30 minut. Jamky byly 2x opladgnBBS a byly ponechany 1
hodinu v 0,5% BSA. Potom byla k#tkbm gidana primarni protilatka na ICD CD44
o koncentraci 5Qug/ml v 0,5% BSA a cely panel byl inkubovarep noc p 4°C. Jamky
byly opét 2x oplachnuty PBS a bylafigana sekundarni protilatka Alexa fluor 488 2
pug/ml, po 30 minutdch byla oplachnuta pomoci PBSogamnek bylo pidano barvivo
HOECHST 2ug/ml na 10 minut. Zarecnym krokem bylo ékladné oplachnuti PBS, aby
sekundarni protilatka neiika v pozadi a bylo fistoupeno k fluoresceni mikroskopii.

5.4 Fluorescetini mikroskopie transfekovanych HT-2%&se

Nejdtive byly pipraveny roztoky média, plazmidu a transfeko cinidla
Attractene viiznych pondrech (Tab. 2), které byly inkubovanytipRT 15 minut.
V meziase bylo bitkam vyntnéno médium 50Qul/jamka a nasledhpomalu pidano 80
ul roztoku. Panely byly umighy do mikroskopu a do jamek byldiggno PMA ve itech
raznych koncentracich tj. 500 ng/ml, 1000 ng/ml a®8/ml. Byl opaten zaznam reakce
burgk na gitomnou latku.

Tab. 2Slozeni ovliviovaciho roztoku

Oznacen Médium [ul] Transfekeni &inidlo [u]]  Plazmid [ul]
A 80 0 0
B 79,5 1,125 0,325
C 77,1 2,25 0.65
D 74,2 4.5 1,3
E 68,4 9 2,6
F 74,85 45 0.65
G 69,7 9 13
5.5 ELISA

Pri ptipraw vzorki pro metodu Western Blot bylo odebrano a zamrareédium
(odsaté z ovlivenych burk po uplynuti uéenéhocasu). Pro detekci jsme pouzili Human
s CD44std Instant ELISA kit v souladu s instrukcenriobce.
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5.6 Pratokova cytometrie

Buiiky byly ovlivnény HA 71kDa a PMA vzdy v duplikatu &ase 1 a 4 hodiny,
naredknymi v odpovidajicim sérovém/bezsérovém meédiu. Kdat bylo vynEnéno
médium za nové. Poté bylo médium odsato ifpgat stanoveni apoptézy uschovano),
buiky byly oplachnuty PBS a byloridano 250ul trypsinu. Po kratkém uchovanii 37°C
a uvolreéni burtk ze dna jamky byl trypsin inaktivovan sérovym neédia obsah byl
pienesen do zkumavek. Naslédmyla provedena centrifugace vzarkl500 g, 5 minut,
5°C). Pelety byly promyty vychlazenym PBS a resuspgany v 1ml PBS (v ifpad
apoptézy se pouzije Annexin V Binding Buffer z kitipoflowex FITC Kit, ktery
nahrazuje PBS i v dalSich krocich) a bylydany protilatky na 15 minut. Pro odstigf
protilatek byly butky centrifugovany a promyty PBS. Vysledné pelety lyby
resuspendovany do 2Q0 PBS a zmdfeny na piitokovém cytometru (prosteno 20 000
udalosti).
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6. VYSLEDKY

6.1 Vliv PMA a HA na doménovou strukturu receptoru CD44

6.1.1 Detekce receptoru CD44 a jeho domén metodou WeBlet

Western Blot byl proveden naiikkach HT29, které nesou receptor CD44 &eno
dale pomoci prtokové cytometrie). Pilotni studie ukazala, Ze pdivoéni burek 500
ng/ml PMA byl efekt vyrazgSi a jassji detekovatelny, nezippouziti 100 ng/ml PMA.

Uzky vyksr monoklonalnich protilatek nam neumoznil kvalitrdetekci
fosforylované formy CD44 (phCD44), proto zde newnedena. VSechny pokusy byly
provedeny v triplikatu.

Na obrazku 6 je patrny vliv PMA na tiky. U celkového mnoZstvi receptoru CD44
jsme zaznamenali n#st v kratkych ¢asech (nejvice po 10 minutach). i$gvajicim
¢asem dochazelo k poklesu jeho mnozstvi az treogni hodnoty (2 a 4 hodiny),
pravdépodobré diky zvySenému &peni na podjednotky. Intracelularni a extraceldlarn
domeéna byly vliivem PMA aktivovany a zvysil se jgjigyskyt uz po kratkém ovlivimi
(10 minut). Se vdrstajicimicasy nafistala i gitomnost ¢chto podjednotek (nejvyrazjm
po 4 hodinach).

B-aktin

CD44

ECD CD44

ICD CD44

ctrl 1h 30min 10min

Obr. 6Membréna se vzorky po ovliviéni 500 ng/ml PMA
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Na obrazku 7 jsme zaznamenalspbeni HA na receptor CD44. &y reagovaly
na g@itomnost HA zvySenou produkci CD44. Stejjako v gedchozim fpad vice
v kratkych ¢asech. Po delSim vlivu HA mnozZstvi celého recepfmkleslo. ECD a ICD
vzrostly nejvice po 10 minutach aiglgyvajicimcasem nasledoval pokles jejich mnozstvi.

B-aktin

-l [con

ctrl 4h 2h 1h 30min 10min

ECD CD44

‘? ICD CD44

Obr. 7Membrana se vzorky po ovliviéni 100pg/ml HA

6.1.2 Stanoveni ECD CD44 metodou ELISA

Touto metodou jsme sledovali mnozstvi édéné extracelularni domeény receptoru
CD44 do okolniho progtdi po jeho aktivaci pomoci HA a PMA. N&fané hodnoty jsme
zpracovali pomoci kalibeai kiivky (Obr. 8).
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Obr. 8Kalibra éni k¥ivka. Koncentrace standatd CD44
v rozmezi od 62,5 pg/ml do 4000 pg/ml.

Na grafech 9 a 10 vidime analogickou odfab\burek na gidani aktiv&ni latky
(HA a PMA). V obou pipadech jsme zaznamenali pokles extracelularni dgménédiu
po 10 minutach, 30 minutach a 1 hadioproti kontrole. Naproti tomu, po 4 hodindch
doSlo k vyraznému vzestupu koncentrace ECD v pamoivns kontrolnim vzorkem.
Celkow byl efekt PMA ve vySSichasech vyznanisi nez efekt HA.
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Graf 9Mnozstvi ECD CD44 ve vzorku média po ovlivéni 500 ng/ml PMA
Graf byl vytvaen jako pimér dvou nefeni. Data jsou zndzana jako peimeér
+ SEM.
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Graf 10MnozZstvi ECD CD44 ve vzorku média po ovlivéni 100pg/ml HA
Graf byl vytvaen jako pimér dvou nefeni. Data jsou zndza¥na jako peimér
+ SEM.
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6.2 Stanoveni mnozstvi CD44 na &iném povrchu pomoci fitokove
cytometrie

Pro zpracovani vysledkjsme pouZili ohraienou oblast bufk (ukdzano na
obrazku 11). V blizkosti g@tku grafu se nachazi debris, tj. mé&détice a rozpadlé By,

které jsou pro vyhodnoceni nezadouci. Stefak v horni ¢asti grafu odfiltrujeme
nestandardhvelké buky a jejich shluky.
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Obr. 110hraniéeni populace

Na histogramu pozorujeme &kiivky (Obr. 12).Cervena kivka pati isotypové
kontrole. Jeji signal je minimalni a blizi se nub®Z nam potvrzuje specificitu vazby
protilatky na CD44 (zelena).
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Obr. 12Histogram vyjadrujici specificitu pouzité protilatky proti CD44
Cervena kivka predstavuje isotopovou kontrolu, zeleridvka je protilatka
na CD44.
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Obr. 13 Pritokova cytometrie- grafy zobrazujici mnoZstvi CD44 na HT-29

v bezsérovéem médiu po 1 hodih Histogram zaznamenava 3Jiuky odpovidajici
kontrole (modra), vzorku ovlivimém PMA (zelend) a vzorku ovligném HA ¢ervena).
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kontrole (modra), vzorku ovlivimém PMA (zelend) a vzorku ovligném HA ¢ervena).
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Graf 15Mnozstvi CD44 ve vzorku s bezsérovym médiem. @mér relativnich hodnot
fluorescence.
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Jak na kivkach histogramu, tak na grafu (obrazky 13, 1l4raf ¢5) mizeme
pozorovat, Ze v bezsérovém mediu nema po jedné@hbth ani PMA vyrazgjSi vliv. Po
uplynuti 4 hodin se vSak mnozstvi receptoru CD4gpamachu buik za gitomnosti &€chto
latek mirrg zvysi.

1 hod, 10% médium
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Obr. 16Pritokova cytometrie- grafy zobrazujici mnozstvi CD44 na HT-29 v sérovém
médiu po 1 hodirg. Histogram zaznamenava 3ivky odpovidajici kontrole (modra),
vzorku ovlivreném PMA (zelena) a vzorku ovligném HA €ervend).
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Obr. 17Pritokova cytometrie- grafy zobrazujici mnozstvi CD44 na HT-29 v sérovém
médiu po 4 hodinach.Histogram zaznamenava 3ivky odpovidajici kontrole (modrd),
vzorku ovlivreném PMA (zelena) a vzorku ovligném HA ¢ervend).
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Graf 18 MnoZzstvi CD44 ve vzorku se sérovym médiem. Bmér relativnich hodnot
fluorescence.
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Na celkové mnozstvi receptoru CD44 ma vliv i sarag¥itomnost séra (graf 15 a
18), ktera zvysi relativni mnozstvi CD44dlizné trojnasobs. V ¢ase 1 hodiny ma PMA
za nasledek pokles mnozstvi receptoru a HA ma tatekhy vliv (obrazek 16, 17 a graf
18). Po 4 hodinach dochéazi k vyraznému navysenidGilidem HA oproti kontrole.

U vSech vzork jsme f#i vyhodnocovani pozorovali dvoddilené populace (Obr.
19). Procentualni zastoupeni populaci je zpracowégafech 20 a 21. Do lew#&sti se
presouvaji biiky apoptotické nebo jinak diferenciované. Protoycllom zjistili @icinu,
jsme provedli pitokovou cytometrii na detekci b&mé smrti.

KN2015-07-10.021\P1

— P1\P2
r"“'--’_"_’_’f-._\\-\Cv?Si:-T

SSCA

0 ) I I I ] I I I I I I T I I I I I ] I I
0 250 500 750 1000
FSC-A

Obr. 190ddéleni dvou vyznamnych populaci

Vlivem PMA i HA dochazi v kratkéméase k pesunu buék do levé ¢asti,
charakteristické pro hiky s niz§imi hodnotami intenzity prochazejicihoocaptyleného
swtla. To naznauje, Zze biiky jsou menSi a méngranularni. Po 4 hodinach senky
piresunou pouze po vlivu PMA v sérovém médiu.
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Graf 20Graf procentudlniho zastoupeni bugk ve dvou populacich po 1 hodi#.
Modie ozng&ena populace vlevo, zekepopulace vpravo.
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Graf 21Graf procentuélniho zastoupeni bugk ve dvou populacich po 4 hodinach.
Modre ozng&ena populace vlevo, zekepopulace vpravo.
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6.3 Vliv PMA na translokaci intracelularni domény CD44

6.3.1 Priprava ICD podjednotky CD44 zéené GFP pomoci transfekce a
sledovani jeji translokacedase

Transfekce byla provedena na 129 z toho dvodu, abychom zaznamenali vliv
aktivatnich ¢inidel na receptor CD44 v realnédase. Nejéive jsme se uéthto burk
snazili docilit co nejoptimaljSi transfekni Gsg@Snosti. PouZili jsme tedyuzné
kombinace mnoZstvi atraktantu a plazmidu (Tab.\2kazdé jamce jsme po transfekci
zachytili stejnou plochu a spibali mnozstvi z#cich, tedy usgsre transfekovanych
burgk. Vyhodnoceni vidime na gratiislo 22.

KdyZz zvySujeme ve stejném pém mnoZstvi atraktantu a plazmidu B-D, zanove
tim zvySujeme &innost barveni a mnozstvi fluoreskujicich &knDalSi zvySovani
v pfipac¢ E vSak nefpinasi vyhodu a hiky jsou mirg zménény. F-G kombinace jsou
nevhodné, protoZze dochazi k viditelnéézha poskozeni buk.

Transfekce HT-29
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Graf 22Poket uspgsné transfekovanych burgk v zorném poli.
Patitano na stefavelké ploSe. Rimer ze 4 opakovani.

Nasleduji 3 ukazky fotek, ze kterych jsme vychégiglhodnoceni (obrazky 23, 24
a 25). Na kontrolnim vzorku vidime zdravénkwy (vlevo) a Zadnou fluorescenci (vpravo).
Na nejoptimalijSim vzorku D vidime, Ze hiky jsou nezminény (vlevo), ale zaroverada
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z nich fluoreskuje (vpravo). Na poslednim vzorku j$du buiky poSkozené, tvarem
negirozené (vlevo), z tohottvodu nepouzitelné ifes dostat@ou fluorescenci (vpravo).

Obr. 23ICD CD44 znaena GFP, vzorek A (kontrola)
Vlevo swtelna mikroskopie, vpravo fluoresaam mikroskopie. ZétSeni 40x.

Obr. 24ICD CD44 znaena GFP, vzorek D
Vlevo swtelna mikroskopie, vpravo fluoresaam mikroskopie. ZetSeni 40x.
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Obr. 25ICD CD44 znaﬁeé GFP, vzorek G
Vlevo swtelna mikroskopie, vpravo fluoresaam mikroskopie. ZwtSeni 40x.

Déle jsme pro pokusy pouzivali kombinaci transféko ¢inidla a plazmidu D. Na
takto gipravenych biikach jsme zaznamenali odpad¥ receptoru CD44 narftomnost
PMA v riznych koncentracicl€asovy sbr trval piblizné 4 hodiny.

Na kontrolnim vzorku (Obr. 26) se zd4, Ze nedochkdranslokaci ICD CD44 do

jadra. | v nejvySSintase astavaji vyrazgjSi okraje buiky, tj. membrana.

Obr. 26Casovy shér translokace ICD CD44 do jadra- kontrola
Zelert znaena intracelularni CD44.
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Efekt u vlivu PMA v koncentracich 500 ng/ml, 100@/ml a 2000 ng/ml je
srovnatelny. Ve vSechiipadech dochazi k translokaci ICD CD44¢sam do jadra. Na
poslednich snimcich v sérii pozorujeme, jak fluoesni signal obklopuje a zvyramje
jadro (Obr. 27, 28 a 29 zvyrasmo cervenou Sipkou).

225 min

Obr. 27Casovy shér translokace ICD CD44 do jadra- po ovlivnéni 500 ng/ml PMA
Zelerg znaena intracelularni CD44.
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Obr. 28Casovy slér translokace ICD CD44 do jadra- po ovlivnéni 1000 ng/ml PMA
Zelert znaena intracelularni CD44.

U koncentrace 2000 ng/ml PMA se nam pgddaaznamenat biinou smrt (Obr.
29), coz byl druhy impulz pro to, abychom stanobiini¢nou smrt plitokovou cytometrii
a zjistili, zda ma PMA také tento vliv naitky.
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Obr. 29Casovy slér translokace ICD CD44 do jadra- po ovlivnéni 2000 ng/ml PMA
Zelert znaena intracelularni CD44. Modré Sipka upazge na butscnou smrt.

Presnou strukturu povrchu transfekovanych dkurjsme pozorovali pomoci
konfokalniho mikroskopu (Obr. 30). Na obrazku 3lviget obarvené jadro fluoreskujici
ICD CD44 po ovlivieni PMA.

Obr. 30Burika HT-29
Zelerg znaena intracelularni CD44.
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Obr. 31Burika HT-29 po ovlivréni 500 ng/ml PMA
Zelerg znaena intracelularni CD44.

Na obrazku 32 jsme si zvyraznili jadro niegpomoci barviva HOECHST. Zeken
pak Zistava oznéena ICD CD44.

Obr. 32Buiika HT-29
Zelert znaena intracelularni CD44 a miedzn&ené jadro.

6.3.2 Detekce ICD podjednotky CD44 na zafixovanyclikach pomoci
imunofluorescence

Diky transfekci jsme ziskali pohled n&je v buice v redlnéméase. Abychom
mohli pozorovat efekt na &Sim mnozstvi butk, vSak transfelni innost nebyla

dostaténa. Vyuzili jsme metodu, ve které jsmenky MDA-MB-231 (znamé svoji
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vysokou expresi receptoru CD44) rigéy@ vystavili pisobeni PMA a néslednje
zafixovali. Na takto stabilni preparaty jsme navidpamarni protilatku na ICD CD44 a
nasleds fluorochromem zngnou sekundarni protilatku (Obr. 33, 34).

Pokusy jsme provedli s 500 ng/ml PMA nankéch v sérovém a bezsérovém
médiu. V obou fipadech byl efekt stejny, ale u 10% média se zgélrazrejSi. Tento
jev odpovida i zaznamu zigtokoveho cytometru (kapitola 6.1.3.), tj.itky v sérovém
médiu maji celko¥ vétSi mnoZstvi receptoru CD44.

V kontrolnim vzorku pozorujeme vyragfi zabarveni okréj burgk a tedy ¥tSi
koncentraci receptoru na membtarPo 30 minutach je ICD CD44 vicetippmna
uvnité buiky. V 60. a pedevSim 120. mingt ICD CD44 obklopuje jadro a je vice
soustedna v centru biky.

Obr. 33Translokace ICD CD44 do jadra po ovliviéni 500 ng/ml PMA v bezsérovém
médiu (0%). Zelerg znatena ICD CD44.
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Obr. 34 Translokace ICD CD44 do jadra po ovliviéni 500 ng/ml PMA v sérovém
médiu (10%). Zelerg znaena ICD CD44.

6.4 Vliv PMA a HA na bugc¢nou smrt

Fluorescedne zna‘eny Anexin V se vaze na fosfatidylserin, ktery vag govrch
translokuji apoptotické biky. U nekrotickych buwk se vSak #¥e vazat i na
fosfatidylserin uvoltny rozpadem bufdnych struktur. Proto, aby bylo mozné rozlisit tyto
dva typy butcné smrti, se musi jeShekrotické biiky ozndit fluorescedni molekulou
propidium iodidu, kterd prochazi pouze naruSenouniir@nou nekrotickych bdk a do
celistvych bugk nepronika.

Abychom zjistili, zda PMA a HA zasahuji do viabjliburek, provedli jsme test
pomoci ptitokového cytometru. Vzorky obarvené propidium iahid a Annexinem V
jsme vyhodnotili podle grafu roZtného na kvadranty fiklad na Obr. 35).
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Obr. 35 Reprezentativni obrdzek grafického hodnoceni buf€né smrti na
priatokovém cytometru

PMA po jedné hodigiv bezsérovém médiu migrzvySila mnozstvi mrtvych bk
(graf 36). VSechny ostatni hodnoty vSak n&mjia Ze dané latky nemaji vyrazny vliv na
apoptozu (grafy 36 a 37).

58



0%

0,05 0,06 0,30 0,04 0,18

0,07
100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
i apoptotické
50% -
0 M nekrotické
40% - M Zivé
30% -
20% -
10% -
0% T T T T T

CTRL 1hod CTRL4hod PMA 1lhod PMA 4hod HA 1hod HA 4hod

Graf 36 Graf procentualniho zastoupeni zivych/ apoptotickgh/ nekrotickych bunék
v populaci kultivované v bezsérovém médiu (0%)
Hodnoty jsou pkmér ze dvou stanoveni.

59



90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

100% -

0,02

0,04

0,03

10%

0,03

0,03 0,02

i apoptotické
M nekrotické

M Zivé

CTRL 1hod

CTRL 4hod

PMA 1hod

PMA 4hod

HA 1hod HA 4hod

Graf 37 Graf procentuélniho zastoupeni Zivych/ apoptotickyla/ nekrotickych bunék
v populaci kultivované v sérovém médiu (10%)

Hodnoty jsou pkmér ze dvou stanoveni.
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7. DISKUZE

HA je nesulfatovany glykosaminoglykaniigomny ve velké nie v extracelularni
hmot, kde zajifuje hydrataci bukk. Dale je HA zapojend do nadorovych prages
ovliviiuje burgénou migraci, podporuje angiogenezi a podili seajarti ran. HA je proto
Siroce vyuzivana v kosmetice, medicinfarmacii. Jeji schopnostipobit na biky je
zprostedkovana specifickou interakci s receptorem CD4B44 je transmembranovy
glykoprotein gitomny na ¥tSiné burg¢nych typi, ktery se podili na vyvoji organismu,
podporuje spravnou funkci imunity nebaibe slouzit jako diagnosticky marker ptadu
nadofi.

V této praci jsme ¢kolika metodami sledovali zény receptoru CD44 po ovliveni
100 ug/ml HA a 500 ng/ml PMA. PMA je pouzivan jakgiany aktivatorfady signalnich
drah etn® signalizace skrze CD44. NiagOkamoto a kolektiv (1999) dokazali, ze PMA
zvySuje Stpeni CD44 a vyvolava redistribuci tohoto receptarbuikach U251MG.
Ladeda s kolektivem (1998) zjistili, Zecite koncentrace PMA zvySuji expresi a celkové
mnozstvi CD44 u F3Il buk. Huang a kol. (2014) prokazali, Zze PMA v zavislosra
koncentraci vyvolava budnou smrt K562. PMA ma také dalSi schopnosti aidixat
burg¢né pochody, najklad indukuje diferenciaci K562, jez slouzi jaktagicky model
diferenciace krevnich bgk (Huang a kol., 2014). Mechanismuginku PMA je
nasledujici: nejiive dojde k jeho navazani na CD44 coz vede k atitiPiC (protein
kindzy C), v dalsim kroku tato kaskada uvedeiinnost metaloproteazy, které jsou
zodpowdné za &tpeni CD44. Influx extracelularnich vapenatych ioavySuje Stpeni
pies &inek na metaloproteazy. (Okamoto a kol., 1999)

V této praci jsme se ndjge zangtili na vliv PMA a HA na doménovou strukturu a
celkové mnoZstvi receptoru CD44 u Bkt T-29. Buiky jsme nechali inkubovat 10 minut
az 4 hodiny v fitomnosti PMA a HA v bezsérovém médiu. Zjistili jsrppomoci metody
Western Blot, Ze PMA i HA zvySuji celkové mnoZsteteptoru CD44 nejvice v kratkych
¢asech a s nastajici dobou klesa az na@vyodni hodnoty. Ladeda a kol. (1998) na rozdil
od nas sledovali u bgsné linie F3Il naiist receptoru po 2 hodinovém vlivu 62 ng/ml
PMA (5 % FBS). Vliv na rozdilné vysledky mohla nptitomnost séra a typ béik
Nobunori a kol. (2010) se zabyvali HA oligosachgral jejich gisobenim na mnoZstvi
CD44 u chondrocyit Jejich z&ur zrel, Ze nemaji vliv na celkové mnozstvi CD44. Potg, ¢
je receptor CD44 aktivovan, dochazi &&ni jeho extracelularni domény a jeji odleni
do séra néasledované uvéiim intracelularni domény. Proto jsme dale detekova
mnozstvi &pnych produki vyvolanych gisobenim PMA a HA. U PMA jsmefetelre
prokazali, Ze podporuje &teni a tedy zvySuje mnozstvi ECD a ICD CD&#nz jsme
potvrdili vysledky ziskané naudznych bugcénych kulturach v idznych casech a
koncentracich PMA 100 ng/ml : U251MG linie, 40 ngdkamoto a kol., 2001; Okamoto a
kol., 1999) nebo MIA PaCa-2 linie, 30 min (Murakal., 2003). Kdyz se zagime na vliv
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PMA v ¢ase, zjistime, Ze dochazic&so¥ zavislému ndrstu Sépnych produki. Tento
vysledek se neshoduje stim, ktery ®#ln Nagano a Saya (2004), kfedetekovali
mohutny naist S&pa v kratkémcase a jejich postupny pokles od 3 hodin vySe. @dlis
vysledky mohou byt dany jinym typem biknU251MG a pitomnosti séra v médiu. Oertli
a kol.(1998) vyuzili metodu Western Blot k tomu,yalyhodnotili mnozstvi ECD CD44
v supernatantu po 48 hodinadhtpmnosti 20ug/ml PMA a timto zissobem takeé potvrdili
aktivatni schopnost PMA. Navrhovany vyznam tohot&péhi z butcného povrchu je
takovy, Ze biiky timto zpisobem inhibuji interakci mezi ligandem a receptor@dertli a
kol., 1998) Ovlivieni pomoci HA 71 kDasobilo na mnoZstvi ICD a ECD CD44 @pa
v porovnani s PMA, tedy prudké zvySeni po 10 micitdasledované poklesem mnozstvi,
od 1 hodiny vySe bylo mnozstvi srovnatelné s kdatroTyto vysledky se shoduji s Murai
a kol. (2003), po 1 hodévlivu HA s molekulovou hmotnosti nad 36 kDa nedixih
k aktivaci S¢peni. NejlepSich vysledkse v této studii vyuzivajici MIA PaCa-2 itky
doséahlo pouzitim 6,9 kDa HA.

Pro lepSi detekci ICD a ECD CD44 by bylo mozn&ha¢ buiky inkubovat
s MG132 proteazovym inhibitorem, ktery by z&tuze se roz&pené domény nezaou
odbouravat, jestnez dojde k jejich detekci. (Okamoto a kol., 1988yrai a kol., 2003)
Vzhledem ktomu, Ze ECD CD44 neposkytuje jeden pahel je rozptylena v titém
rozmezi molekulovych hmotnosti, nabizi se ¥jeni, Ze existuje vice mistépeni
na molekule CD44 nebo doché&zi k nasledné modifikatito produki. (Okamoto a kol.,
1999)

Pro to, abychom se detaijn podivali na od&tpenou ECD CD44 jsme pouzili
médium bugk ovlivnénych PMA nebo HA a vyhodnotili ho pomoci metody ERAL
Vlivem PMA doSlo k poklesu ECD do doby jedné hodinycasech 2 a 4 hodin byl
zaznamenan nast. NaSe vysledky jsou v rozporuésni, které nandtili Murai a kolektiv
(2003) na MIA PaCa-2 hikach, kdy zaznamenal aktivacié@éni uz po 30 minutach
piitomnosti 100 ng/ml PMA. Taktéz Cichy a kolektivO@b) zn&fil u HTB58 po 90
minutach vyrazné zvysSeni ECD CD44 s 308 ng/ml PMAejich vysledk vyplyva, ze
PMA vyvolava Speni CD44 vedouci k uvaini rozpustné CD44, ktera si diwwachova
schopnost vazat ligand, nebo & svou vazebnou kapacitu pro HA. Navrhuji, Ze
rozpustnd CD44 fh¥e izné ovlivnit CD44-HA zprostedkované procesy. Okamoto
s kolektivem (1999) zkoumali mnozZstvi uvete ECD v zavislosti ngase u U251MG.
Zjistili ¢asovou zavislost vzestupu EDC na PMAi &plikaci 500 ng/ml PMA byl efekt
vyrazrgjsi nez pi 100 ng/ml. Vysledek byl detekovatelny uz po 1hatach. U HA jsme
vyhodnotili vzestup ECD po uplynuti 4 hodin, v ric$c¢asech k &peni CD44 v naSem
piipadt nedoslo.

Pro zjiSéni pritomnosti receptoru CD44fpno na buaéném povrchu a zeém jeho
mnozstvi po fidani PMA nebo HA jsme uplatnili prokovou cytometrii. V pipac
vzorka kultivovanych v bezsérovém médiu isdavkem PMA jsme nepozorovali Zadny
vliv po uplynuti jedné hodiny, coz odpovida praceégperta a Lipskyho (1991). Po 4
hodinach uz byl patrny vzestup intenzity fluores@encoz znamendaéisi piitomnost
CD44. Tyto vysledky se shoduji s vysledky SionovaNaora (1998), ki@ provedli
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experiment na hikach HA9 a LB lymfocytech se stejnym zém v obou fipadech tj.
po 18 hodinéch itomnosti PMA v rozsahu koncentraci 0,5-10 ng/mlddk vzestupu
mnoZstvi celkové CD44Cim vy3si byla koncentrace, tim vy3si vyskyt recept®okud
bylo pouzito médium sipmési 10 % FBS, doSlo itps celkovy néarst koncentrace CD44
po vlivu PMA k poklesu tohoto receptoru a t@ase 1 i 4 hodin. Timto jsme potvrdili
vysledky Cichy a kolektivu (2005). Jejich pozorovaahrnovalo tégf srovnatelné
podminky 90 minut vlivu 308 ng/ml PMA na HTB58 (mknné buiky) taktéz za
piitomnosti 10 % FBS. HA kopirovala ve vSedtippdech chovani po PMA az na jeji 4
hodinovou pitomnost u sérovych bk, kdy doslo k nérstu mnoZzstvi receptoru CD44.
Celkové mnozstvi CD44 na povrchu Blrbylo priblizné trojnasobné vigtomnosti 10%
FBS oproti bezsérovému médiu.

Proto, abychom zviditelnili efekt PMA naépeni CD44 a naslednou translokaci
jeho intracelularni domény do jadra, jsme si HTiEgnsfekovali vektorem nesoucim
sekvenci CD44 simdanou sekvenci GFP na C-konci CD44. Zjistili jsnze, nejlepsi
acinnost transfekce jefppouziti kombinace 74,81 media Mc’'Coys, 4,5l atraktantu a
1,3 ul plazmidu. Resto byla celkovadinnost transfekce u tohoto typu kikrvelmi nizka.
Takto gipravené biiky jsme nechali bdi bez ovlivréni nebo s 500 2000 ng/ml PMA a
v ¢ase zaznamenavali za pouZziti fluoregoémikroskopie jejich zrny. Owfili jsme nas
piedpoklad, tj. v kontrolnim vzorku nedoSlo k zZadnyzménam, zatimco u vSech
koncentraci PMA se ICD translokovala do okoli jad&tejnych vysledk na wtSim
mnozstvi budk jsme dosahli $ pouziti MDA-MB-231, u kterych jsme aplikovali
protilatky na ICD CD44. Miletti-Gonzalez s kolek#im (2012) v obdobném pokusu
zjistili, Ze u stabild transfekovanych MCF-7 bgk byla ICD CD44 standardmalezena
jak v cytoplazng, tak v mensi nite i v jAde. Okamoto a kolektiv (1999) na rozdil od nés
pozorovali vliv PMA na lokalizaci CD44 s pouzitim281MG burcné linie. Bez
ovlivnéni se CD44 nachézi na polymerovaném aktinu konoesatém na vnihi strar
membrany. Obdobnou lokalizaci vykazuji i ERM pratei PMA zpisobuje vraséni
cytoplazmatické membrany a Zny v cytoskeletu, které vedou k redistribuci CD44 a
souwasre ERM sneérem k jadru.

Déle jsme cldi zjistit, zda nam vysledky neovlivuje nadnérna bugéna smrt.
Proto jsme provedli procentualni vyhodnoceni negkgth a apoptotickych bik pomoci
priatokového cytometru. Neprokazali jsme vyrazny vihi BMA ani HA na viabilitu HT-
29. HA vyvolala mirné snizeni b&mé smrti. Zhu a kolektiv (2013) se zabyvali touto
problematikou ve vztahu k molekulové hmotnosti H&jiatili, Ze u DSC buék dochazi
vlivem vysokomolekularni HA (vice nez 950 kDa) p® Hodinach k inhibici apoptézy,
zatimco u sednich a nizkych molekulovych hmotnosti je tomupa&o Jinych vysledk
dosahli Ruffell a Johnson (2008), #tsi pro stanoveni b@tné smrti v zavislosti na HA
pripravili Jurkat T-lymfocyty transfekované CD44 zmuwanym na S180, ktery se
vyznauje vySSi hladinou navazané HA. iy nabyly touto Upravou &Si citlivosti
k aktivaci bur¢né smrti. Vysokomolekularni HA bgénou smrt aktivoval, kdeZzto
nizkomolekularni net zZadny vliv. Déle sledovali, Ze se wgtajici koncentraci HA
vzrasta i buréna smrt. PMA v naSi praci vyvolal mirné zvySeni &uné smrti. Huang a
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kolektiv (2014) se zabyvali apoptdézou na pluriptérh buikach K562. Po 72 hodinach
puasobeni PMA v rozmezi koncentraci 1,422,3 ng/ml zaznamenali viBtajici apoptézu
spolu s koncentraci. Ofr@é vysledk dosahli lllera s kolektivem (1993). Néjde
zaznamenali spontanni vzestup apoptdzy korelujigitstajicimcasem, po pdani PMA
se mira apoptotickych bk snizila. Ruffell a Johnson (2008) vyhodnotili nyirvzestup
apoptotickych Jurkat T-lymfoc§t(S180 CD44) s néstajicim¢asem (az do 16 hodin), po
4 hodinach byl efekt nepatrny.

Nékteré z naSich vysledk se neshodovaly s jinymi uvedenymi autory, coZz
pri¢itame odliSnym podminkam a@zanym burcnym liniim. NejlepSich vysledk jsme
dosahli metodou Western Blot, kter& ndm sice neuiteoXysledky kvantifikovat, ale
zietelrg zobrazila vyvoj situace ¥ase. Také se nam pdia dosdhnout dobrych vysletlk
pii fluoresceknim mikroskopickém pozorovani translokace ICD CDé4adra.
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8. ZAVER

V této praci se nam potie prispét k optimalizaci postujp kterymi je mozné sledovat
aktivaci receptoru CD44 u HT-29 b&imé linie v zavislosti ndase. Vybrané metody nam
umoznily nahlédnout jak na celkové mnozstvi recepto burkk, tak na jeho gpeni na
jednotlivé domeény. Jako pozitivni kontrolu jsme lvd®MA a jako girozeny aktivator
kyselinu hyaluronovou 71 kDa. Ziskané vysledkyZzeme shrnout dockolika bodi:

Western Blot: Zmina celkového mnoZstvi receptoru vliivem PMA a HA abyl
shodna, jeho mnozstvi prudce vzrostlo a sistajicimc¢asem klesalo. U produkt
Sttpeni byla zaznamenana dpa reakce, tj. vlivem HA se mnoZstvi ECD zvysilo
nejvice po 10 minutach, naopak po PMA vzrostlo ioejypo 4 hodinach.

ELISA: Pri stanoveni od8pené ECD CD44 uvolmé do média jsme zaznamenali
analogickou odpasd’ receptoru na PMA i HA (v nizkycliasech pokles, po 4
hodinach zvySeni) s tim, Ze po 2 a 4 hodinach s PMAarist ECD vyrazajsi.

Pritokova cytometrie: V bezsérovém médiu se vlv HAPMA na naist

povrchového CD44 projevil az po 4 hodinach. HA Jgl@ stejnou odezvu i
v médiu s pidavkem 10% FBS, kdezto vlivem PMA doSlo ke snizemioZstvi
CD44. Ritomnost CD44 na povrchu bgknbyla giblizné trojndsobnd b pouZziti

10% FBS média oproti bezsérovému.

Na grafech jsme pozorovali formovani dvou populéento jev nds nastroval
k prowieni bureéné smrti. B stanoveni bu&tné smrti jsme vSak nezaznamenali
vyrazny vliv PMA ani HA na viabilitu bugk.

Fluorescetini a konfokalni mikroskopie: V prvnim kroku jsmadstji optimalni
slozeni transfelniho sngsi (pontr transfekniho ¢inidla a plazmidu) pro ifpravu
ICD CD44 zné&ené GFP. Déale jsme na taktéigravenych biikach zaznamenali
vliv PMA. Vzorky vykazovaly pozorovatelnou transkai ICD CD44 do jadra. Zde
jsme pouzili také jinou bunou linii (MDA-MB-231) pro pozorovani shodného
jevu na ¥tsim mnozstvi butk.
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9. SEZNAM NEJPOUZIVANEJSICH ZKRATEK

Vyznam anglicky

Vyznam ¢esky

CD (44) Clusters of Differentiation

CD44s Standardni isoforma CD44
ctrl Control Kontrola

ECD Extracellular domain Extracelularni doména
ERM ezrin, radixin, moesin proteiny
FBS Fetal bovine serum Fetalni ho¢zi sérum

HA Hyaluronic acid Hyaluronova kyselina
HARE Sry(gcl;::r;tgz;lir; receptor for

HYAL Hyaluronidaza

ICD Intracellular domain Intracelularni doména
PKC Protein kinaza C

PMA Phorbol-12-Myristate-13-Acetatg

RHAMM Ir—|ey(/:aelgtr8rnan-mediated motility

RT Room temperature Pokojova teplota

TLR Toll-like receptor

wB Western Blot
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