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2 ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Petr Spacek

Skolitel: Doc. Ing. Barbora Szotikova, Ph.D.

Konzultant: RNDr. Véra Kralova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni markerti epitelialn¢ mezenchymalni tranzice

(EMT) u bunék in vitro

Epitelidlné mezenchymalni tranzice (EMT) je proces, bc¢hem, kterého vznikaji
pohyblivé mezenchymalni bunky z nepohyblivych epitelidlnich bunék. Fyziologicky,
EMT hraje dulezitou roli béhem embryonalniho vyvoje a hojeni ran. Ztrata kontroly nad
timto mechanismem muze vést k fibroze a néadorové progresi. Pohyblivé
mezenchymalni buiiky mohou pronikat pfes bazalni mebranu, dostavaji se do krevniho
fecisté a jsou tak zanaseny do dalSich tkani. Tranzice je regulovana EMT markery. Tyto
markery obsahuji Siroké spektrum proteini zahrnujicich povrchové proteiny
(E-kadherin, N-kadherin), cytoskeletalni proteiny (vimentin), mikroRNA (miR 200)
a transkripcni faktory (Snail, Twist). V této studii byla exprese EMT markeri méfena
pomoci RT-PCR a Western blottingu. Schopnost migrovat byla hodnocena v realném
Case analyzou za pouziti systému x-CELLigence. Dva znamé spoustéée EMT,
StemXVivo™ EMT Inducing Media Supplement (IS) a TGF- B, byly porovnavany na
lidskych oralnich naddorovych bunéénych liniich DOK a H376. TGF-B se ukazal jako
vice efektivni, zejména v koncetraci 5 ng/ml, v porovnani s IS. Citlivéjsi k TGF-8

indukci byla nddorova bunécnd linie DOK.



3 ABSTRACT

Charles University
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Title of diploma thesis: Detection of epithelial-mesenchymal transition (EMT)

markers in cells in vitro

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a process during which motile
mesenchymal-like cells develop from non-motile parent epithelial cells.
Physiologically, EMT plays important roles during embryonic development and wound
healing. Loss of control over this mechanism can lead to fibrosis and cancer
progression. Motile mesenchymal-like cells can pass through the basal lamina, get into
the blood vessels and spread to distant tissues. Transition is regulated by EMT
biomarkers. The biomarkers comprise wide spectrum of proteins, including cell surface
proteins (E-cadherin, N-cadherin), cytoskeletal proteins (vimentin), microRNA
(miR 200) and transcription factors (Snail, Twist). In this study, expression of EMT
biomarkers was evaluated using RT-PCR and Western blotting. The ability to migrate
was assessed using real-time analysis with the x-CELLigence system. Two known
triggers of EMT, the StemXVivo™ EMT Inducing Media Supplement (IS) and TGF-§,
were compared in human oral cancer cell lines DOK and H376. TGF-f3 has been shown
as more effective, especially in 5 ng/ml concentration, in comparison with IS. More

sensitive to the TGF-P treatment was the cancer cell line DOK.



4 Uvod

Nadorové onemocnéni je charakterizované nekontrolovanym mnozenim bunck. Na
rozdil od norméalnich bunék, nadorové buiiky nereaguji na regulacni signaly z okoli a je
u nich potlacena programovana bunécna smrt (apoptdza). Takto pozménéné buiky
ztraceji svou primarni funkci a vytvareji nadorovou tkan. Nadory stale rostou a ohrozuji
funkci jednotlivych tkani a organovych systémt. Mohou také uvolfiovat hormony
narusujici funkci téla. Pokud zistavaji na ptivodnim mist¢ a jsou charakterizovany
omezenym rustem, tak se obecné povazuji za benigni. Mnohem nebezpecnéjsi jsou
nadory maligni. Jsou agresivnéjsi a je pro né typicky rychly rist a Sifeni do dalSich
Casti téla. Oproti benignim nadorim je u nich také vétsi pravdépodobnost
znovuobjeveni po jejich odstranéni. V soucasnosti rozeznavdme vice nez 100 riznych
typil rakoviny, z nichz je kazdy klasifikovan podle typu tkanég, kterd byla na pocatku (1)
2) (3).

Celosvétoveé, i vramci Ceské republiky, je rakovina, po onemocnénich
kardiovaskularniho systému, druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti. Podle statistik WHO ji
v roce 2015 podlehlo na 8,8 miliont lidi (4) (5). K snizZeni téchto statistik by mohlo
napomoci pochopeni nadorového procesu. Znalost molekul a signéalnich drah,
podilejicich se na onkogenezi, slibuje zlepSeni v€asného odhaleni a vyvoj novych

1é¢ebnych metod u nékterych typti nadort.



5 Metastaticka kaskada a role EMT

Tvorba sekundarnich nddor (metastdz) je definovéana jako Sifeni rakovinnych bunék
primérniho nadoru do tkani a orgdnl nespojenych s mistem vzniku priméarniho nadoru.
V dobé diagnézy rakoviny mé alespont polovina pacientli jiz zjistitelné metastazy.
Pribéh vzniku metastdz popisuje metastatickd kaskada. Ta se sklada z nékolika po sobé
nasledujicich krokti (Obr. 1). Pfedpokladd se, Ze cely dé& iniciuje epitelialng-
mezenchymalni tranzice (EMT). EMT je proces, béhem n¢hoz se epitelidlni buiky méni
v bunky podobné mezenchymdalnim. Mezi prvni kroky metastatick¢ kaskady patii
uvolnéni bunky od okoli (od sousedicich bun€k a extracelularni matrix). EMT signaly
narusuji pevna bunécnd spojeni mezi buitkami a pomahaji zvySovat nezavislost bun&k
vici okolnim buiikdm a schopnost migrace. Nasledné se EMT také podili na duilezité
degradaci bazalni membrany v epitelech a prekonani cévnich stén nddorovymi bunkami.
Nadorové buiiky pak prestupuji do lumenu cév, kde jsou unaseny krevnim nebo
lymfatickym fecistém do dalSich tkani. V cilové tkdni pak adheruji k endotelu cév
a dochézi k jejich extravazaci do tkané. Na tomto misté pak podstupuji opac¢ny proces
od EMT, tedy mezenchymalng-epitelidlni tranzici (MET). Dale proliferuji a vytvareji

potencidl pro tvorbu sekundarnich nadora (6).

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

travel through bloodstream
(less than 1in 1000 cells
will survive to form metastases)

=l e *re = e { ..uﬁi"& R é
adhere to blood vessel escape from blood vessel proliferate to form

wall in liver {extravasation) metastasis in liver

Obr. 1- Proces vzniku metastaz (Zdroj:1)

10



6 Buiiky v procesu EMT

6.1 Epitelialni buiika

Epitelialni buiky tvoii epitelidlni tkan, ktera kryje volné povrchy nebo vystyld dutiny
v organismu. Strukturalni integrita je klicovou vlastnosti epitelidlni tkané. Pevnym
spojenim bunék ziskava epitel funkci bariéry a oddéluje tak kompartmenty na obou
stranach majici odlisné chemické slozeni. Pro epitelidlni bunky je charakteristicka
apikalné-bazalni polarita a vyskyt epitelidlni cytoskeletdlni matrix (cytokeratinova
a aktinova sit’ intermedidlnich filament). Typicka je také pfitomnost bazalni membrany,
kterd oddéluje epitel od okolnich tkani. Komunikace s okolnimi buiikami je zajiSténa
pomoci mezerovych spoji. Epitel ma v téle funkci bariéry a hraje dilezitou roli

v absorpci, sekreci a difuzi latek (7) (8) (9).

6.2 Mezenchymalni buiika

Mezenchymalni bunky oproti epiteliim maji jednodussi stavbu. Buitkky mezi sebou tvori
slaba nebo Zz4dna mezibunétna spojeni. Obsahuji vysoce rozvinutou cytoskeletalni sit’
s intermediarnim filamentem vimentinem. Rovné€Z u nich neni zachovéana apikalné
bazalni polarita. Mohou produkovat latky remodelujici extracelularni matrix, coz jim
umoziuje snadnéji prochazet pres bazalni membranu do jinych kompartmenti (Obr. 2).
Tyto rozdily déavaji mezenchymalnim bunkdm zvySenou pohyblivost a schopnost

migrace (10) (11).

Epithelial cells

Bosement membraone

Mesenchymal cells

Obr. 2 - Zména fenotypu bunék v procesu EMT (Zdroj:2)
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7  Uloha mezibuné&nych spojeni v metastatickém procesu

Epitelialni bunky vytvaii souvislou vrstvu, maji omezenou pohyblivost a jsou ukotveny
k bazadlni membran¢é. Tyto vlastnosti jsou zajiStovany spojenim mezi buiikami
spojenim bun€k s bazdlni membranou. Udrzeni bun¢k pospolu zabezpecuji
mezibunééna spojeni. Jedna se hlavné o adhezni a té€sna spojeni tvofici spojovaci
komplexy. Spojeni bun¢k slouzi jako misto dvousmérného prenosu signali propojujici
cytoskelet, intracelularni signalizaci a genovou expresi s extracelularnim prostiedim.
EMT signaly tato spojeni naruSuji. Bunky ziskavaji zvySenou pohyblivost a autonomii

na okoli. Tento krok je nezbytny pro zacatek metastatické kaskady (12) (13).

7.1 Tésna spojeni - zonula occludens

Tésna spojeni (TJ) jsou nejvice apikalni slozkou spojovacich komplext a slouzi jako
bariéra mezi prostfedimi. Pfedstavuje nejsilngjsi spojeni bunék. TJ komplexy se zdaji
byti dynamickymi a regulovanymi strukturami. TJ tvofi nejméné¢ 40 proteint
zahrnujicich transmembranové a vnitini adaptorové proteiny. Mezi transmembranové
proteiny utvarejici pevna spojeni patii okludin, klaudiny a proteiny JAM (junkéni
adhezni molekuly). Okludin a klaudiny prostupuji ¢tyfikrat bunéénou membranu a maji
schopnost vazby na molekulu okludinu/klaudinu sousedni bunky. Zmény v podilu
okludinu koreluji s vaskularni permeabilitou, a proto nejspiSe fidi otevirani a zavirani
pevného spojeni. Klaudiny fidi prostup malych molekul s nébojem a ionti. Pod
bunénou membranou se nachdzeji adaptorové proteiny, které maji podplrnou funkcei
a fidi cytoskeletdlni ukotveni pevného spojeni. Jde o proteiny zonula occludens

(Z0-1,2,3) (12) (13).

7.2  Adhezni spojeni — zonula adherens

Vytvati souvisly pas vyskytujici se povétSinou na apikalni strané buiiky pod tésnym
spojenim. Adhezni spojeni se skladaji ze dvou zdkladnich adheznich jednotek:
kadherin/katenin a nektin/afadin komplext. Oba komplexy jsou piimo ¢i nepiimo
spojené s aktinovym cytoskeletem. Rovnéz tyto komplexy maji extracelularni doménu,
ktera produkuje signaly ovliviiujici dynamiku aktinového cytoskeletu (zapinaji

a vypinaji adhezivni funkce) (12) (14).
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7.2.1 Kadherin/katenin komplex
Sklada se z E-kadherinu (popi N-kadherinu), B-kateninu a o-kateninu. Kadheriny
poskytuji vazbu se sousednimi buiikami, zatimco kateniny cely komplex ukotvuji

k aktinovym vlakntm (12) (13).

7.2.2 Nektin/afadin komplex
Nektin patfi mezi imunoglobulinové adhezni molekuly. Extracelularni domény obsahuji
tfi IgG podobné smycky a vytvaii heterotypické, ale i homotypické vazby s protilehlymi

nektiny. Cytoplazmatickou doménu tvoii aktin vazajici protein afadin (12) (13).

7.3 Desmozomy (macula adherens)

Obsahuji strukturné podobné proteiny jako adhezni spoje. Nevazi se vSak na aktinova
vldkna, ale na sit’ intermedidrnich filament cytokeratinu nebo vimentinu. Diky tomu
zajistuji silnou soudrznost mezi builkkami, které tak mohou odoldvat mechanickému
stresu. Extracelularni c¢ast tvofi proteiny patiici do kadherinové rodiny desmoglein
a desmokolin. Intracelularni ¢ast se sklada z proteint plakofilinu a plakoglobinu, které
dodavaji stabilitu komplexu. Patii sem rovnéz protein desmoplakin, ktery slucuje

komplex s intermedialnimi filamenty (15).

7.4 Hemidesmozomy

Hemidesmozomy jsou multiproteinové komplexy ukotvujici epitel k bazalni membrang.
Adhezi zajist'uji transmembranové proteiny integriny. Integriny umoziuji také fokalni
adhezi s jinou butikou nebo mimobunécnou hmotou. Zabezpecuji také pienos signalu

mezi buitkou a extracelularnim prostiedim (15) (16).
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Obr. 3 - Typy mezibunéénych spojeni (Zdroj:3)

8 Epitelialné - mezenchymalni tranzice

Epitelidlné - mezenchymalni tranzice (EMT) je dynamicky reverzibilni proces, pfi
kterém se znepohyblivych epitelidlnich bun€k stavaji pohyblivé buiky
s mezenchymalnim fenotypem. Fyziologicky EMT hraje dualezitou roli v pribéhu
embryonalniho vyvoje a hojeni ran. Ztrata kontroly nad timto procesem miize vést
k fibr6ze a umoziluje nadorovym bunkam tvofit metastizy. EMT je koordinovana
destabilizace mezibunécnych kontaktd s prislusSnymi zménami v genové expresi. Bunky
ziskavaji migracni a invazivni vlastnosti mezenchymalniho fenotypu. Kromé motility
a invazivity je disledkem EMT rezistence builkky k apoptéze a mozna rezistence

k protinddorovym lékim (17) (18).

Jako EMT 1. typu nebo také vyvojovda EMT jsou souhrnné oznaCovéany vSechny
tranzice, které se odehravaji v prubéhu vyvoje zarodku. Tento d€j zaznamenavame uz
v obdobi gastrulace, kdy dochazi ke ztraté bazalni membrany pod epiblastem. Dochazi
k naruseni bunécénych spoji zplsobenému ztritou E-kadherinu. Migrujici bunky
entodermu pak zakladaji mezoderm a po reverzi MET 1 entoderm. Vyvojova EMT se
podili také na zakladani neurdlni trubice, na formovani srdecnich chlopni a vyvoji

nefronll a koncetinového svalstva (17) (19) (56).
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EMT IL typu je spojena s procesem, ktery napomahd hojeni ran, regeneraci tkani, ale
muze také zplisobovat fibrozu. EMT je spusténa zanétlivou odpovédi téla zpiisobenou
poskozenim tkané. Dusledkem je tvorba bun€k (fibroblasty) podilejicich se na reparaci
tkan€. D¢j je poté zakoncen utlumenim zanétlivé reakce. Pokud neni zanétlivy program
ukoncéen, hromadi se v tkdni zanétlivé bunky a fibroblasty. Program EMT tedy stale
pokracuje. Zdrava tkan je postupné nicena a nahrazovana fibrézni. EMT II. typu je
v tomto piipad¢ vicestupniovy proces. Bunky pod tlakem zénétlivé reakce podstoupi
nekolik prvnich kroka k zméné svého fenotypu tzv. dil¢i EMT. Poté opusti epitelialni
vrstvu, projdou bazalni membranou a zacnou se hromadit v inersticiu tkané, kde
nakonec dochazi ke ztrat¢ i zbylych epitelidlnich znakd a prevladne u nich plné

fibroblasticky fenotyp (17) (19) (24) (56).

Jak bylo vySe zminéno, EMT se podili na iniciaci metastatické kaskady. Toto zapojeni
se popisuje jako EMT III. typu. Aktivace EMT napoméha uvolnéni mezibunécnych
spojiit a odpoutdni bunék od bazdlni membrany. Takovéto aktivované builky se
vyskytuji hlavné na okrajich nadoru. Produkuji mezenchymalni markery (vimentin)
zajiStujici potfebné vlastnosti pro ptestup do krevniho obéhu a k nasledné extravazi do
jinych tkani. V krevnim fecisti panuji jiné podminky a rozdilné tlaky, nez na které jsou
epitelidlni bunky uzplisobeny. Dulezitd je tedy krom¢ migrace i zvySend mechanicka

odolnost (17) (19) (56).

Type 1: Development Type 2: Wound Healing Type 3: Cancer Invasion
Proliferating
Epiblast layer tumor cells
Primative : Fibrobasts + e T e e e ¥
streak fibrin clot
pr EMT i
pr-a - 4
Mesenchymal layer Basement membrane

7%

Invading cancer cell

Obr. 4 — Typy EMT (Zdroj:2)
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9 Indukce EMT

Bylo popséno mnoho indukénich a signalizacnich molekul podilejicich se na iniciaci
procesu EMT v nddorové tkani, pfesto cely mechanizmus aktivace a jeho prub¢h
zustava nejasny. NejCastéji se predpoklada vliv genetickych a epigenetickych zmén
v nadorovych bunikach na citlivost pro signaly indukujici EMT. V této praci bylo EMT
indukovano pomoci jednoho z hlavnich a nejlépe charakterizovanych induktori EMT
a to transformujiciho rtstového faktoru beta (TGF-B). TGF-B je silny pleiotropni
cytokin regulujici vyvoj, diferenciaci a homeostazu v podstaté u vsech typt bunck
a tkani. Zaroven je TGF-B dilezitym supresorem epitelové bunécné proliferace, ¢imz
zabranuje vzniku primdrnich nadorid. Za patofyziologickych podminek slouzi vsak jako

pozitivni regulator progrese nadoru a metastaz (19) (20) (21).

TGF-B indukovana signalizace zahrnuje jak aktivaci genové nezavislé (typ I), tak
1 genové zavislé drahy (typ II). U drahy L. typu TGF-B reaguje s okludinem, jenZ je
soucasti komplexti pevnych spoji a fosforyluje PAR6 protein. Jeho fosforylace vede
k degradaci RHOa (mald rodina GTPaz odpovédna za polaritu a junkéni stabilitu
bun¢k). Tyto dulezité¢ reakce vedou ke ztrat¢ apikalné bazélni polarity a uvolnéni
pevnych spojii mezi bunikami. Dréha II. typu déle ovliviiuje expresi Slug proteind, které
inhibuji tvorbu desmozomovych proteinli desmoplakinu a plakoglobinu. Kromé toho je
indukovana exprese represorti E-kadherinu mezi néz patii transkripcni faktory Twist,
»Zinc finger E-box binding homeobox 1/2* (ZEB1/2), Snail 1 a Snail 2 (Slug). Take je
podporovana tvorba N-kadherinu a vimentinu, proteint typickych pro mezenchymalni
buiiku. Spolu s vySe uvedenymi reakcemi se tak dotvaii transformace epitelidlniho

fenotypu na mezenchymalni typ (19) (22).
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10 Markery EMT

Markery EMT predstavuji Siroké spektrum molekul zahrnujicich adhezni proteiny
nachazejici se na povrchu bun¢k (E-kadherin, N-kadherin), intermediarni filamenta
(vimentin, cytokeratin), popiipadé transkripcni faktory (Snail, Twist, ZEB). Mtzeme je
rozdélit na markery epitelidlni a mezenchymalni podle znalosti fenotypti obou druhti

bunék (Obr. 5) (23) (24).
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Obr. 5 - Markery EMT (Zdroj:4)

10.1 E-Kadherin/N-Kadherin

tkdnich. Jedna se o transmembranovy protein, ktery je lokalizovdn na povrchu
epitelialnich bunék v oblastech adheznich mezibunéénych spoji. Vice pohyblivé a méné
polarizované mezenchymalni buniky produkuji N-kadherin. I ptes strukturni podobnost
s N-kadherinem, neni spojeni E-kadherinu a N-kadherinu moZné. Postupné sniZeni
E-kadherinové produkce, vic¢i produkci mezenchymalniho N-kadherinu, je typickym
déjem v procesu EMT. Jedna se o tzv. ,.kadherinovy switch®. Jednim z ukol piepinéni
kadherinli je umoznit vybrané populaci bunék se oddélit od svych sousedl - napiiklad
béhem procesii gastrulace. Snizend E-kadherinova tvorba je nejcastéji zpusobena
metylaci jeho promotoru nebo zvySenou tvorbou transkripénich represorti
(Snail, Slug). N-Kadherin produkovany epitelidlnimi bunkami zvySuje motilitu,
invazivitu a celkovou pfeménu bunék na mezenchymalni fenotyp. N-Kadherin dale
stimuluje bunécny rist a potlauje apoptické signaly. Pokles hladiny E-kadherinu
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a nartst N-kadherinu slouzi jako jeden z hlavnich ukazatelt EMT (25) (26) (27) (28)
(29).

10.1.1 Stavba E-kadherinu

E-Kadherin Ize rozdélit na mimobunécnou a cytoplazmatickou c¢ast (Obr.6). Jeho
extracelularni ¢ast, skladajici se z péti vapnik-vazajicich domén, zajistuje mezibunécny
kontakt se sousedicimi bunikami. Tyto interakce jsou homotypické (spojeni mezi
stejnymi molekulami) a poskytuji vazbu s mimobunéénymi doménami protilehlych
kadherini. Prvni doména kadherinii (extracelularni kadherin doména 1; EC1) ma
kli¢ovou tlohu v rozpoznavani a vytvoieni vazby mezi kadheriny. Dvé ECI1 domény
spolu vytvari dimer, ktery je zdkladem pro adhezni vazbu. Cytoplazmaticka cast je
spojena s kateniny (a-katenin, B-katenin, pl20-katenin) vazajicich se na aktinovy
cytoskelet. Ukotvenim komplexu k cytoskeletu je zajiSténa stabilita adheznich
mezibunéénych spoji. Cytoplazmatickd doména se vdze na pl120-katenin (p120ctn)
v blizkosti plazmatické membrany. o-Katenin se vdze na [-katenin a pfipojuje
kadherinovy komplex na aktinovy cytoskelet. E-Kadherinové a N-kadherinové
doménové struktury jsou si vzajemné podobné, stejné jako jejich interakce

s kateniny(12) (30).

Extracellular Intracellular
Octn

[3-catenin

Actin filaments

Obr. 6: Stavba E- kadherinu (Zdroj:5)

10.2 Snail

Marker Snail fadime mezi transkripéni faktory regulujici rizné aspekty EMT programu.
Ptimo potlacuje produkci E-kadherinu a snizuje tvorbu desmoplakinu. Dale podporuje
tvorbu dalSich mezenchymalnich markeri (vimentin). Snail také zprostiedkovava

blokaci bunécného cyklu a pfispiva k buné€nému pohybu. Mezi jeho dalsi cile patii
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geny regulujici bunécnou polaritu a apoptézu. Nedavné studie ukézaly, ze pomoci Snail
indukované EMT se urychluje vznik metastdz prostiednictvim vyvolani imunosuprese.
Potlacenim markeru Snail se vyrazn¢ inhibuje riist nadoru a metastaz zvySenim nador
infiltrujicich lymfocytli a systémové imunitni odpoveédi. Z tohoto diivodu je Snail

efektivni cil pro prevenci metastaz (31) (32).

10.3 p-Katenin

B-Katenin je obvykle lokalizovan na vnitini strané bunéné membrany a ukotvuje
E-kadherin k cytoskeletalnimu aparatu. Po ztrat¢ bunécné adheze je E-kadherin
endocytovan a [B-katenin uvolnén z vazby. V builkach, které prochazeji EMT, se
B-katenin vyskytuje v cytoplazmé (tmérné k ubytku E-kadherinu). Tento volny
cytosolicky B-katenin se premistuje do jadra, kde podporuje transkripci genti indukujici
EMT. Nuklearni B-katenin funguje jako transkripéni ko-aktivator, ktery kontroluje
transkripci Snail. Nalez nuklearniho p-kateninu koreluje se Spatnou prognoézou

u pacientii (17) (24).

10.4 Vimentin

Vimentin je intermedidrni filamentum, které hraje roli v bunécné elongaci a vytvaii
cytoskeletalni aparat u mezenchymadlnich bunék. Vimentin je také rozhodujici pro
recyklaci endocytovanych bunéénych adheznich receptorti a integrinll, coZ muize vést
k nefizené bunééné migraci. Podle studii bylo dokézano, Ze sniZenim hladiny
vimentinu je snizena proliferace, migrace a invaze metastatickych bunck ve srovnani

s kontrolnimi bunikami (24) (33).

10.5 Twist

Twist-1 protein (také nazyvany Twist) patii mezi transkripcni faktory, ktery se fadi do
rodiny helix-loop-helix (bHLH) proteint. Je tvofen dvéma a-helixy spojenymi kratkym
fetézcem aminokyselin. Twist se podili na mezodermalni diferenciaci. V buikach
aktivuje EMT, jak ve fyziologickych procesech, tak 1 v pribéhu karcinogeneze, kdy je
exprese zvySena. Twist proteiny funguji jako transkripéni represory (E-kadherin) nebo
jako aktivatory (N-kadherin). Podle studii se dale podileji na inhibici apoptézy (34)
(35).
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10.6 ZEB 1,2

ZEB 1, 2 proteiny jsou fazeny mezi transkripcni faktory EMT. Tyto proteiny piimo
potlacuji tvorbu nejen E-kadherinu, ale i dalSich epitelidlnich markert (komponenty
desmozomt a pevnych spojeni). ZEB 1 a ZEB 2 zvySuji také agresivitu a metastatickou
aktivitu nadorti. Kromé toho ZEB 1 sehrava vyznamnou roli v progresi nadoru a slouzi,
jako potvrzeni Spatného klinického vysledku u pacienti s rakovinou. Jednd se o
specificky induktor EMT, ktery dava charakteristické vlastnosti nadorovym kmenovym
bunikam, jako jsou l€kova rezistence a radiorezistence. ZEB 2 piimo potlacuje vznik TJ
proteini klaudinu-4 a zona occludens 3. Také snizuje expresi desmozomového proteinu
plakofilinu-2 a indukuje mezenchymalni markery vimentin, N-kadherin a matrixové
metaloproteindzy-2 (MMP-2) prostfednictvim dosud neznamého mechanismu. Bylo
popséno, ze cytoplazmaticky ZEB 2 je dalezitym faktorem v ranych fazich malignity, a
také predpovida Spatné celkové preziti (23) (36).

10.7 Matrixova metaloproteinaza-2

Matrixovou  metaloproteinazu-2  (MMP-2) tadime mezi zinek-dependentni
endopeptidazy, které degraduji kolagen v extracelularni matrix bazalni membrany.
Extracelularni matrix (ECM) je komplexné strukturalni a funkéni sit’, a obecné se
predpokladd, Ze aktivni rozpad bazdlni membrany nebo okolni pojivové tkané
podporuje invazi nadorovych bunck do krevniho obéhu a nasledny vznik metastaz (37)

(38).
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11 MikroRNA

MikroRNA (miR) jsou jednovldknové fetézce nekddujici RNA o délce 21-23
nukleotidl, které posttranskripéné kontroluji genovou expresi degradaci mRNA nebo
inhibici translace. V poslednich letech byl prokazany jejich velky vyznam v procesu
nadorového onemocnéni. MiR v programu EMT funguji jako onkogeny nebo tumor
supresory transkripcnich faktorti. Exprese miR je tkanové a nadorové specificka,
pficemz abnormalni hladiny miR v rliznych typech nadori maji zasadni konsekvence
pro jejich biologické chovani i klinické projevy. MiR nejsou efektorovymi molekulami,
ale regulacnimi prvky, jejichz podil na nadorovém procesu je uzce spjat s funkci
cilovych mRNA, které¢ reguluji. Onkogenni miR ma v nddorové buiice zvySenou
hladinu a snizuje produkci tumor supresorl, zatimco exprese nadorové supresorové miR

je v nadoru sniZena (42) (54).

11.1 MikroRNA se supresorovou aktivitou
miR 16 — Funguje jako nadorovy supresor. Svym zacilenim na proapopticky protein

Bcl-2 poméha indukovat bunéénou smrt u chronické lymfatické leukémie (39).

miR 125b — Fyziologicky funguje jako tumor supresor. Nizké mnozstvi miR 125b bylo
naméfeno v nadorech vajecnikii. V sou€asnosti se mé za to, Ze miR 125b ma dtlezitou
roli pfi sniZovani invazivni a migrac¢ni schopnosti ovaridlnich nadorovych bunék (40)

(54).

miR 200a,b — Podileji se na represi EMT aktivaci tvorby metastatickych supresorovych
proteint a potlacuji vznik transkripénich faktort ZEB1 a ZEB2. Pokud dochazi k jejich
zvySené produkci, dochédzi ke zvySené tvorbé E-kadherinu. Rodina miR 200 dale
zeslabuje induk¢ni signdly TGF-B. Pfi snizené produkci naopak slouZzi jako piimy cil
TGF-B a ZEB1/2 faktorti. Toto propojeni mezi TGF-B, miR 200 a ZEB, mize
vysvétlovat reverzibilitu mezenchymalniho fenotypu (42) (47) (54).

miR 145 — Podili se na regulaci riznych bun&tnych procesti, jako jsou napiiklad
bunécny cyklus, proliferace nebo apoptdza, jenz jsou cilem mnoha onkogenti. Snizena
exprese miR 145 je spojend s horsi progndézou u mnoha typt rakoviny. Bylo prokazano,
ze vysSi hladiny miR 145 zvysily senzitivitu pacientl k radioterapii. Dale byla
potvrzena zvySend citlivost zalude¢nich nadorovych bunék na 5-fluorouracil
v kombinaci s miR 145. Kombinace miR 145 a chemo- nebo radiac¢ni terapie

predstavuje novou protinadorovou strategii (41).
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11.2 MikroRNA s induk¢ni aktivitou

miR 9 — Je identifikovana jako onkogen, ale i jako tumor supresor, v zavislosti na
riznych typech rakoviny. Onkogeneticky inhibuje pfimou expresi E-kadherinu
a podporuje tvorbu mezenchymalniho vimentinu naptiklad u rakoviny mozku.
U rakoviny prsu oproti tomu nadmérna exprese miR 9 indukuje antiproliferativni,

anti-invazivni a pro-apoptotickou aktivitu (43) (56).

miR 21 — ZvySuje aktivitu degrada¢nich enzymu inhibici tumor supresort. Pocetné
studie rovnéz prokdzaly, ze zvySena exprese miR 21 koreluje s klinickym stadiem
onemocnéni a pacienti s vyssi hladinou této miR maji vétsi riziko rozvoje vzdalenych
metastdz a tudiz 1 hor$i prognozu. Vyzkumy dale udavaji, ze tato miR vyrazné

podporuje novotvorbu cév (44) (54).

miR 31 — Nadmérné hladina miR 31 byla zmétena piedevsim v pokrocilych nadorech
kolorektalniho karcinomu. Stejné¢ jako u miR 21 i tato miR se podili na angiogenezi.
U miR 31 bylo navic pozorovano castéjsi metastatické Sifeni lymfatickym systémem

(45) (54).
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12 Klinicky vyznam EMT

Uspé&snost konvenénich protinddorovych chemoterapeutik je ¢asto omezena nadorovou
specificitou, zavaznou toxicitou nebo vyvojem rezistence, coz podminuje hledani
novych terapeutickych pfistupti. Zacileni na razné molekulové cile se objevuje
v inovacnich strategiich 1é€by rakoviny kviili zvySeni nadorové specifity a snizeni
systémové toxicity. Detekce produkce EMT markert, spojenych se Spatnou prognézou
pacienta, je pfedmétem mnoha studii a vyzkumt. Uvedeme-li par ptikladl z praxe, tak
bylo zjisténo, ze nadmérnd exprese markeru Twist je spojena se Spatnou prognodzou
u mnoha druhti rakoviny, jako je rakovina mocového méchyte, prsu nebo rakovina
délozniho Cipku. ZvySena produkce Snail je spojena se Spatnou prognézou pieziti
pacienta u rakoviny prsu, vajecnikl a tlustého stfeva. Tvorba vimentinu u karcinomi
koreluje s jejich riistem a schopnosti metastazovat, coz by se mohlo stat indikdtorem
Spatné prognozy pro mnoho druhti rakoviny. Podle téchto dat by detekce EMT markert
mohla byt vhodna pro ptfedpovéd’ rustu nddoru ¢i identifikaci moznych terapeutickych
cili. Rovnéz znalost signalnich drah indukujicich EMT se jevi jako vhodna moznost
1écby rakoviny. Problém je ovSem spravné nacasovani terapie. Béhem pocatecni faze
onemocnéni muze léCba zplsobit diferenciaci mezenchymadlnich bun€k v nadoru.
V pozd¢jsi fazi pak stejna 1é¢ba mize uspisSit proces MET, a tim rist jiz pfitomnych

metastatickych lozisek (33) (46) (48) (56).

12.1 EMT a lékova rezistence

Situaci komplikuje fakt, Ze mnoho néadort je sloZzenych z bunck rGznych
morfologickych a molekularné biologickych vlastnosti. Kromé toho, bunky s riznymi
molekuldrnimi vlastnostmi v ramci stejného nadoru reaguji odlisné na protinadorovou
terapii, coz muze vést k vyvolani 1ékové rezistence. Lékovou rezistenci mohou také
zhorSovat adaptivni zmény rakovinovych bunék po terapii. V epitelidlnich naddorech tyto
adaptivni zmény mohou zahrnovat, alespot z ¢asti, EMT a MET piechody bun¢k.
Proces EMT produkuje buiiky podobné kmenovym nadorovym bunkdm. Takovéto
nadorové buiiky maji vysokou schopnost sebeobnovy a byvaji rezistentni vici
chemoterapeutikim (56). V praxi bylo pozorovano, ze zvySeni Snail a TGF-B
v nadorovych bunkéch vede ke zvySeni rezistence na S-fluorouracil. ZvySena produkce
Twist mize zapfiCinovat rezistenci nadorovych bunc¢k na mikrotubularni cytostatika

taxol a vinkristin (35). Pfedmétem zkoumani jsou ale i zmény plisobici proti progresi

23



nadoru ¢i zvetSujici jeho chemosenzitivitu vii€i cytostatikiim. Piikladem budiz zesileni
chemosenzitivity pankreatickych bunék na gemcitabin, diky zvySeni produkce
E-kadherinu a zeslabeni ZEB signali. Podrobnéjsi studium EMT a nadorovych
kmenovych bun¢k by mohlo vést ke snizeni chemorezistence, zavedeni novych

prognostickych faktorti a vyvoji riznych forem cilené terapie (46) (48).
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13 Cile
Néplni mé diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro stanoveni specifickych

markertt EMT v dysplastické linii DOK a v nadorové linii H376.
Pro studium EMT byly porovnavany:

* vhodné induktory EMT a jejich koncentrace

= Casovy interval od podani induktorti
Hledani vybranych markert na turovni:

=  mikroRNA
= mRNA

* proteini
Porovnani vlastnosti bunék pred a po indukci EMT:

* Migra¢ni schopnost
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14 Metodika

14.1 Chemikalie

Ambion, Life Technologies

akrylamid (BIO-RAD)

APS (BIO-RAD)

Bis-Akrylamid (BIO-RAD)

Blokovaci mléko (BIO-RAD)

Bovinni sérovy albumin 96% (BSA — Sigma Aldrich)

D — PBS (PAN Biotech)

DEPC voda (Invitrogen)

Destilovand voda

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - Sigma Aldrich)TRIzol
reagent

dodecylsulfat sodny (SDS — Sigma Aldrich)

EGF (epidermalni rustovy faktor) (Sigma aldrich)

Etanol (RNDr. Kulich)

FBS (fetalni bovinni sérum) (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
Forward primer a Reverse primer pro cilenou mRNA (10mM)
glycin (Sigma Aldrich)

Chloroform (SERVA)

Isobutanol (PENTA)

Isopropanol (100% bez RNA)" (SERVA)

Kit pro pfipravu cDNA (Thermo Scientific):

Kit pro stanoveni bilkoviny BCA (kyselina bicinchoninova) kit (Sigma
Aldrich)

kyselina chlorovodikova (PENTA)

Master mix (Roche):

Metanol (RNDr. Kulich)

M-MULYV Reverzni Transkriptaza

Paraformaldehyd (BIO-RAD)

Primarni protilatky (Cell signaling technologies)

Randomizovany hexametr primer 5Sxreakéni pufr 10mM dNTP mix
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= RiboLock RNAse inhibitor

» Sekundérni protilatky (DAKO)
* SYBR®GREEN

= TRISMA-Base (Sigma Aldrich)
* Tween 20 (Sigma Aldrich)

14.2 Pristroje a pomiicky

14.2.1 Pristroje
* Bunéény inkubator (Sanyo, MCO-18AIC (UV))
= Cellometer AutoT4 (Nexcelom Bioscience)
= Centrifuga (Jouan MR23; Eppendorf 5415R)
= Epiluorescen¢ni mikroskop (Nikon Eclipse E400)
» Laminarni box (Thermo Scientific, MSC Advantage)
» Laminarni box na PCR (Captair Bio, Erlab)
» Magnetickd michacka (IKA, RCT Basic)
* Nanodrop (Thermo Scientific)
» PCR cyklér (Corbett Research PCR Rotogene 6000)
= Spektrofotometr (Tecan Infinite M200 PRO)
= Termoblok (Major Science)
= Ttepacka (IKA, M+S 2/4 Digital)
» Ttepacka vortex (IKA MS2)
= X-celligence (RTCA DP, Roche)
=  Zdroj stejnosmérného napéti (BIO-RAD)
= Zobrazovaci systém pro gely a bloty (Gel Logic 2200 PRO, Carestream)

14.2.2 Pomiicky
*  96ti-jamkové mikrotitraéni desticky s kulatym dnem (NUNC, Thermo
scientific)
= Bé&zné laboratorni vybaveni
= Hfeben, filtracni papir, blotovaci houbic¢ky (BIO-RAD)
* Injekéni stiikacky, jehly (Braun)
»  Migracni komurky (Roche)
»  Mikrozkumavky (Thermo Scientific)

= Nastavce pro kultivaci a barveni bun¢k na podloZnich sklickach
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* Pipetovaci nastavce

* Pipety (Finnpipete; Eppendorf)

= Plastové nadobky s vickem (TPP)

»  Podlozni a kryci sklicka

* Pomicky na pfipravu gelu — nalévaci stojanek, sklo, sklo se spacerem,
stojany,

= PVDF membrdna (polyvinyliden difluoridovd membrana — GE
Healthcare)

= Sterilni pipety (TPP)

= Stojany

= Skrabky (TPP)

= Spi¢ky rtizného rozsahu (Finntip; Eppendorf)

* Vanicka na elektroforézu (BIO-RAD)

14.3 Bunécéné linie

H376

Ziskana z dlazdicovitého karcinomu dolniho patra ust 40-leté pacientky. Tato
bunécna linie je dle udaji poskytovatele (Sigma Aldrich) velmi citliva na TGF-f3
(transformuyjici ristovy faktor).

DOK

Dysplastické oralni keratinocytové bunééné linie DOK byly izolované z kusu
zadni c¢asti jazyku 57-let¢tho muze, ktery byl tézky kufdk. Po odstranéni
dlazdicovitych bun¢k karcinomu byla zbyvajici dysplazie nasledné odstranéna

a pouzita k iniciovani primarnich kultur vedouci k vytvoteni linie DOK (57).

14.4 Indukce EMT

TGF-p (transformujici rastovy faktor p) — rekombinantni, produkuji ho CHO
buiiky in vitro (CHO = chinese hamster ovary)

The StemXVivo™ EMT Inducing Media Supplement (IS) — obsahuje znamé
induktory a inhibitory regulacnich drah EMT (anti-human E-Cadherin,
anti-human sFRP-1, anti-human Dkk-1, recombinant human Wnt-5a,

a recombinant human TGF-)
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14.5 Real-Time PCR (RT-PCR)

Princip

RT-PCR (kvantitativni PCR) je metodika zaloZzend na polymerazové fetézové reakci
(PCR). V Kklasické PCR je amplifikovany produkt (amplikon) detekovan po skonceni
reakce elektroforeticky. Naproti tomu real-time PCR umoziuje méfeni zmnozeného
produktu v pribéhu reakce, tzn. v redlném case (real time). Detekce produkti reakce je
umoznéna vyuzivanim fluorescen¢nich molekul, které odpovidaji mnozstvi
amplifikované DNA v kazdém cyklu. Tyto fluorescen¢ni chemikalie mohou byt barviva
vazajici se na DNA, anebo sekvencné specifické primery ¢i sondy. Protoze hledana
sekvence DNA miize byt stanovena, jak kvalitativng, tak i kvantitativné (pocet kopii
DNA), je real-time PCR oznacovana také jako kvantitativni PCR (qRT-PCR). V této
praci bylo pouzito fluorescencni barvivo SYBR®-Green, které se interkalaéné vaze na

dvouretézcovou DNA (49) (50).
Priprava vzorki RNA izolaci pomoci kolonek

Ke vzorkim bunék lyzovanych v TRIzol reagentu bylo pfidano stejné mnoZzstvi etanolu
(95-100%) a smés byla preklapénim nckolikrat promichdna. Tato smés byla pfenesena
na kolonky vloZzené do vétSich spodnich zkumavek a centrifugovana (13000 rpm, 30 s,
4°C). Kolonky byly ptfeneseny do novych zkumavek a spodni zkumavky s TRIzolem
byly vyhozeny.

Dale bylo pfidano 400 pl ptislusného pufru (RNA Wash buffer) do kolonek a ty byly
opét centrifugovany (13000 rpm, 30 s, 4°C). V nové zkumavce byla pfipravena smés
DNAzy a pfislusného pufru (DNA Digestion Buffer), byla promichana a nechana 15
min pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo pfipipetovano do kolonek 400 pl piislusného
pufru (Direct Zol RNA PreWash) a vSe bylo opét centrifugovano (13000 rpm, 30 s,
4°C). Posledni krok byl jesté jednou zopakovan. Do kolonek bylo piidano 700 ul
piislusného pufru (RNA Wash buffer) a byly centrifugovany (13000 rpm, 2 min, 4°C).
Po centrifugaci byly kolonky pfeneseny do novych zkumavek. K vymyti RNA
z kolonky bylo piidano 30-50 pl DEPC' vody piimo na kolonku, podle mnoZstvi

' DEPC voda — voda bez nukledz, sterilng filtrovana s piidavkem DEPC (dietyl pyrokarbonat) a

autoklavovana
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bunééné suspenze a vzorky byly centrifugovany (13000 rpm, 30 s, 4°C). Koncentrace a

Cistota takto pfipravené RNA byla méfena na spektofotometru Nanodrop.
Priprava cDNA

Po zméfeni koncentrace RNA na Nanodropu bylo vypocteno fedéni RNA na mnozstvi

Ipg.

Ptidanim nésledujicich reagencii do sterilni nukledzy prosté zkumavky v nasledujicim

potadi byla vytvoiena smés A (11 pl)

Naredéné vzorky RNA 10 pl
Randomizovany hexametr primer 1l

Smés byla promichana pipetou a stoCena v centrifuze. Déle byla inkubovéana pti 70°C
5 minut a nasledné znovu kratce stoc¢ena. Smés byla poté zchlazena. DalSim krokem

byla ptiprava smési B (pro 1 vzorek):

5x reakéni pufr 4 ul
10 mM dNTP mix 2l
RiboLock RNase inhibitor (20 U/pl) 1wl
M-MULY Reverzni Transkriptaza (20 U/pl) 2 ul

K 9 ul smési B bylo pfidano 11 pl smési A. Opatrnym promichdnim vznikd smés A+B.
Nové€ vznikla smés byla nechana 5 min pfi pokojové teploté a poté inkubovana 60 min

pii 37 °C v inkubatoru. Reakce byla zakoncena zahifanim na 70 °C po dobu 5 minut.
PCR Amplifikace jednovlaknové cDNA

Vzorky smési A+B byly zfedény v poméru 1:5 pro cilovou mRNA amplifikaci. To
znamena, ze ke kazdému vzorku smési A+B (20 ul) bylo pfidano 80 ul DEPC vody. Pro
kontrolu amplifikace bylo k2 pl smési A+B ptidano 198 pl DEPC vody. DalSim

krokem byla pfipravena smeés C.

SYBR Green 25 ul
Forward primer pro cilovou mRNA (10 mM) 1 ul
Reverse primer pro cilovou mRNA (10 mM) 1wl
H20 13 pul
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20 pl smési C bylo pipetovano do novych sterilnich (bez nukledz) zkumavek o objemu
0,2 ml, v duplikdtech pro kazdy vzorek. Bylo napipetovano 5 ul smési A+B. Po
promichani byly vzorky vlozeny do Corbet Rotorgene Real Time PCR cykleru a byl

zvolen vhodny program.

Jako housekeepingovy gen pro kontrolu mRNA amplifikace byl pouzit referencni gen
GAPDH, ktery ma ve sledovanych bunéénych liniich prokdzanou konstantni expresi
nezéavislou na okolnich podminkéach. Misto vzorku byla v negativni kontrole pouzita

DEPC voda.

14.6 Stanoveni koncentrace bilkoviny

Princip

Metoda vyuziva kyseliny bicinchoninové (BCA) ke spektrofotometrickému stanoveni
celkovych proteini. BCA stanoveni bilkoviny je zaloZzeno na alkalické redukci
méd'natého iontu na médny a nasledné chelataci médného iontu kyselinou
bicinchoninovou za vzniku fialového zbarveni. Bicinchoninovd metoda je velmi citliva
na podminky provedeni: zavisi na dobé a teploté¢ inkubace, na charakteru proteinu

pouzitého k standardizaci atd (53).
Pouzité roztoky pro stanoveni:

=  Roztok A: NaHCO3, Na,CO3;, BCA v 0,1 M NaOH
=  Roztok B: 4% CuSO, .6 H,O

= Roztok C: smichani roztoku A s roztokem B v poméru 50:1
Kalibraéni krivka

Jako standard pro vytvofeni kalibracni kiivky byl pouzit 1% roztok albuminu (BSA).

Koncentrace ur¢ované bilkoviny byla v rozmezi 0 — 1000 pg/ml.

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

Vsechny vzorky byly 5x nafedény (10 pl vzorku a 40 pl destilované vody) a byly
ptipraveny v duplikidtech. Tyto duplikidty byly poté napipetovany do 96-jamkové
desticky po 10 ul a bylo k nim piidano 200 ul roztoku C.

Desticka se vzorky byla nésledné inkubovana 30 min pii 37°C. V dalsim kroku byla
zmeéfena absorbance pii 562 nm proti destilované vodé. Poté co byl od vzorkl odecten
pramér slepych vzorkt, byly srovnany hodnoty absorbance vzorkl s kalibracni kiivkou

a uréena koncentrace vzorku.

14.7 Elektroforéza proteini na polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym (SDS) je dalsi
elektroforeticky zpiisob separace na zdklad€ velikosti molekul separovanych latek,
jehoZ pouziti vSak je vymezeno specialné pro bilkoviny. SDS je anionaktivni detergent,
ktery nese pomérné¢ vysoky naboj, a proto ve vazb¢ na bilkovinu vyrovnava nabojové
rozdily bilkovin a ty se pohybuji v gelu jen podle velikosti. VSechny bilkoviny totiz vazi
SDS v konstantnim pomeéru, asi 1,4 g SDS na 1g bilkoviny, a tim charakteristicky méni
svou konformaci. Vysledné komplexy SDS-bilkovina pak maji stejnou hodnotu
povrchového naboje a jejich konformace se do té miry unifikuje, Ze relativni

molekulova hmotnost bilkoviny odpovida velikosti jejiho komplexu s SDS (55).

Experimentalné byla prokdzana ptima umérnost elektroforetické pohyblivosti komplexti
SDS-bilkovina v polyakrylamidovém gelu a logaritmu relativni molekulové hmotnosti.
Takto stanovené hodnoty relativni molekulové hmotnosti se obecné uznavaji pro ucely
charakterizace bilkovinného preparatu. Je vSak tfeba pocitat s tim, Ze SDS obvykle
inaktivuje biologicky aktivni latky, zejména enzymy, a proto po elektroforetické
separaci jiz nelze enzym specifickym zptisobem (tj. na zaklad¢ své katalytické aktivity)

prokazat (55).

Zasobni roztoky

4 M HCI

= Zasobni roztok AA + bisAA
» Tris-HCI puftr, pH 8,8

= 0,5 M Tris-HCI puft, pH 6,8
= 10% SDS
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= Koncentrovany elektrodovy pufr

= [sobutanol nasyceny vodou

= Zasobni roztoky na fedéni vzorki

Zasobni roztoky na redéni vzorku

4xSDS vzorkovy pufr
Slozka Koncentrace zasobniho Pipetované mnozZstvi
(konec¢na koncentrace) roztoku
200 mM Tris/ HCI pH 6,8 IM 4 ml
40% glycerol 85% 9,41 ml
6% SDS prasek 12¢g
0,2 M DTT prasek 0,617 g
0,1 g bromfenolova mod¥ prasek Spetka
Redest. HO 20 ml

Lyzaéni pufr

Slozka Koncentrace zasobniho Pipetované mnoZstvi
(kone¢na koncentrace) roztoku

50 mM Tris/ HCI pH 7,4 IM 50 ml
150 mM NaCl prasek 8,766 g
10% glycerol 85% 117,65 ml
1% Triton X-100 100% 10 ml

2 mM EDTA prasek 0,58 g
2 mM EGTA prasek 0,76 g
40 mM pB-glycerolfosfat prasek 8,52 ¢g
50 mM fluorid sodny prasek 2,09 ¢g
10 mM pyrofosfat sodny prasek 4,46 ¢

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

H,O0

Doplnit objemna 11
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Pracovni roztoky
10% APS

Tésn¢ pied pouzitim bylo rozpuSténo 25 mg persiranu amonného ve 250 pl

redestilované vody.

Separacni gel (spodni)

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

Redestilovana voda 9,8 ml 8,1 ml
Pufr 0,5 M Tris-HCI pH 5ml Sml

6,8

Roztok AA+bis AA 5ml 6,7 ml
10% SDS 0,2 ml 0,2 ml

Iniciace polymerace

Roztok APS 200 ul 200 pl
TEMED 16 ul 16 ul

Zaostiovaci gel 4% (horni)

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

Redestilovana voda 6,1 ml 12,2 ml
Pufr 0,5 M Tris-HCI pH 2,5 ml 5ml

6,8

Roztok AA+bis AA 1,3 ml 2,6 ml
10% SDS 0,1 ml 0,2 ml

Iniciace polymerace
Roztok APS 200 pl 400 pl
TEMED 16 pl 32 ul
Elektrodovy pufr

Zasobni elektrodovy pufr o objemu 70 ml byl smichan se 280 ml redestilované vody.
Redéni vzorku

Dle obsahu bilkoviny byl vzorek nafedén tak, aby vyslednd koncentrace byla 1 pg/ul.

Vzorek byl fedén 4xSDS vzorkovym pufrem a lyza¢nim pufrem s roztokem inhibitort.
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Postup
Piiprava gelu

Prvnim krokem bylo nachystdni nalévaciho stojanku, skla, skla se spacerem, spon
a htebenu. Skla byla pfilozena na sebe a spojena sponami. Spojena skla byla postavena
na gumovou podlozku v nalévacim stojanku a pfichycena vrchnim kolikem. Dale byl
namichan roztok na spodni gel, ktery po promichani byl nalit mezi skla do vysky cca
4,5 cm od spodniho okraje. Nasledné¢ byl gel pfevrstven isobutanolem nasycenym

vodou (cca 200 pl) a nechan 30 - 60 minut polymerovat.

Poté byl odlit isobutanol a byl namichan roztok na zaostfovaci gel. Ten byl nalit mezi
skla na spodni gel a byl do n& zasunut hieben az po drazky. Gel byl pak nechan

polymerovat po dobu 30 min.
Elektroforéza

Natedéné vzorky byly povafeny v piredehfatém termobloku na 5 minut pii 95°C. Gely
byly uvolnény ze stojanku a opatrné z nich byl vyndan hieben. Skla s gelem pak byla
vloZena do pfipraveného stojdnku na elektroforézu, tak aby byla silnd skla na vnéjsi

strané.

Stojanek byl vlozen do vanicky a do vnitiniho elektrodového prostoru byl nalit
elektrodovy pufr tak, aby byl ponoten cely gel. Do vnéj$iho elektrodového prostoru byl
nalit elektrodovy puf tak, aby hladina pufru byla nad elektrodou.

Déle bylo naneseno 30 ul vzorku do kazdé jamky (tj. 30 pg bilkoviny). Do krajnich
jamek byl pipetovan 1xSDS pufr a do jedné jamky byl nanesen molekularni standard
v objemu 5 pl. Vanicka byla ptfiklopend vikem a poloZzena do ledové lazné. Nasledné

k ni byl pfipojen zdroj a nastaveno napéti 120 V.
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14.8 Western Blotting (Imunobloting)
Tato metoda se pouzivd pro pienos proteinll z polyakrylmidového gelu na pevnou
nosnou membranu. Detekce hledanych proteinit je =zajiSténa pouzitim pro né

specifickych protilatek (51).
Zasobni roztoky

= Blotovaci pufr
Postup

Nejprve byl do rohu PVDF membrany napsén nazev proteinu, ptipadné i bunécna linie.
Takto popsdna membréana byla aktivovdna ponofenim na 5 min do metanolu. Pomoci
zelenych klinkli bylo rozevieno sklo. Zaostfovaci gel a gel od spacerid byl odfiznut.
U separacniho gelu byla odfiznuta dolni ¢ast se zbytkem vzorkli obarvenych nanasecim

pufrem.

Separacni gel byl oddélen od spodniho skla a vlozen do blotovaciho pufru. K nému byla
ponofena i metanolem aktivovand PVDF membrana. V blotovacim pufru byl naméacen
také tlusty filtraéni papir (2ks pro jeden gel) a blotovaci houbicky pro sestaveni

blotovaciho ,,sendvice* po dobu 20 minut.

Jednotlivé ¢asti byly do blotovaciho sendvie skladany v tomto potadi: (zacatek

skladani vzdy na ¢erné stran¢ blotovaciho ,,sendvice)

* | blotovaci houbicka

= [ silny filtra¢ni papir

* Gel (marker = Zebficek na pravé stran¢) — gel byl rukama lehce uhlazen,
aby byly odstranény bubliny

= PVDF membréna byla na gel poloZena tak, aby byl napis dole a na stejné
stran¢ jako marker. Membrana byla znovu uhlazena kvili odstranéni
bublin.

» 1 silny filtracni papir, ktery byl od stfedu uhlazen pro odstranéni bublin

= ] blotovaci houbicka
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Blotovaci sendvi¢ byl poté uzavien a vlozen do blotovaciho néstavce, ktery byl do vany

vlozen tak, aby koliky byly uprostied. Do volného prostoru vany bylo vlozeno leditko.

Cela vana byla vlozena do ledové 1azné a byla piipojena pres viko s kabely ke zdroji.

Zdroj byl nastaven na 100 V a 0,25 A a spusten.

Po uplynuti 90 minut byly membrany opatrn€ vyjmuty pomoci pinzety a pokracovalo

se dle postupu uvedeného v kapitole ,,Detekce proteinti‘.

14.9 Detekce proteini

Zasobni roztoky

= 0,1 M TRIS puft, pH 8,0
= 10xTBS
= TBST

Primarni protilatky

Podle instrukci vyrobce byla zasobni protilatka ziedéna TBST pufrem s 5% BSA, nebo

5% suSeného mléka bez tuku.
Sekundarni protilatky

Podle instrukei vyrobce byla zasobni protilatka zfedéna (1:10 000 — 1:20 000) TBST
pufrem s 2% BSA.

Postup

Do plastové misky s vickem byla pinzetou pfenesena membrana. V této misce probihalo
veSkeré oplachovani a inkubace. Do misky byla nalita destilovana voda a membrana
v ni byla kyvavym pohybem opldchnuta. Na membranu byl déle nalit roztok 5% mléka
v TBST pufru (do jedné krabi¢ky cca 15 ml). Krabicky byly umistény na kyvacku po
dobu 1 — 2 hodin. Po odliti mléka byla membrana oplachnuta a nasledné¢ inkubovana

s primarni protilatkou pfes noc.

Druhy den byla slita primarni protilatka. Membrana pak byla oplachovana TBST
pufrem (6x5 minut) a byla inkubovana 1-2 hodiny se sekundarni protilatkou. Potom

opét nasledovalo oplachovani membrany TBST pufrem (6x5 minut).
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Chemiluminiscenéni detekce

Z krabi¢ky s membranou byl vylit TBST pufr. Na povrch membrany bylo napipetovano
tolik substratu, aby byla pokryta celd membrana, kterd byla dale inkubovéna 5 min.
Membrana byla po vyndani ze substratu pfenesena do piistroje na detekci bloti - Gel
Logic. Doba expozice byla ménéna podle typu protilatky. Pro detekci byl pouzit

program Carestream.

14.10 Stanoveni migrace v realném case

Princip

Analyza bunécné migrace v redlném ¢ase pomoci piistroje x-CELLigence funguje na
principu Boydenovy komurky. Pfistroj se skladd zjednodusen¢ feceno ze 2 komor.
Bunky jsou nandseny do horni komory a migruji skrz porézni membranu do dolni
komory s chemoatraktantem, kde ptichazeji do kontaktu s elektrickymi senzory a jejich
pocet je piimo umérny méfené impedanci (komplexni veli¢ina popisujici zdanlivy

odpor soucastky pfti prichodu stiidavého elektrického proudu) (52).
Postup

Byla pfipravena suspenze bunék kontrolnich (kultivovanych po dobu 48 h v médiu

DMEM bez séra) a ovlivnénych 5 ng/ml TGF-$ v médiu DMEM bez séra po dobu 48 h.

Horni komtrka byla naplnéna 130 ul predehiatého bezsérového média. Spodni komiirka
byla naplnéna 175 pl predehifatého média obsahujiciho 10% FBS. Komirky byly poté
spojeny dohromady a z horni komtrky bylo odebrano 100 pl. Desticka byla vlozena do
inkubatoru a ponechana 1 hodinu v inkubatoru, aby dosSlo k dosazeni rovnovéhy na

membran¢. Nasledné bylo zméteno pozadi.

Do horni komirky bylo pfidano 100 pl bunééné suspenze o koncentraci 30 000
bk/jamku. Desticka s bunikami byla vlozena zpét do inkubatoru a nechana 30 minut,
dokud si bunky nesednou na membranu, a pak zméfena migrace po dobu 24 hodin

v 5 — 10 minutovych intervalech.
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15 Imunofluorescencni detekce E-kadherinu a N-kadherinu

Blokovaci pufr:
= PBS+ 1% BSA + 0,3% Triton X-100
Primarni protilatky

* monoklondlni protildtka proti E-kadherinu (E-kadherin (4A2) Mouse mAb,
14472, Cell Signaling) fedéna v blokovacim pufru v poméru 1 : 50

» monoklondlni protilatka proti N-kadherinu (N-kadherin (D4R1H)XP Rabbit
mAb, 13116, Cell Signaling) fedéna v blokovacim pufru v poméru 1 : 200

Sekundarni protilatky

* Anti-Mouse IgG AlexaFluor 488 conjugate, 4408 Cell Signaling
» Anti-Rabbit IgG AlexaFluor 594 conjugate, 8889 Cell Signaling

» obé fedény v blokovacim pufru v poméru 1 : 250
DAPI (Sigma-Aldrich) — fluorescen¢ni barvivo k dobarveni jader
Postup

Buiiky DOK byly nasazeny do cytospinovych komirek v hustoté 8 x 10° bunék na
komurku, v mediu DMEM + 10% FBS a byly inkubovany 24 h v inkubatoru (37°C, 5%
CO2). Poté bylo vyménéno medium - v kontrolich za DMEM bez séra, v ostatnich
za DMEM bez séra + 10 ng/ml TGF-f. Nasledovala inkubace dal$ich 72 h v inkubatoru
(37°C, 5% CO2). Bunky byly dale fixovany pfidanim 0,5 ml 2% paraformaldehydu
v PBS 15 min pii pokojové teploté.

Vzorky byly oplachnuty 3 x 1 ml PBS. V dal§im kroku bylo pfidano 300 pl blokovaciho
pufru a nechano 1 h pii pokojové teploté. Vzorky byly poté inkubovany s roztokem
primarnich protilatek (100 pl roztoku na komirku) a nechany v lednici pfes noc.
Nasledovalo znovu oplachnuti tentokrat 5x 1 ml PBS. Vzorky byly inkubovany
s roztokem sekundarnich protilatek (100 pl roztoku na komirku) 1 hod pfi pokojové
teploté. Opét byly oplachnuty 5 x 1 ml PBS. Vzorky byly dale barveny roztokem DAPI
v koncentraci 1 pg/ml (100 pl roztoku na komtrku) po dobu 5 min a oplachnuty 3 x 1

ml PBS. Komirky byly poté rozebrany a bunky byly pfikryty krycim sklem. Fotografie
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byly potizeny na fluorescenc¢nim mikroskopu Nikon Eclipse E 400 (Nikon Corporation,
Japan).

40



16 Vysledky

16.1 Detekce markeri pomoci metody RT-PCR

Jako prvni byly stanovovany markery pomoci metody RT-PCR na urovni mRNA.
Stanoveni marker probihalo na bunécnych linii DOK a H376. EMT byla indukovana
pomoci znamych induktori TGF— (koncetrace 1 ng/ml a 5 ng/ml) a indukénim
suplementem (IS) (koncetrace 10 pl/ml) po dobu 5 dni. M¢éfili jsme zde zmény mnozstvi

mRNA markerti oproti kontrolnim indukei neovlivnénym vzorkam.

Naméfené hodnoty byly porovnavany statisticky metodou Two-way ANOVA
a Bonferroniho testem v program Graph Pad Prism. * p < 0,0001

16.1.1 E-Kadherin a N-Kadherin

Ke statisticky vyznamnym naristim mnoZstvi mRNA u linie DOK doslo pouze
u metastatického markeru N-kadherinu a to hlavné po indukci IS a TGF-B pii
koncentraci 5 ng/ml. Epitelidlni marker E-kadherin je u DOK linie oproti kontrole
vyznamné snizen po indukci TGF-B pii obou pouzitych koncentracich. U linie H376
statisticky vyznamna data zaznamenavame pouze po indukci IS po dobu 5 dni. Je zde

op¢t pozorovan nartist N-kadherinu a pokles E-kadherinu vici kontrole.
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Obr. 7: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-p (koncentrace 1 ng/ml a 5 ng/ml) na
expresi genu pro E-kadherin a N-kadherin u bunécnych linii DOK a H376. * p < 0,0001: N=3
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16.1.2 ZEB 1 a ZEB 2

U transkrip¢nich faktortt ZEB1 a ZEB?2 jsou signifikantni zmény pozorovany pouze po
indukci TGF-B a to pfi pouziti koncentrace 5 ng/ml na obou testovanych liniich.

U koncentrace 1ng/ml je narist mRNA sledovéan pouze u linie H376.
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Obr. 8: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-p (koncentrace 1 ng/ml a 5 ng/ml) na
expresi genu pro ZEB1 a ZEB2 u bunéénych linii DOK a H376. * p < 0,0001: N=3
16.1.3 MMP-2

U MMP-2 mlizeme pozorovat vyznamny vzestup hladiny mRNA vuci kontrole pouze

u bunécné linie DOK po indukei IS a TGF-f pii koncentraci 5 ng/ml.
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Obr. 9: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-p (koncentrace 1 ng/ml a 5 ng/ml) na
expresi genu pro MMP-2 u bunéénych linii DOK a H376. * p <0,0001: N=3
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16.1.4 Twist
Transkripéni faktor Twist je na linii DOK podstatné¢ zvySen po indukci TGF-$ u obou

koncentraci. Statisticky vyznamny pokles oproti kontrole sledujeme u linie H376 po

indukci TGF-B 1 IS.
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Obr. 10: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-B (koncentrace 1 ng/ml a 5 ng/ml) na
expresi genu pro Twist u bunécné linie DOK a H376. * p < 0,0001: N=3

16.1.5 Vimentin
U vimentinu statisticky vyznamné zmény pozorujeme hlavné po indukci TGF-B u linie
DOK, kde nejvyssi nariist je zaznamenan u koncentrace 5 ng/ml. U linie H376

statisticky narist sledujeme pouze po indukei IS.

< Lia * mm vimentin
—
T 81
=
% 64
>N
o
E 44
g .. * *
=
®
& w
(3] = r— r—1 (3] r— r—]
- E£E E E 5 = E E
= = [=7] [=>] ; (=] o
a =2 = & S = un
|x w I:J= :
' DOK ' H376

Obr. 11: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-B (koncentrace 1 ng/ml a 5 ng/ml) na
expresi genu pro vimentin u bunécénych linii DOK a H376. * p < 0,0001: N=3
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16.1.6 MikroRNA
Na zéklad¢ vysledkl ziskanych z analyzy mRNA markerd jsme expresi mikroRNA

stanovovali uz pouze u linie DOK, ktera Iépe reagovala na indukci EMT.

Vyznamné statistické nartsty hladiny mikroRNA byly naméteny hlavné po indukci
TGF-B. Nejvyssi ptirastek mnozstvi miR je pozorovan u miR 21 a mir 200 a to po
indukci TGF-B o koncentraci 5 ng/ml. Signifikantni zmény po indukci IS byly
zaznamenany napt. u miR 9, kde doslo k vyznamnému snizeni hladiny, naopak po
indukci TGF-B byl naopak zaznamenan nartst. Ke snizeni hladiny po indukci IS doslo

iumiR 16.
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Obr. 12: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF- (koncentrace 1 ng/ml a 5 ng/ml) na
expresi mikroRNA u bunééné linie DOK. * p < 0,0001: N=3
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16.2 Detekce markeri pomoci Western blotu

EMT markery jsme déle stanovovali na Grovni proteinii pomoci imunoblotu (Western
blot). Detekovali jsme markery ZEB, Twist, E-kadherin, N-kadherin, vimentin,
B-katenin. Stanoveni makert probihalo na bunécnych liniich DOK a H376, které byly
indukovany IS (koncetrace 10 pl/ml) a TGF-B (koncetrace 1 ng/ml a 5 ng/ml) po dobu
5 dni. Pod jednotlivymi bloty jsou uvedeny hodnoty poméru density (tloustky pruhu)
daného proteinu (napf. N-kadherinu) vii¢i hodnoté B-aktinu, ktery je zde pouzit jako
referen¢ni protein. Vysledky byly porovnavany vii¢i kontrolnim neovlivnénym vzorkiim

u obou bunéénych linii.

Po indukci IS lze sledovat nartst hladiny markert N-kadherinu a B-kateninu u obou
bunéénych linii. Naopak mirné snizeni mnozstvi lze pozorovat u transkripéniho faktoru
ZEB na DOK i1 H376 linii. Vyznamny pokles mnoZzstvi proteinu oproti kontrole
muzeme sledovat u E-kadherinu. U koncentrace TGF-B 1 ng/ml nejvétsi vzestup
hladiny proteind sledujeme na transkripénim faktoru ZEB u H376 1 DOK linii. PtirGstek
proteint je také zaznamenan u markeru Twist u DOK linie.Indukce pomoci TGF-B pfti
koncetraci 5 ng/ml se nejvice projevila zvySenim mnozstvi u N-kadherinu a -kateninu
na DOK linii a markeru ZEB na H376 linii. Pokles mnozstvi 1ze opét sledovat hlavné

u E-kadherinu.

DOK DOK  H376 H376 DOK DOK DOK H376 H376¢  H374

kontrola IS kontrola IS kontrola TGFf TGFf kontrola TGFp  TGFp
louliml 10ul/ml 1 ng/ml 5ng/ml 1 ng/ml 5 ng/ml
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Obr. 13:Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-B (koncentrace 1 ng/ml a 5 ng/ml) na
expresi proteinli u buné¢nych linii DOK a H376.
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Na zakladé vysledkd z RT-PCR a Western blotu jsme se rozhodli dale pokracovat v

testovani pouze s induktorem TGF-f pfi koncentraci Sng/ml a bunécnou linii DOK.

Pomoci Western blotu jsme se rovnéz snazili detekovat zmény v expresi proteinli
jednotlivych markerit EMT v odstupu 24, 48 a 72 hodin po indukeci vaci kontrolnim
vzorkiim. Vzorky ovlivnéné indukci jsou oznaCeny zndmenkem +, kontrolni vzorky

znaménkem - .

Vzestup hodnot marker N-kadherinu a Twist je zaznamendn ve vSech Casovych
intervalech od indukce. Nejvétsi prirastek mnozstvi 1ze pozorovat u N-kadherinu 48
hodin od indukce. Hladina vimentinu a E-kadherinu roste pouze prvni dva casové
intervaly, pak zaznamenavame jeji pokles. Hodnoty B-kateninu jsou ve vSech ¢asovych

intervalech nizsi oproti kontrole.

24h 48h 72h
TGF p = + = + = +
TWESE o m— e — P—.
1.00 - *2.07 =138 .96 1.09 1.81

N-cadherin
E-cadherin
p-catenin
vimentin

p-actin

Obr. 14: Porovnani vlivu indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-f (koncentrace 1 ng/ml a 5
ng/ml) na expresi proteini u bunéénych linii DOK a H376 v riiznych casovych intervalech (24h,
48h, 72h).
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16.3 Schopnost migrace bunék

Schopnost migrace bunck byla zjistovana v redlném case pomoci

x-CELLigence u bunécné linie DOK po indukci TGF- po dobu 48 h pfi koncentraci

5 ng/ml. Migrace byla sledovana po dobu 24 h.

Na Obr. 15 jsou vidét 2 kiivky, z nichz ¢ervena odpovida kontrole a zelend bunkam po

indukci EMT. Lze pozorovat vyrazny narist migrace u indukovanych bun¢k oproti

kontrolnim neindukovanym bunkam.
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Obr. 15 : Porovnani migrace bun¢k indukovanych TGF-B o koncentraci Sng/ml (zelené kiivka),

vici neovlivnénym buiikdm (Cervena kiivka) na liniich DOK po dobu 24 h.
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16.4 Imunofluorescen¢ni detekce E-kadherinu a N-kadherinu

Pro  vizudlni potvrzeni ,kadherinového switche jsme pouzili metodu
imunofluorescence. Detekce probihala na bunécné linii DOK po indukci TGF-
v koncentraci 10 ng/ml Obrazek vlevo zobrazuje kontrolni (indukci neovlivnény)
vzorek a obrazek vpravo indukovany vzorek po 48 hod od indukce. U kontrolnich
bun¢k je E-kadherin lokalizovan v mezibunéénych spojich (zelena fluorescence),
zatimco N-kadherin se barvi slabé v cytoplazmé (Cervena fluorescence). V ovlivnéném
vzorku lze pozorovat znatelny ubytek E-kadherinu vi¢i N-kadherinu a piesun

N-kadherinu do bunéénych membran.

Obr. 16: Imunofluorescen¢ni detekce E-kadherinu a N-kadherinu; Obrazek vlevo - DOK
kontrola; Obrazek vpravo — DOK indukované TGF-f 10 ng/ml po 48 hod od indukce; E-

kadherin je barven zelené, N- kadherin barven Cerveng, jadra jsou barvena modie pomoci DAPL
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17 Diskuze

Metastazovani, relaps a rezistence k chemoterapii patii mezi hlavni pficiny vétSiny
umrti na malignitu. Metastaticky d¢j je vysoce organizovany a organové specificky.
Mechanismus metastatické kaskady neni presné znam, ale mé se zato, ze se na jeho
vzniku podili program EMT (56). EMT je proces ménici nepohyblivé epitelidlni buniky
na pohyblivé mezenchymalni buiky. V lidském téle ma dulezitou funkci béhem
embryogeneze a hojeni ran. Patofyziologickou zménou epitelidlniho fenotypu na
mezenchymalni ovSem také napomaha progresi nddorti a vzniku sekundarnich lozisek.
Detekce vhodnych EMT markert je jednim z dulezitych faktord slouzicich k potvrzeni
probéhnuvsi tranzice. Jak bylo v textu vyse zminéno, markery obsahuji Sirokou skupinu
molekul zahrnujici molekuly charakteristické pro jednotlivé fenotypy bunék
(E-kadherin, N-kadherin) ¢i transkripéni faktory drah indukujici EMT (ZEB, Twist)
(23) (24).

V této praci jsme markery stanovovali na Urovni mikroRNA, mRNA a proteind.
Zajimalo nés také, jak se projevi indukce EMT na schopnosti migrace bunék. Pro
navozeni EMT byly pouzity dva znamé induktory TGF-$ a IS. Méfeni probihalo na
bunécnych liniich DOK a H376.

E-Kadherin patfi mezi dulezité povrchové adhezni proteiny. Je soucésti adheznich
spojeni mezi epitelovymi buiitkami udrzujicimi soudrznost epitelové tkané
a zabranujicimi migraci bunék. SniZzena tvorba E-kadherinu byla potvrzena u ftady
nador (58). Ve studii zkoumajici expresi E-kadherinu v invazivnim oralnim
karcinomu, byly naméfeny signifikantn€¢ sniZzené hladiny mRNA E-kadherinu
v invazivni ¢asti nadoru oproti kontrole a jinym ¢astem nadoru (59). Dalsi studie méfila
expresi E-kadherinu v riznych stadiich nadort $titné zlazy. V 1. a II. stadiu nadort byla
exprese E-kadherinu zvySena a ve IIl. a IV. stadiu rapidné snizena. Podle jejich
vysledku vys§i mnoZzstvi E-kadherinu koreluje s nizkou invazivitou a schopnosti
metastastazovat (60). U naSich méfeni byl pozorovan signifikantni ubytek E-kadherinu
na urovni mRNA 1 proteinii u obou bunécnych linii. Podle vysledku Western blotu

zacaly hladiny E-kadherinu vyznamné klesat az po 72 hod od indukce.

Opacnou funkci nez E-kadherin mé transmembranovy protein N-kadherin. N-Kadherin
netvoii silnd adhezni spojeni a zvySuje motilitu bunck. Jeho zvySena tvorba je

pozorovana hlavné u mezenchymalnich a nadorovych bunck. Pokles epitelidlniho
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E-kadherinu oproti vzristu mezenchymdlniho N-kadherinu znaci tzv. ,.kadherinovy
switch®, ktery je jednim z poznavacich znakt EMT (29). V této studii se povedlo
,kadherinovy switch* detekovat opét na irovni mRNA 1 proteinti u linie DOK i H376.
Potvrzuji jej 1 fotografie zimunofluorescence, kde lze navic pozorovat zménu
lokalizace N-kadherinu, ktery je u ovlivnénych bunck prfesunut do plazmatické
membrany. Pomoci Western blotu bylo zvySené mnozstvi N-kadherinu naméteno ve

vSech Casovych intervalech od indukce EMT.

B-Katenin se stavd mezenchymalnim markerem az po uvolnéni se
z kadherin/kateninového komplexu. Volny B-katenin pak ptrestupuje z cytosolu do jadra,
kde indukuje EMT vlastni signalni drahou (17). Studie zabyvajici se vlivem B-kateninu
v orofaryngealnim nadoru naméfila vyssi hodnoty B-kateninu pomoci metod RT-PCR
a Western blotu. Tyto vysledky byly spojeny s horsi prognozou u pacientti (61). V této
praci byl B-katenin méfen na urovni proteint, kde jeho hladina byla pfiblizné na Grovni
kontroly. Téméf nezménéné hodnoty by mohly byt néasledkem jeho izolace, jelikoz
izolovan byl pouze volny cytosolicky B-katenin obsazeny v supernatantu. Do téchto

méfteni tedy neni zapocitan jaderny B-katenin.

Transkripéni faktory ZEB a Twist se podili na inhibici produkce E-kadherinu. ZEB
proteiny navic represivné piisobi na miR 200 blokujici EMT signaly (62) (63). Ve
studii, kterd porovnavala mnozstvi ZEB a E-kadherinu v nadoru dutiny ustni bylo
zjisténo, ze vyssi hodnoty ZEB vici E-kadherinu znamenaji horsi predikci onemocnéni
(64). NaSe studie zaznamenala signifikantné vyss$i mnoZzstvi ZEB a Twist zejména na
urovni mRNA. Vysledky z Western blotu navic ukazaly zvySené hodnoty Twist ve

vSech Casovych intervalech od indukce.

Intermedidrni filamentum vimentin je soucasti cytoskeletdlniho aparatu nadorovych
a mezenchymalnich bun¢k a pomaha navozovat EMT (33). NaSe vysledky ukézaly, Ze
vimentin mél signifikantné¢ zvySenou expresi mRNA pouze u bunécné linie DOK.
Nartist mnozstvi proteinu byl pozorovan v intervalech 24 hod a 48 hod od indukce

EMT.

MikroRNA maji v d€ji EMT dulohu jak supresorovou, tak indukéni. Mezi vyznamné
supresory patfi rodina miR 200. Pokud jsou tyto miR v nadbytku, potlacuji indukcni
drahy EMT, podporuji tvorbu E-kadherinu a zabranuji expresi ZEB. Hlavnim cilem
TGF-B drahy a ZEB proteinil je naopak snizena exprese miR 200 (63). Tento piiklad
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uvadi studie zkoumajici vliv miR 200a na pankreatickych kmenovych nadorovych
bunkach (43). Nase vysledky RT-PCR tato tvrzeni nepodporuji, protoze vysoké hladiny

muzeme pozorovat u ZEB, ale rovnéz i u miR 200a.

Pomoci RT-PCR byl v této studii pozorovan signifikantni vzriist mnozstvi onkogennich
miR zvlast€¢ miR 21. MiR 21 podporuje tvorbu matrix metaloproteinazy-2 (MMP-2),
kterd degraduje extracelularni matrix okolo buiikky a pomahd tak pfestupu nadorové
buky do krve (54). Podle studie zabyvajici se hodnotami miR
v bunkach kolorektalniho karcinomu nadmérné hladiny miR 21 souviseji s vyssi
incidenci vzniku metastaz (45). Hodnoty MMP-2 byly v nasi studii rovnéz statisticky
vyznamné zvySeny na urovni mRNA. Dalsi charakteristikou u fady metastazujicich
solidnich nédord je zvySena exprese miR 9. MiR 9 podporuje EMT a bunécnou
invazivitu piimo potlacenim E-kadherinu (54). V naSich experimentech doslo ke snizeni
hladiny této miR po indukci IS, kdy zarovenl doslo ke statisticky vyznamnému naristu
hladiny E-kadherinu. Naopak po ovlivnéni TGF- byl pozorovan statisticky vyznamny
nartst hladiny miR 9, coz koreluje se snizenou hladinou E-kadherinu na irovni mRNA.
Z téchto vysledk vyplyva, ze hladina E-kadherinu by mohla byt v téchto buiikach

regulovéna ptes drahu miR 9.

Schopnost migrace je klicovou vlastnosti nddorovych bunék pro zakladani sekundéarnich
loZisek nadort. Metody pouzivané pro zjiSténi schopnosti migrace pracuji na riznych
principech. Napftiklad rychlosti zaceleni ran, kdy rychlost uzavieni rany a migrace
bunck lze kvantifikovat mikroskopem v nékolika casovych intervalech. Na zakladé
riznych porovnavacich studii byla vybrana metoda fungujici na schopnosti bun¢k
reagovat na ur¢ity chemoatraktant a migrovat pfes fyzickou bariéru smérem k nému
(66). Pro detekci migrace bun€k vredlném case byl vna$i studii pouZit systém
x-CELLigence vychazejici z této metody. Nase vysledky potvrzuji zvySenou schopnost

migrace u DOK bun¢k indukovanych EMT oproti kontrolnim buiikdm.

Shrneme-1i vSechny vysledky, tak indukce EMT byla nejlépe demonstrovana na tvorbé
adheznich molekul E-kadherinu a N-kadherinu. Vhodnéjs$i modelovou bunécnou linii se
jevila prekancer6zni linie DOK, neZ nadorova linie H376, u které se ptredpokladaly
vyraznéj§i znaky mezenchymalniho fenotypu. EMT byla vyvoldna na trovni

mikroRNA, mRNA 1 proteini a celkove potvrzena zvySenou schopnosti migrace bunék.
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18 Zavér

Jako vhodna modelova linie pro studium EMT byla vyhodnocena bunécna linie
DOK, pficemz optimalnim induktorem EMT se jevi TGF-B pii koncentraci

5 ng/ml .

Optimalni casovy interval pro navozeni indukce EMT a pro detekci markeri
nebyl presné uréen. V intervalu 48 hodin od indukce dochazi k nejvétSimu
narGstu mezenchymalnich markerti vici kontrole na urovni proteind, ale jesté
neklesd hladina E-kadherinu. Snizené mnozstvi E-kadherinu je méfitelné az po

72 hod od indukce.

EMT byla potvrzena na urovni mikroRNA, mRNA, proteind i zvySenou migraci
bun¢k. Dale byl potvrzen kadherinovy switch na tirovni mRNA i proteind.
Zakladni markery EMT, jako oba kadheriny a transkripcni faktory ZEB a Twist

se podafilo stanovit.
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19 Seznam zkratek

e AA - akrylamid

e AJ— Adhezivni spojeni (Adhesive junction)

e APS — persiran amonny

e BCA —kyselina bicinchoninova (bicinchoninic acid)

e bis AA — bis-akrylamid

e BM — bazilni membrana

e BSA —hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

e cDNA — komplementarni DNA (complementary DNA)

e DAPI — fluorescencni barvivo (4’,6-diamidino-2-fenylindol) (104)

e DEPC - diethylpyrokarbonat

e DEPC voda — voda bez nukleaz

e DNA — deoxyribonukleova kyselina

e DOK — dysplastické oralni keratinocyty

e DTT — dithiotreitol

e ECM — extracelularni matrix

e EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

e EGF — epidermalni riistovy faktor (epidermal growth factor)

e EGTA —kyselina ethylenglykoltetraoctova (ethylene glycol tetraacetic acid)

e EMT - epitelidlné-mezenchymalni tranzice

e FBS — fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

e FGF —rtstovy faktor pro fibroblasty

e GAPDH - referenéni gen kodujici proteiny z rodiny glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaz

e HCI —kyselina chlorovodikova

e JAM — junkéni adhesivni molekuly

e miR - mikroRNA

e MMPs — matrixové metaloproteinazy

e mRNA — messenger RNAS MET — mezenchymaln¢ — epitelialni tranzice

e NaCl - chlorid sodny

e PBS —fosfatovy pufr s fyziologickym pH (Phosphate Buffered Saline)

e PCR —polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

e PET - polyetylentereftalat

e PVDF membréana — polyviniliden difluoridovd membréana

e RNA —ribonukleova kyselina

e RT-PCR — polymerazova fetézova reakce v realném case (Real-Time PCR)

e SDS — dodecylsiran sodny

e TBST pufr — smés TRIS pufrovaného fyziologickym roztokem a Tween

e TJ—Té&sné spojeni (Tight junction)

e TNF-p — tumor-nekrotizujici faktor beta

e TRIS - Tris(hydroxymethyl)aminomethan

e 70 —zonula occludens proteiny
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20 Seznam obrazku

Obr. 1- Proces vzniku metastaz (Zdroj:1)

Obr. 2: Zména fenotypu bun¢k v procesu EMT (Zdroj:2)
Obr. 3: Typy mezibunécnych spojeni (Zdroj:3)

Obr. 4 — Typy EMT (Zdroj:4)

Obr. 5: Markery EMT (Zdroj:5)

Obr. 6: Stavba E- kadherinu (Zdroj:6)

Obr. 7: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-B (koncentrace 1 ng/ml a 5
ng/ml) na expresi genu pro E-kadherin a N-kadherin na bunéénych linii DOK a H376. *
p <0,0001: N=3

Obr. 8: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-B (koncentrace 1 ng/ml a 5
ng/ml) na expresi genu pro ZEB1 a ZEB2 na bunéénych liniich DOK a H376. * p <
0,0001: N=3

Obr. 9: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-B (koncentrace 1 ng/ml a 5
ng/ml) na expresi genu pro MMP-2 na bunécné linii DOK a H376. * p <0,0001: N=3

Obr. 10: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-B (koncentrace 1 ng/ml a 5
ng/ml) na expresi genu pro Twist na bunécné linii DOK a H376. * p < 0,0001: N=3

Obr. 11: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF-B (koncentrace 1 ng/ml a 5
ng/ml) na expresi genu pro vimentin na bunéénych linii DOK a H376. * p < 0,0001:
N=3

Obr. 12: Vliv indukce IS (koncentrace 10 pl/ml) a TGF- (koncentrace 1 ng/ml a 5
ng/ml) na expresi mikroRNA na bunééné linit DOK. * p <0,0001: N=3

Obr. 13:Vliv indukce IS (koncentrace 10ul/ml) a TGF-B (koncentrace 1 ng/ml a 5
ng/ml) na expresi proteinti u bunéénych linii DOK a H376.

Obr. 14: Porovnani vlivu indukce IS (koncentrace 10ul/ml) a TGF-B (koncentrace 1
ng/ml a 5 ng/ml) na expresi proteinli u bunéénych linii DOK a H376 v rtiznych
casovych intervalech (24h, 48h, 72h)-

Obr. 15 : Porovnani migrace bun€k indukovanych TGF- o koncentraci Sng/ml (zelena
ktivka), vici indukei neovlivnénym buiikam (Cervend kiivka) na liniich DOK po dobu
24 h.

Obr. 16: Imunofluorescen¢ni detekce E-kadherinu a N-kadherinu; Obrazek vlevo -
DOK kontrola; Obrazek vpravo — DOK indukované TGF- 10 ng/ml) po 48 hod od
indukce; E-kadherin je barven zelen¢, N- kadherin barven Cervené, jadra jsou barvena
modfe pomoci DAPI.
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