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VYZKUM

je zaméren zejména na pirenos bunécnych signalu a
patofyziologicke zmeéeny vztahujici se

k nadorovym onemocnénim (zejména kolonu a prostaty)
v kontextu mechanismu pusobeni:

» lipidovych slozek vyzivy (esencialni vysoce nenasycené mastné
kyseliny - VNMK, butyrat z vlakniny)

» endogennich regulatoru rustu, diferenciace a apoptézy (rodina
tumor necrosis factor — TNF, tumor growth factor beta (TGFf)

» environmentalnich chemickych org. latek (PAH, PCB, dioxiny)

» vybranych protinadorovych lécCiv (derivaty platiny)

http://www.ibp.cz/cs/oddeleni/cytokinetika/informace-o-oddeleni



N

ODBORNE ZAMEREN!I

» Lipidové slozky vyzivy v regulaci cytokinetiky
(polynenasycené esencialni mastné kyseliny (VNMK),
MK s kratkym retézcem — butyrat) — J. Hofmanovd, N. Strako
» Interakce lipidd a cytokind

(rodina tumor necrosis factors-TNF - cytokin TRAIL,
mechanismy bunécné smrti)

A. Hyrslova Vaculova, J. Hofmanova

» Mechanismy Ucinkd protinadorovych IéCiv (derivaty
platiny, regulace bunécneho cyklu a bunécné smrti)

A. Hyrslova Vaculova

» RUstové regulatory v signalizaci nadorovych bunék - K. Soucek
(Tumor growth factor -TGF beta, uloha nadorového
mikroprostredi, epitelialné mesenchymalni prechod,
nadorové kmenové bunky)

» Mechanismy toxicity organickych latek

(PAH, PCB) — J. Vondracek

Cell membrane



apoptoza

»

—
PARP S——

Jsou zkoumany S

» procesy vedouci ke zméenam reqgulace
bunécneé kinetiky (proliferace, diferenciace,
apoptozy) — slozky prenosu bunéénych signalu
(spec.membr.receptory- DR, kinazy — PI3K/Akt, ERK,
vnitrobun. receptory a tr. faktory — PPAR, AhR, AR, ER)

» dusledky interakce vybranych faktoru

e VNMK x butyrat, TRAIL
e TRAIL x Pt cytostatika
e PAH, PCB x TNF, MK

» rozdily v odpoveédi nadorovych a
nenadorovych bunécnych populaci

115 MK-886 /0.1 M Ilypericin ) 0.1 uM hyperic

bunécny cyklus



VYZKUMNE CiLE A OBLASTI PRAKTICKEHO VYUZITI
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LIDSKE BUNECNE LINIE (in vitro

= epitelialni bunky tlusteho streva (kolonu
= bunky prostaty
= jaterni bunky

™
High Density Scale Bar = 100pm

Mysi modely




Metody oddéleni cytokinetiky BFU AV CR

e Specialni kultivace bunécnych linii (/n vitro metody)

e FACS - pritokova cytometrie (FACSCalibur BD, FACSVerse,
vysokorychlostni sorter FACS Aria Sorp II) — viceparametrické
analyzy, sortovani

e Mikroskopie — fluorescencni, konfokalni (Leica, Olympus)
e Fluorimetrie a kolorimetrie (FluoStar nebo Elisa reader)

e Polyakrylamidova a agarosova elektroforéza, western
blotting atd.

e RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction,
reportérové vektory

e Bunécné transfekce, siRNA, overexpresni studie

e Experimentalni zvirata (in vivo metody, /n vivoimaging,
~knock out" zvirata)

Siroka skala metod pro detekci proliferace,
diferenciace a bunécné smrti (apoptoza, autofagie)



PouZivané metody

= Metody bunécné a molekularni biologie,

biochemie a analytické cytometrie
Specialni kultivace bunéénych linii
Pradtokova cytometrie (viceparametrové analyzy)
Fluorescenéni, konfokalni mikroskopie
Elektroforéza, western bloting
Bunécéné transfekce, siRNA, overexpresni studie
Biochemické testy
PCR, reportérové vektory..
a mnohé dalsi....



Metoda prutokové cytometrie

Specificka barviva - intenzita fluorescence
Parametry odrazejici chovani bunécnych populaci

Faze bunécného cyklu Exprese CD povrchovych antigent
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Metodologie vyuzivaji nejmodernejsi zarizeni



Zalozeni Ceské spole¢nosti pro analytickou cytometrii (CSAC) v r. 2000
CIL: propojeni vyzkumu, kliniky a praxe a napojeni na mezinarodni aktivity
(Int. Soc. Analytical Cytometry, European Cytometry Network)

ANALYTICKA CYTOMETRIE II

konference
se zahrani¢ni ucasti

Konference s mezinarodni Ucasti: 2001, 2003, 2005, 2007, 2009, 2011, 2013



KONFERENCE s mezinarodni ucasti

Analyticka cytometrie VIII,
Olomouc 3. - 6. 10. 2015

http://www.csac.cz/

V4 International Conference

Analytical Cytometry VI

3.-6.10.2015
Hotel NH Collection Olomouc Congress

X(CSAC

Czech Soclety for Analytical Cytology



SPOLUPRACE

Oddeéleni Zivocisné fyziologie a imunologie
Ustav experimentalni biologie, PFF MU
Vyzkum, vyuka, védecka vychova

V CR:

LF UP Olomouc, Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi Brno, LF
MU Brno, ICRC, UEM Praha

V zahranici:

- Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden

- Fac of Medicine, Univ. of Debrecen, Hungary,

- Inst. of Mol. Biol. and Ecology Fac. of Sci. Safarik Univ., Kosice,
SR

- Johannes Gutenberg University, Mainz, Germany

- University of Wien

- University of Kentucky, USA



Vyuka a vedecka vychova
na odd. cytokinetiky BFU

PiF MU PREDNASKY a CVICENI:
e Specialni metody fyziologie Zivocichli Bi5611c (2.r.)
e Moderni metody bunécné biologie Bi6725 (3.r.)

4.r.

e Fyziologie bunécnych systéml Bi7070

e Genotoxicita a karcinogeneze Bi8110

e Zdravotni rizika Bi6871

e Molekularni fyziologie Zivocichl Bi6051

e Mechanismy bunécné smrti Bi8870

e Analyticka cytometrie Bi9393

e Fyziologie plsobeni farmak a toxickych latek

TEMATA BAKALARSKYCH, DIPLOMOVYCH a DISERTACNICH PRACI
Bakalafri: 2

Diplomanti: 9

Doktorandi: 8

Clenstvi v oborovych radach a komisich pro statni zkougky a obhajoby (Mgr, RNDr, PhD)

LF UP Olomouc:
Vzdélavani doktorandd — kurzy a staze



Bunécna a molekularni fyziologie lipidi

LIPIDY A JEJICH INTERAKCE V MECHANISMECH
ROZVOJE NADORU

Prof. RNDr. Jifina Hofman,ové CSc.
Oddéleni cytokinetiky BFU AV CR, v.v.i, Brno

Oddéleni fyziologie a imunologie ZivoCichil
UEB, Prirodovédecka fakulta MU Brno

hofmanova@ibp.cz



Vznik a rozvoj nadori
genetickeé faktory + faktory vnéjsiho prostredi

,» Bioaktivni slozky potravy

?2?Podil vyzivy stale diskutovan?

Carcinogen metabolism
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ovliviiuji genetické a epigenetické déje
spojené se vznikem rdiznych patologickych procesi

Anand P. et al., Pharmaceutical Research 2008 Trujillo E., J Amer Diet Assoc., 106, 2006



DIETA

INICIACE PROMOCE PROGRESE
MUTAGENY , i
RADIACE NEGENOTOXICKE GENOTOXICKE
VIRUSY.... KARCINOGENY +NEGENOTOXICKE
GENOTOXICITA FAKTORY

o) o
qo]o O OO
olo) QO
NORMALNI INICIOVANA PRENEOPLASTICKE MALIGNI
BUNKA BUNKA ZMENY NADOR

AKTIVACE PROTO-ONKOGENU
INAKTIVACE NADOROVE SUPRESOR. GENU
INAKTIVACE ANTIMETASTAT. GENU

Mnohostupnovy proces karcinogeneze
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Lipidoveé slozky vyzivy

vysoky absah tuku)
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Riézna biologicka uloha lipidi
TUKY (lipidy) NEJSOU POUZE ZDROJ ENERGIE !!!

Strukturalni a regulacni tloha s vyznamnym dopadem na
_ fyziologické funkce organismu
Uloha v patofyziologii - nadory

Membrane structure and function Energy storage and
lipid transport
Aktivita proteind Chylomicron
(pfenasecd, receptord)
Cell plasma membrane / -
/ Membrane lipids
o P e.g.
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TRENDS in Biotechnology

Oresi¢ M. et al. Trends in Biotechnology 2008




ESENCIALNI VYSOCE NENASYCENE MASTNE KYSELINY (VNMK)

dlouhé C reztézce a 2 i vice dvojnych vazeb — savci organismus je nedovede syntetizovat,
jsou pfijimany s potravou podobné jako vitaminy
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Rozvoj nadort kolonu

Multifaktorialni a komplexni etiologie
Genetické i epigenetické zmény, Zivotni styl, vyziva

Normal Hyperproliferative Early Intermediate Late Carcinoma
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Loss or mutation of
TP53 TS gene
(17p)

Loss or mutation of
TS geneon 18q
(SMAD47?)

Loss or mutation of
APCTS gene
(5q)

Epidemiologicke, experimentalni a dnes jiz i klinické studie
prokazuji protektivni tlohu n-3 VNMK (plankton, rybi
olej) a

mastné kyseliny s kratkym retézcem
BU'[YIy'\TU z vlakniny

V ZANETU I KARCINOGENEZI KOLONU

Tammarielo AE and Milner JA J Nutr Biochem 21:77, 2010




Mikrobialni fermentace

Prechod adenom x karcinom viakniny ve stfevé

Bunécéné linie

normalni epitel
NCM460

fetalni colon
FHC

adenom
AA/C1
RG/C2

adenocarcinom
HT-29

HCT-116

SW480

lymf.
metastaza
SW-620

LU I
HO/C = = = M
Na 0 CH,

Structure of DHA

Uéinky VNMK a butyratu

NEDOSTATECNE JSOU STALE OBJASNENY
» MECHANISMY UCINKO SAMOTNYCH MK

» JEJICH VZAJEMNA SOUCINNOST

» INTERAKCE S ENDOGENNIMI REGULATORY
BUNECNEHO RUSTU, DIFERENCIACE A SMRTI




AA (50uMm) Endogenni regulatory

Rostl. olele (3mM) TRAIFL, TNFa, DETEKOVANE PARAMETRY
anti-Fas rlzny stupen bun. organizace
DHA 1 (ruzny stup g )
Rybi oleje FAT/CD36 Receptory smrti
ORVPRS Struktura lipidd (lipid packing)
{ Transportni proteiny
Plasmaticka i | pritokova cytometrie - FCM
membrana ‘ %

Analyzy bunécnych lipidi
Fosfolipidy, neutralni lipidy (LC-MS-MS)
Slozeni MK (GC-MS)

CYTOPLASMA
Akumulace lipidi (lipid droplets, FCM)
Produkce ROS — FCM

Mitochondrie

MITOCHONDRIE
Mit. membranovy potencial - FCM
Exprese apoptickych proteint (Western blot

PPARs .
Jadro JADRO
Cﬁ Transkripcni faktory, genova exprese (PCR)

/ | N\

Proliferace Diferenciace Apoptéza



Predpokliadané mechanismy spolecéného G€inku PUFAs a butyratu
(interakce s TRAIL)

PUFAS (n-3,n-6 Butyrate PUFAS (n-3, n-6)
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Na modelech bunék kolonu jsme prokazali

» priznivé ucinky kombinace VNMK a butyratu
u modelovych bunék nadort kolonu (antiproliferacni a apoptické
plsobeni, v¢. nékterych mechanismi)

» posileni ucinkli endogennich regulatord apoptozy (cytokind z rodiny TNF
indukujicich apoptozu) a prekonani rezistence ptisobenim mastnych
kyselin (VNMK i butyrat)

» vyznamnou ulohu bunécnych lipidd v téchto Gcincich

Noveé: interakce VNMK a butyratu s metabolismem a toxicitou
skodlivych latek Zivotniho prostredi



Mastné kyseliny zvysuiji citlivost nadorovych bunék kolonu
k apoptéze indukované cytokiny rodiny TNF

Avallable online at www.sclencedirect.com
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Polyunsaturated fatty acids sensitize human colon adenocarcinoma
HT-29 cells to death receptor-mediated apoptosis
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TRAIL and docosahexaenoic acid cooperate to induce
HT-29 colon cancer cell death
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TNF-o modulates the differentiation induced by butyrate in the
HT-29 human colon adenocarcinoma cell line

M. Kovarikova®, J. Pachernik *, J. Hofmanova®.
Z. Zadak®, A. Kozubik ¥

Differentiation (2004) 72:23 31 © International Socicty of Differentiation 2004

ORIGIN/

Martina Kovarikova - Jifina Hofmanova -
Karel Soucek - Alois Kozubik

The effects of TNF-o and inhibitors of arachidonic acid metabolism on
human colon HT-29 cells depend on differentiation status

ONCOLOGY REPORTS 19: 567-573, 2008

Response of normal and colon cancer epithelial
cells to TNF-family apoptotic inducers
JIRINA HOFMANOVA, ALENA VACULOVA®, MARTINA HYZD'ALOVA" and ALOIS KOZUBIK

Laboratory of Cytokinetics. Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the
Czech Republic, v.v.i., Krilovopolskd 135, CZ-612 65 Brno, Czech Republic

DHA selektivné posiluje apoptézu
indukovanou cytokinem TRAIL
(TNF-related apoptosis-inducing ligand)

Cytokine 44 (2008) 33-43

Contents lists available at ScienceDirect

Cytokine

journal homepage: www.elsevier.com/locate/issn/10434666

The interaction of butyrate with TNF-a during differentiation and apoptosis
of colon epithelial cells: Role of NF-kB activation

M. Hyzd'alova®, J. Hofmanova?, J. Pachernik®, A. Vaculova?, A. Kozubik **

Butyrat posiluje apoptozu indukovanou

cytokinem TNFa nebo TRAIL




Metoda prutokové cytometrie

Specificka barviva - intenzita fluorescence
Parametry odrazejici chovani bunécnych populaci

Faze bunécného cyklu Exprese CD povrchovych antigent
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LIPIDOMIKA

e Rozdily ve slozeni a metabolismu lipidl béhem vyvoje nadoru (indikator rizika)
e Odlisné zmény lipidd po plsobeni mastnych kyselin

A Phospholipids Phospholipids
1 L 1 1 lacking omega-3 containing omega-3
1 I T T fatty acids fatty acids
G-16:1e0 T © Saturates
® © Monounsaturates D HA 7 7 7 Dietary omega-3
fo) © Omega-6 - 9 fatty acids incorporate
© Omega-3 into cell membranes
- 1g7c-1s:1m9 Signalling
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High risk of breast cancer ) protein

expression

eRozdily v citlivosti k fyziologickym regulator@im

e Rozdily v odpovéedi na terapii

Bougnoux P, et al, Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2006 ME Surette, CMAJ 2008



LIPIDOMICKE AI:IAL?ZY
(spoluprace s VUVel)

1) zmény obsahu jednotlivych typli MK v celkovych bunécnych lipid
GC-MS

2) zmény obsahu AA, resp. DHA v jednotlivych skupinach fosfolipid
PC, PS, PI, PE, SM a v neutralnich lipidech

LC-MS-MS

po plisobeni AA, DHA, NaBt a kombinaci AA/NaBt, DHA/NaBt)
u bunék FHC a HCT-116

phosphatidyl-

phosphatidyl-
inositol

inositol




il Phosphatidylcholine(PC) species profile [nmol/10° cells] CIFHC
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KLINICKE VZORKY
Analyza epitelialnich bunék
izolovanych z nadoru a normalni
tkané kolonu u pacientt
(chirurgie FN Bohunice,
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Hledani lipidovych markert
(diagnostika, terapie)
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GC-MS (mastné kyseliny)

Srovnani lipidovych profild
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transformace

(,lipid fingerprint™)

Triglycerides (TAG) species profile [nmol/10° cells]

contentis expressed as an equivalent TAG[triolein]

nmol/ 10°cell
-

08

molecular ion weight [m/z]

OFHC
AA/C1
RG/C2
AA/C1/SB10
HT29
HCT116
ESW620
mSwW480
HENCM460




Z0RAVOU VHZIVOU
PROTI RAKOVINE
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Regulace smrti nddorovych bunék
tlustého streva a prostaty,

kombinovana terapie jako dcinna
strategie pro eliminaci nadorovych bunék

(TRAIL + chemoterapie)

RNDr. Alena Hyrslova Vaculova, Ph.D.

IBP o®

Institute of Biophysics



Apoptoza

geneticky kontrolovany komplexni proces programované
bunééné smrti, cilena sebedestrukce buriky

Zasadni vyznam ve vyvoji a udrZeni homeostaza
mnohobunécného organismu

Eliminace nepotrebnych, poskozenych, nebezpecnych,
mutovanych Ci jinak pozménénych bunék za dcelem
udrZeni homeostdzy mnohobunééného organismu



Hlavni morfologické
znaky apoptdzy

Mucleus

Cell shrinkage

Blebs

Mucleus fragmenting (karyorrhexis)

Fhagocyte engulfs
apoptotic bodies

apoptotic WBC

Hoechst




Hlavni biochemické znaky apoptozy

Aktivace specifickych enzymi

Proteazy - kaspazy, Stépeni strukturné a funkéné
dileZitych proteinu v burice

Nukleazy- specificka fragmentace jaderné DNA

Aktivace/relokalizace specifickych proteinovych
regulaénich molekul

Nutné dodani energie ve formé ATP

Zmény symetrie membran



Apoptoza versus proliferace

= Pro udrZeni homeostazy organismu
je nutna dokonala rovnovaha mezi
procesy proliferace a apoptozy

= Poruseni této rovnovahy ma
dalekosahlé dusledky, které se
odrazi na zdravi organismu

= Obzvlasté nutné pro intenzivné
proliferujici tkané (krev, strevo..)



Deregulovana bunécéna smrt narusuje rovnovdhu, resulting in
onemocnéni - predcasna ztrata nebo nadmérné prezivani bunek

Normal Tissue

New a Cell
Cells Death

Homeostasis

Diseases of Disordered Cell Death

New
Cells i Death Cells Death

Neurodegeneration @
Immunodeficiency - .

Infertility BRIETCOy




Apoptoza a ndadorova onemocnéni

= Charakteristicky znak nadorovych bunék -
deregulace apoptozy - omezeni spontanni_
apoptozy, rezistence k pusobeni induktoru
apoptozy (.chybny apoptoticky program™)

= Nadorova onemocneéni - nejvice zkoumany
typ onemocneéni v souvislosti s defekty
apoptozy

= Strategie protinadorova terapie - cilene
spusténi apoptozy, eliminace nadorovych
bunék, bez posSkozeni okolni zdravé tkané
organismu



Cell death
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Protinddorova terapie

= Hlavni problémy soucasné protinddorové terapie:

Omezena selektivita, vyrazné poskozeni
zdravych tkani organismu

Rezistence nadorovych bunék

VyuzZiti selektivnich induktord vnéjsi
apoptotické drahy - velmi slibné, hlavni
kandidat - TRAIL (TNF related
apoptosis-inducing factor)

¢len rodiny cytokinui tumor necrosis
(TNF) factors



Aplikace TRAILu - atraktivni biologicky
cileny pristup v protinadorové terapii

Posledni dobou se ukazuje, Ze rada
nadorovych bunék je rezistentni k
apoptoze indukované TRAILem

spravné zacileni protinadorové terapie



Chemoterapeutické latky na bdzi platiny

platinova cytostatika uspésné pouzivana pri lécbé
nadorovych onemocnéni vice nez 30 let, mechanismus
jejich biochemického ucinku je vSak stéle ne zcela
objasnen

= Cisplatina, oxaliplatina, karboplatina, nové derivaty...

Vétsina téchto latek pusobu prevazné na burky, které
rostou a déli se, coz vSak nejsou jen buriky nadoru, ale i
buriky zdravych ‘tkani

= Rada nezddoucich vedlejsich G¢inkd

= Omezeni selektivita

Mechanismus pusobem - poSkozeni DNA i jinych struktur buriky,
aktivace signdlnich drah bunécné smrti...



Adamantylaminove Pt(ll) a Pt(IV)
komplexy
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V rfadé pripadu se véak ukazuje,
Ze monoterapie vyuzivajici
TRAIL je nedostacujici - velka
sance ve vyuziti

kombinované terapie
TRAIL + chemoterapeutické latky



Dvé hlavni drdhy aktivace kaspdz a
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Apoptdza vs. léecba
nadoroveho onemocnéni

= MoZnost spustit apoptozu nadorové burky
je zakladni podminkou uspésné
protinadorove terapie

= Rada nadorovych bunék je vSak vuci
apoptoze rezistentni

» Je nutné objasnit mechanismy rezistence
a prekonat i
nova léciva, kombinovana terapie



Cilené spusténi apoptozy -
efektivni a klicova strategie
protinadorové terapie



Vyznam naseho studia

Snaha pochopit a popsat molekularni mechanismy,
které jsou zodpovedné za rezistenci nadorovych
bunék k apoptoze a pouzivané chemoterapii

Najit nové ucinné latky, ktere by zcitlivély
nadorové bunky k apoptoze

Popsat mechanismus plsobeni téchto latek a
otestovat jejich GCinky na bunikach nadorovych a
normalnich

VyuZit vyhod kombinované terapie a popsat jeji
efekty s ohledem na uspésnou aplikaci v
protinadorové terapii



Dekuji za pozornost!

RNDr. Alena Hyrslova Vaculova, Ph.D.

vaculova@ibp.cz



The Traditional Healthy
Asian Diet Pyramid
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INKORPORACE VNMK DO BUNEK FOSFOLIPID

» odrazi slozeni a obsah VNMK v diete TS I M-
> n-_6 a n-3_ VNMK soutezio N fl\

- stejne pozice v membranovych fosfolipidech e -
- stejné metabolizujici enzymy

Membrane Phospholipids
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Inhibice COX1/2:

nesteroid. antiflogistika (indometacin
ibuprofen,aspirin, coxiby )

/ | LOX pathway \ 'cox pathway

5-LOX 5LOX cox1 i Inhibice LOX: kys. nordihydroguiarova
VTN — k- a Esculetin, MK-886
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Klinické vyuziti
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