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RESENI a dalsi postup
Diverzifikace na dvou urovnich:

1) Mezioborova (2 systemy),

2) Odborneho smérovani (2-3 problematiky)
Narocne, ale mozné

Diverzifikovany systéem — pro vetsinu stabilnéjsi,
mene zavisly na jakemkoli neocekavaném vyvoji



Slozeni
a
zamereni oddéleni



TOXICOLOGIE
t

EKOTOXIKOLOGIE

Regulace cytokinetiky
(proliferace, differenciace, apoptézy)

1 — molecularni

2 — bunécna

J— systémova urovén (organismus,
populace, ekosystem)
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NEKTERE HLAVNI CILE SOUCASNEHO VYZKUMU

Poznani mechanismu latek lipidové povahy,
VNMK a jejich derivatu,
v mezi/vnitrobunécnych komunikacich podilejicich se

(proliferace, diferenciace a apoptozy)
v kontextu jejich interakci s

- fyziologickymi regulatory rustu,
- environmentalnimi polutanty
- vybranymi farmaky

je vyuzit tyto znalosti v ramci pripravy

lipidovych nutriCnich preparatd, pfipadné cytostatik.




Organismus jako komplexni hierarchicky
systém

organismalni, v D .
‘v bunecna molekulova

Nelze oddélovat (naopak nutno usilovat)
studium na jednotlivych Urovnich organizace systému
Obtizné realizovatelné v ramci jedné laboratore




Vyzkumné cile a oblasti praktického vyuziti

ONKOGENEZE

faze:

INICIACNI PODPURNA
(INITIATION) (PROMOTION)

~cell signalling®

cytokiny vs. eikosanoid
(cy Y 2 POPULACE

TRANSFORMOVANYCH
BUNEK

POPULACE NORMALNICH
(NETRANSFORMOVANYCH)

BUNEK —
PROGRESIVNI FAZE

(PROGRESSION)

klinicka data,

matematické analyzy,
experimentalni ovéreni
ONKOTERAPIE
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Vyzkum Aplikovany
(cileny)

(VYVO]) Zakladni



Prehled metod a metodologii
(uceleny system)



Hlavni METODY pouzivané v laboratori cytokinetiky
BFU AV CR, Brno

FM - fluorescenéni mikroskopie

SM - svételna mikroskopie

WB - western blotting

FM - fluorimetrie (FluoStar)

CM - kolorimetrie (FluoStar nebo Elisa reader)
LM - luminometrie (VUVEL, Lojek)

PAGE - polyakrylamidova elektroforéza
RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction
RG - radiografie

ELFO — agardzova elektroforéza

FACS - Fluorescence-activated cell sorting

(prutokova cytometrie véetné ,cell sortingu®)



FACSVerse




Vyhody

- Moznost analyz a trideni
zivych bunek ! (UV lasery)

a jejich postoupeni pro dalsi

-,Multicolour analyses”
- Optimum pomeru
automatizace / versatiblilita
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SYLABUS pro studenty

4. ro€niku fyziologie zivo€ichu a obecné zoologie, mol. biologie, chemie zivotniho
prostredi a ekotoxikologie, vybérova prednaska pro doktorandy

- Struény uvod do teorie systéml
- Negativni a pozitivni zpétna vazba
- Zakladni pojmy, parametry cytokinetiky (proliferace, diferenciace, apoptdza)
- Typy bunécnych populaci
- Kmenové a diferencované kompartmenty.
Totipotentni, pluripotentni, progenitorove, komitované
diferencované bunécné populace
- Autokrinni, parakrinni a endokrinni regulace
- Bunécny cyklus a jeho regulace
- Faktory ovliviujici bunécné déleni, cytokiny, ristové faktory a inhibitory, jejich specifita
a rovnovaha jejich pasobeni
- Struktura plasmatické membrany a jeji funkce v regulaci bunécné proliferace a diferenciace
- Vysoce nenasyceneé mastne kyseliny a eikosanoidy
- Transdukce signall a exprese genetické informace
- Uloha fosfolipidovych komponet v transdukci signalt rast modulujicich latek
- Mechanismus ucinku hormonu a tkanovych mediatoru ( cytokiny a "chalony").
- Regulace proliferace, diferenciace, apoptozy



Krvetvorny systém a jeho funkce

n Hemopoéza ( lymfopoéza, myelopoéza, erytropoéza, megakaryocytopoéza )
n Funkce diferencovanych krevnich elementd - monocyty, makrofagy - fagocytoza;
n Vztah imunitniho systému k dalSim fyziologickym funkcim ( zanétu apod.)

Homeostaza, zdravi a nemoc

n Organismus jako hierarchicky systém, spoluptisobeni nervové, endokrinni a humoralni

soustavy

n Priklady systémovych reakci jako jsou stres, zanét apod. a jejich vyznam z hlediska zdravi a
nemoci

n Skodlivé faktory vnéjsiho prostiedi a jejich vliv na zdravi lidské populace



Doporucena literatura, zdroje |.

Nezbytné je absolvovat vyklad — vlastni poznamky
+ jakakoli MODERNI u&ebnice

- Biochemie

- Molekularni biologie

- Bunécné biologie
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http://www.malecentrum.cz/9781451101508-histology-a-text-and-atlas-with-correlated-cell-and-molecular-biology-6/e-international-edition/

Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Fourth Edition (ISBN 978-1-936113-01-9, Rok vydani: 2014
* 814 pp., illus. (42 4C, 134 B&W), index
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Typy bunécénych populaci
podle Gilberta a Lajthy (1965)

TYPY PROLIFERUJICI

expandujici, neopoustéji populace coby zdroj Tranzitni populace, ve
populaci, mnozi se bunék pro jiné populace které se buriky pomnozi
c. konstantni c. konstantni

=

TYPY NEPROLIFERUJICI

metamyelocyty
YTY k. d.
00C erytrocyty
granulocyty

stacionarni stale ubyva typ préchozi (tranzitni)

c. konstantni c. konstantni
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ertoliho bunky

2. Velmi pomalu se obnovujici bunééné populace:
Béhem zivota se obnovi jen ¢ast populace:
hladké svalové bunky
gliové bunky
osteocyty
bunky ledvinnych tubula
bunky diené nadledvinek
hlavni buiiky Zalude¢ni sliznice
intersticialni bunky Leydigovy
bunky hné&dé tukové tkané

3. Rychle se obnovujici bunééné populace:
A. Ne ptili§ rychle se obnovujici populace. Populace, ktera se béhem zivota zcela obnovi, ale
za dobu delsi nez 30 dni:

hepatocyty a litoralni bunky
epitelova vystelka dychaciho traktu
bunky slinnych zlaz
buniky pankreatu
bunky v kiife nadledvinek
parietalni buiiky zaludeé&ni sliznice
pojivové bunky v kazi

B. VVelmi rychle se obnovujici buné&&né populace. VSechny se obnovi za dobu krat$i nez 30 dni:




MODELY:

Bunky tzv. intenzivneé proliferujicich
populaci

(zejména b. krvetvorné a b. strevnich
epitelu).

a

bunky nadoroveé



b k celotélové expozici
nizujicim zarenim,
rozvoji tzv.

ni — manifestaci tzv.

SYNDROMU.
zavisi na davce ozareni




Dobovy kontext
od 40.- 80. léta 20. stol.

Radiobilogicky vyzkum
predevsim pro vojenske ucely.

(Nevada, USA)

Duasledky:

Utlumeni a_ poSkozeni krvetvorby
(intenzivné proliferujicich populaci)
imunitnich funkci a celého organismu.
Vznik nadoru véetné leukémii atd. ,smrt.

Jestlize dojde k celotélovému vystaveni ionizujicimu zafeni, dochazi k rozvoji tzv RADIACNIHO SYNDROMU

provazeného devastujicimi u€inky na organismus




Formy nemoci z ozareni (mys)

davka hlavni oblasti postizeni
Drenova forma................. 0.1-6 Gy....... Kmenové bunky K.D.
Strevni forma .................. 5-10Gy....... Epitely, zejména streva
Centralné nervova forma....100 Gy......... Viz vyse v€etné C.N.S.

Dusledky:

silné poskozeni intenzivné proliferujicich populaci, organismu,
imunitnich funkci a celého systému:
proliferativni choroby, leukémie, smrt.



Vyuziti ozareni jako modelu
pro studium regenerace
krvetvornych funkci

Princip,

volba davky,

volba druhu laboratorniho zvirete (mys)
Metoda CFU-S



Epoxyeicosatrienoic acids (EET)
Prostaglandins (PG) Hydroxycicosatetracnoic acids (HETE)

Arachidonic Acid (AA)

ey i s (HETE) Fosfolipidovy metabolismus
a pusobeni ionizujiciho zafeni

BIOLOGICAL MEDIATORS ; e !
(Skodlivych faktoru

THE ARACHIDONIC ACID CASCADE  7Zivotniho prostredi)

(Phospholipase)
% p

@ Re-esterification Release

— =~ COOH
Arachldomc Acid LA ANS

@ Cyclooxygenase \Lip:)xygenase
Indomethacn) Lipoxins (A & B)

Hydroxy Fatty acids

1C i (HETEs, HPETEs)
il Leukotriene By
Prostaglandins 7Gh-c|ys—<;ay
Thromboxane s
Prostacyclin i
OH

CsHyy

(EIKOSANOIDY)  Lewotiene ¢, —L10, —17e,  Zanet, karcinogeneze
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Typy regulaci
(ristu a bunécnych funkci)

1) Hormonalni (endokrinni) regulace

Regulator — hormon J& produkovan buitkami 714z s vnit ini sekreci do krevniho fecisté
Ovliviiuje funkce bunék, které mohou byt zna¢né vzdaleny od mist syntézy hormonu

Hormon - je tedy produkovan za Gelem kontroly ¢innosti bunék nez téch, které jej produkuji

2) Parakrinni regulace

Mechanismus ptisobeni spociva v tom, ze rustovy faktor (regulator) — tkanovy mediator
(regulator mistniho plisobeni) je syntetizovéan jednim typem b. poté je transportovan do
extracelularniho prostoru a OVliviwuje f-ce bunék v nejblizsim okoli.

(casto jedina moznost vzhledem k velmi kratkému polocasu rozpadu)

3) Autokrinni regulace

je mozna tehdy, jestlize jsou bunky schopny jak syntetizovat tak i reagovat na urcity (ristovy)
regulator.

Pozn. : autokrinni model je soucasti konceptu vysvétlujiciho abnormalni regulaci nadorového
rastu.

Predpoklada, ze nidorow zménéné buiiky produkuji stimulaéni ristové faktory hadmérném
mnozstvi, na které samy odpovidaji. Tak se autostimuluji ve smyslu aktivace proliferace.




Apoptdéza: programovana bunécna smrt, nevede k zanétu

neprogramovana buné¢na smrt, je pti¢inou zancétu
(odlisny prabéh biochemickych reakci, rozdilnd morfologie)

Nekroza:

Proliferace:
je ekvivalentem bunééného déleni

( tzn. zvySeni poctu kvalitativné totoZnych bunék)

Diferenciace:

,rozriznovani bunék® (vznik kvalitativné odliSnych bunék)

Rust

ZvétSeni ,,objemu* buiiky, bunééné populace (tkdn€ nebo organismu).
Je dusledkem:

a) zvétseni velikosti bun¢k pti zachovani konstantni velikosti populace
b) zvétseni poétu bunék (proliferace) bez zmén v objemu bun¢k

¢) zvyseni po¢tu bunék i jejich objemu

d) odumirani apopt6zou nebo nekrozou



Polyklonalni charakter kostnich bunék

Prirovnani kmenoveé bunky ke stromu

E — kmenova buiika v embryonalni dobé

E — kmenova buika v dospélosti

. v
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The structure of the hemopoietic system

T.M.Dexter and M.Moore

STEM PROGENITOR CELL MATURE (,,END")
CELL COMPARTMENT COMPARTMENT CELL COMPARTMENT
Pre-Tcells > T-cells
Epo *» Eosinophils
"Wy
—— CFU-E — RBC
Pluripotent
Self-renewing » Neutrophils
Stem Cells Macrophages
Meg-CSF's
» Megakaryocytes/
Platelets

MCGF

Bas-CEC > Basophils/Mast cells
Pre-B cells > B-cells

SELF-RENEWAL CAPACITY
DIFFERENTIATION AND DEVELOPMENT
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~ Pluripotentni bunka jiz neschopna vytvorit slezinnou kolonii !

w
=
w
”g - BFU-E erytroblasty
- - CFU-E myelocyty
E - CFU-C megakaryocyty
0 - CFU-eozinofilli
E 100 % - CFU-Meg

- CFU-makrofagii2
F - CFU-BL3 S O,
= L CFU-TL3 \ 2
] \ T %
“w 50% |- ° 3
X 1, =
= CFU-S 0
= : }E
g : — (=W
o 0% - e :
EE—I: «—» - »
< Pluripgtentni Morfologicky rozpoznatelné bunky
E bunky

il
-

PROLIFERUJICIBUNKY NEPROLIFERUJICI
BUNKY

Obr. 8. Schéma kvantitativniho zastoupeni rliznych prekurzord krevnich bunék v krvetvorné tkani.
1 Podle Gregorové a Henkelmana (1977)

2 podle MacVittieho a Porvaznika (1978)

3 Nejsou odvozeny od CFU-S



HRANICE (limity)
optimalniho rozmezi
optimalniho rozmeszi
nevratného poskozeni
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Dosazeni dynamické rovnovahy

optimum
funkce
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b

POCET BUNEK V POPULACI

i

optimalni

rozsah
regulace

zvysene riziko vzniku
nadorovych onemocnéni
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treatment: ovliviovany systém parametry cytokinetiky:

cytostatika,
ozafovani, ... \

proliferace

regulacni _ _
podnéty, atd. > ,,black box™ —
N
VSTUPY modelové systémy /in vitro, bunky liSici se WSTU PY
ristovou ,strategii", pacient

‘ L aborator
ptokinetiky

RBiofyzikdélni Gstav AVER, BRNO
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Parametry cytokinetiky
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Rovnhovaha (homeostaza)
Vysledek plsobeni mnohocetnych zpétnych vazeb
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FAKTORY SPECIFICKE
- [ st j +

FAKTORY NESPECIFICKE

i

membrana
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100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Biologicka odpoveéd’
(procenta kontroly)

Priklad interakce dvou faktorl (data: Eur. J. Pharmacol. 316, 349-357, 1996.)
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REGULACE ,NORMALNIHO" RUSTU

Startovaci stimulatorova sila
(odpovéd’ vse nebo nic)

INHIBICE

kumulace kataboliti
vycerpani Zivin
transmem.pot. E,, -70 az -90 mV

spec. intracel. stim. proteiny

Nesspecifické
faktory

limitni konc. Na*/K*, Ca2+, Mg2* o .
~ . i i X v spec. rustove faktory Mono-
snizeni cGMP~10-10"12 mol.I"* riistové proteiny, kondic.média
v . intracel. poietiny, CSF 1
zvyseni cAMP 10-2-10-5 mol.I! extr. R lektiny (A, conc. A)
T katabolické steroidy somatorlnediny Oligo-
interferon . ﬂ nékteré prostaglandiny
katecholaminy, adrenalin EGF, FGF, NGF, MSA atd. l
Poly- nékteré mitostat. hormony ACTH S nékteré hormony - mitogenni
nektere prostaglandiny T inzulin, serotonin Poly-
T _ inh. myeloidni leukemie hydrokortizon, noradrenalin
inh. epid. karcinomu, ascitu el e T o l
Oligo- inh. lymfomu, melanomu 4 zvyseni cGMP 10-3-10-°mol.l-1 extr.
epidermalni, intestinalni inh. snizeni cAMP pod 10-8 mol.l''i.c. K
T FGRF, MCIF inh. Atd. dodani Ca2+ nad 1,8 mV -E >
BSC-1, BHK-1 inh transmem. pot. E,, -10 aZ -70 mV 96
Mono- spec. inhibitory-chalony proteazy, trypsinizace ot
spec. endogenni inhibitory dodani zivin 7 &
L)
odstranéni katabolitd Z
Startovaci inhibitorova sila
(odpovéd’ vSe nebo nic) STIMULACE

1A Schematické znazornéni stimulace a inhibice ristu specifickymi a nespecifickymi faktory. Pfevaha pozitivniho nebo
negativniho signalu rozhoduje o vysledné stimulaci nebo inhibiciti zavisi na metaboluické a riistové aktivité bunék, typu bunék
a dalSich podminkach - viz text. Specifické ristové ucinky vnéjsiho prostredi bunék zahajuji specifické riistové faktory
(specifické stimulatory) a specifické endogenni inhibitory (chalony). CSF-kolonie stimulujici faktor, EGF-epidermalni riistovy
faktor, FGF-fibroblastovy riistovy faktor, NGF-nervovy riistovy faktor, MSA-multiplikaci sti-mulujici aktivita,

cAMP-cyklicky 3“5 -guanosinmonofosfat, BSC-1, BHK-1, MCIF, FGRF-specifické inhibitory danych bunécnych linii.

Regulace a inhibice
rtistu normalnich a
nadorovych bunék,
Fremuth F., SPN,
Praha, 1986



Ctyri nejdilezitéjsi skupiny malych
organickych molekul v bunkach

jednotky vyssiho radu

mastné kyseliny

aminokyseliny
nukleodity
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PROLIFERACE

n-=6
2 : 3 KONCENTRACE MASTNYCH KYSELIN

D.G.Cornwell and N.Morisaki, Free Radicals in Biology. Vol.6, 1984

>
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PROLIFERACE

= 3 3
[ T
SO L O

KONCENTRACE MASTNYCH KYSELIN

D.G.Cornwell and N.Morisaki, Free Radicals in Biology. Vol.6, 1984

>

PEROXIDACE LIPIDU
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PROLIFERACE

n-6
KONCENTRACE MASTNYCH KYSELIN

D.G.Cornwell and N.Morisaki, Free Radicals in Biology. Vol.6, 1984

PROSTAGLANDINY
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MOLEKULARNI MECHANISMY puisobeni w-3 a w-6 VNMK

T e (mediatory a modulatory bunééné signalizaéni sité)

signalni

ot . kaskada
lipidové
rafty / vhitrobunééné sekrece
vi funkce
membréanové

fluidita

\

zmény metabolismu,

proteiny
jaderné receptory inserce
membranové transkripéni faktory
fosfolipidy (NFkB, PPAR, AP-1...
x
e

— bunééného rastu
diferenciace a apoptozy

PUEA ..

5
>

ROS

L
)
1
a
. -
n -
.
.
u
u
)

eikosanoidy

\ lipidova ﬂL x;\\ <
peroxidace

\ o P450| | COX
K t N

L
v
n-3 PUFA : membranové - —

fosfolipidy ) kyselina_arachidonové

n-6 PUFA
(AA, LA)

Mimobunééné podnéty (cytokiny, hormony,
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Rovnhovaha (homeostaza)
Vysledek plsobeni mnohocetnych zpétnych vazeb
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The early acting growth factor which
maximises host :
defense

GM-CSF
M-CSF

Macrophage
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mnozstvi
informace

(kvantita)

X

(kvalita)

vyuzitelnost
informace

~Moudrost Clovéka Ize mérit podle starostlivosti, s niz mysli na
véci budouci nebo na konec."

G. Ch. Lichtenberg
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Nabidka studia bcl., dipl. ivDSP na nasem oddeleni
(na pracovistich PrF i AVCR v Brné)



