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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva funkénimi vlastnostmi krevnich desti¢ek, predevSim
v kontextu s nddorovou angiogenezi a tvorbou metastdz. Velka ¢ast je vénovana popisu
funkci jednotlivych proangiogennich a antiangiogennich faktori skladovanych
v granulich desticek. Ddle je v praci popsan princip metody xCELLigence, kterd byla
v experimentdlni ¢4sti pouZivdna pro méfeni migrace lidskych endotelovych bunéck
pupecnikové Zily (HUVEC) za chemoatraktanty uvolnénymi z granul krevnich desticek.
Hlavnim cilem priace bylo porovnani obsahu desticek onkologickych pacientii a

zdravych osob pravé prostrednictvim migrace endotelovych bunék.

KLICOVA SLOVA

Krevni desticky, nddorova angiogeneze, proangiogenni faktory, antiangiogenni faktory,

bunéfna migrace, XCELLigence

SUMMARY

The thesis emphasises on functional characteristics of platelets, mainly in context
of tumour angiogenesis and metastasis. In theoretic part, functions of individual
proangiogenic and antiangiogenic factors stored in platelet granules, are described.
Further, the principle of the XCELLigence method is also specified. This approach was
applied for the experimental part of the work to quantify the migration of human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) toward platelet granules chemoattractants.
The final goal of the study was to employ the approacht to analyze the specific features

of the content of platelets in cancer.

KEYWORDS

Platelets, tumour angiogenesis, proangiogenic factors, antiangiogenic factors, cell

migration, XCELLigence
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UvOD

Rakovina je druhou nejcastéjsi pti¢inou imrti dospélych v zapadnim svété (hned
po chorobdch srdce a cév) a 1 pres obrovské usili, Cas a prostiedky vénované
do vyzkumu rakoviny a vyvoje 1€kl se vyskyt novych piipadii rakoviny a dmrti
v disledku tohoto onemocnéni neustéle zvysuje. Konkrétné pro rok 2008 byl v Evropé
z dostupnych zdroji odhadnut pocet piipadii rakoviny na 3 233 500 a pocet dmrti
v disledku rakoviny na 1 718 800 (Ferlay et al., 2010).

Vyzkum rakoviny je zaméfen pfedevS§im na nalezeni biomarker v€asné detekce
rakoviny, vhodné monitorovani terapeutické odpovédi a nalezeni specifickych cilii
pro lécbu rakoviny. SkuteCnost, Ze trombocyty hraji nezastupitelnou dlohu
v patologickém procesu nddorové angiogeneze, neboli novotvorby cév, a tim v progresi
nddoru a metastazovani, naznacuje vhodnost zaméteni vyzkumil v oblasti onkologie
praveé na trombocyty.

VySe zminéné poznatky se staly podkladem k této prici, kterd se zabyva
funk¢énimi vlastnostmi trombocytli u onkologickych pacientl zprostiedkovanych faktory
obsazenymi v granulich trombocyti. Ty pusobi jako inhibitory nebo stimuldtory
angiogeneze Vv zdvislosti na jejich rovnovize. Pfedpoklddd se, Ze u onkologickych
pacientll je tato rovnovéha ptfesunuta ve prospéch proangiogennich faktorii a disledkem
je podpora angiogeneze. Cilem této prace bylo zjistit rozdil mezi vlivem obsahu
trombocytl zdravych darct a onkologickych pacientll na migraci endotelovych bun¢k,

které tvoii vystelku lymfatickych a krevnich cév a jsou nutné pro vytvoreni novych cév.
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TEORETICKA CAST

1. TROMBOCYTY A JEJICH ULOHA V PROCESU
HEMOSTAZY

Trombocyty neboli krevni desticky jsou bezjaderné krevni elementy vznikajici
procesem nazyvanym trombopoéza probihajici v kostni dfeni fragmentaci cytoplazmy
megakaryocytli. Trombopoéza je regulovdna predevSim trombopoetinem, hormonem
vyluCovanym jatry, ktery stimuluje tvorbu dalSich krevnich desticek. Hlavni
nezastupitelnd tloha trombocytl je v procesu hemostdzy, zastavy krvaceni pfi poranéni
cévy. Poskozenim cévy je porusSena celistvost vrstvy endotelovych buné¢k, které
vystylaji vnitini povrch cévy a vytvaii rozhrani mezi cévni sténou a krvi. Pfi poruSeni
této bariéry se trombocyty dostdvaji do kontaktu se subendotelovou vrstvou -
extracelularni matrix (ECM), ¢imz je zahdjena Cinnost krevnich destiCek a aktivace
koagula¢ni kaskady.

Nekrytd ECM obsahuje fadu makromolekul, které jsou vhodné pro adhezi a
aktivaci trombocytli, napt. rtizné typy kolagenu, von Willebrandiv faktor (vWf),
fibronektin, laminin, thrombospondin nebo vitronektin (Ruggeri et Mendolicchio, 2007).
NejdulezitéjsSim pro adhezi trombocyti k ECM je kolagen, na jehoZ povrchu je
imobilizovany vWf, ktery zprostiedkovava adhezi trombocytli na cévni sténu v misté
chybgjictho endotelu. Dochdzi kreverzibilni interakci imobilizovaného vWf
se specifickym membrdanovym receptorem na povrchu trombocytli, coZ ma za nasledek
zpomaleni jejich toku v krevnim fecisti a jejich vélivy pohyb po ECM. Timto rolovanim
se dostdvaji trombocyty do ptfimého kontaktu s kolagenem a pevné k nému adheruji.
Nésledkem téchto interakci jsou trombocyty aktivovany a meéni sviij tvar (Frenette ef al.,
1995). Aktivované trombocyty mohou syntézou tromboxanu A2 a uvolfiovanim
adenozindifosfatu (ADP) ze svych granul spustit agregaci a aktivaci dalSich trombocytt.
Vysledkem soucasné probihajici koagulacni kaskddy je vznik trombu, ktery je slozen
z fibrinové sité, do které jsou pfichyceny agregované trombocyty. Vytvofeny trombus
zamezuje nadmérnou ztritu krve z rdny. Po zaceleni rdny touto zatkou je nutné ji

odstranit rozloZenim fibrinu, fibrinolyzou, a obnovit tak krevni tok a celistvost cévy.
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Cely tento proces je mnohastupnovy déj, kterého se tucastni mnoho receptorti a
adheznich molekul (obr. 1) (Jackson, 2007).

Pfi poranéni je vyznamné jak zamezeni piiliSné ztraty krve, tak i hojeni samotné
rany. Nezastupitelnou tlohu zde hraje proces nazyvany angiogeneze. Jeji podstatou je
remodelace nebo novotvorba sité krevnich kapilar v poSkozené tkdni. Ty jsou zajiStény
degranulaci aktivovanych trombocytil, coz vede k uvolnéni fady angiogennich faktorti

uskladnénych v granulich trombocytt.

Integrin omfi: Glykoprotein IWV/IX vWE Fibrinogen Fibronektin  «-granula
N} R % . \ -

Obr. 1: Trombocyty v procesu hemostdzy: a) adheze trombocytit k ECM prostrednictvim

vWf, b) rolovdani a aktivace trombocytii, sekrece obsahu jejich granul, c) agregace
trombocyti - deje zahrnujici fadu receptorii a adheznich molekul (upraveno dle Jackson,

2007)
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2. ROLE TROMBOCYTU V NADORU

2.1 Trombocyty a nadorova angiogeneze

Angiogeneze, proces novotvorby cév, na kterém se zvelké CcCasti podili
trombocyty, se uplatiuje jak ve fyziologickych procesech (embryogeneze, hojeni ran),
tak v patologickych stavech, napt. v nddorové angiogenezi. Rovnovdha mezi pomérem
inhibitori a stimuldtorii angiogeneze, kterd je nezbytnd pro udrzeni fyziologické
angiogeneze, je popisovdna jako ,,angiogenni switch*. V normélni tkdni je ,,angiogenni
switch“ vypnuty, uc¢inek proangiogennich faktori je zastinén pfitomnosti
antiangiogennich faktor a ve vaskulatuie nedochéazi k podpote angiogeneze. Pokud je
»angiogenni switch® zapnut, jako napiiklad v nddorové vaskulatufe, je rovnovéha
pfresunuta ve prospéch proangiogennich faktort, které zajistuji vznik novych cév (obr. 2)
(Burger, 2010).

Angiogeneze ma pro rast nddoru mimofddny vyznam, jelikoz plynuly piisun
kysliku a Zivin a odstranéni odpadnich metabolickych produktli je zabezpeCovano praveé
novotvofenymi cévami. U néddorovych loZisek do velikosti 1-2 mm’ postaduje
pro zéasobeni tkdné kyslikem a Zivinami prosta difize (Bhat er Singh, 2007). U vétsich
nadora difdze jiz nepostaCuje, nadorova tkan se bez dostatecného obsahu kysliku stava
hypoxickou a sama vylucuje angiogenni faktory, které podpoii rist novych kapilar.
Navic pii rustu novych cév do nddoru dochdzi ke spotiebé kysliku v okolni tkdni
nadorového loziska. Tyto hypoxické oblasti také pfispivaji k dalSi stimulaci
angiogeneze (Nash et al., 2001).

V jiz vzniklé nadorové vaskulatufe buiiky nddoru vylucuji také angiogenni
faktory, coz zvysi intersticidlni tlak a permeabilitu cév. Vysledkem je redukovany tok
krve v nadoru, ktery pfispivd k adhezi desticek, jejich agregaci a aktivaci a dalsi
angiogenezi (Pinedo et al., 1998). Rychlost ristu niddoru je tedy omezena mirou jeho
vaskularizace (Bhat et Singh, 2007). Dalsim aspektem, ktery piispiva k angiogenezi je
fakt, Ze maligni tkan je infiltrovana leukocyty s prozanétlivym efektem, které produku;ji
také angiogenni faktory a protedzy, jako jsou matrixové metaloprotedzy (MMP), které
rozkladaji proteinové slozky ECM (Cao et al., 2008).

Ke konci 20. stoleti byly na zdkladé poznatku, Ze rtist nddoru je ovlivnén
angiogenezi, nalézdny u onkologickych pacientl abnormality v koagulacnim systému,

jako je tromboembolie, krvicivé poruchy, zvySeny pocet krevnich desticek
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(trombocytémie) nebo zvysend koncentrace rozpadovych produktd fibrinogenu v krvi.

Diky témto z4vérim se ukazalo, Ze trombocytémie miiZe byt nezdvislym prognostickym

indikatorem u pacientl s rakovinou (Pinedo et al., 1998).

Proangiogenni faktory
Antiangiogenni fakiory ;}I

Endotelové busiky e
Nadorové hwiky
Mormalni huiiky

Kolagen

Obr. 2: Role trombocytii ve vznikajici nddorové vaskulaturé: a) trombocyty obsahujict
proangiogenni a antiangiogenni faktory v a-granulech, b) adheze trombocyti k ECM,
aktivace a zména tvaru trombocytii, c) sekrece proangiogennich a antiangiogennich
faktorii z trombocytit podporujict rist nddorové vaskulatury (upraveno dle Sabrkhany et

al.,, 2011)

2.2 Trombocyty a metastaze

Tvorba metastdz, druhotnych loZisek nddorovych bunck na vzdilenych mistech,
je zaloZena na schopnosti nddorovych bunck pfichytit se k cévnimu endotelu, porusit
jeho celistvost a proniknout a migrovat ptfes endotelovou vrstvu do krevniho ob&hu.
Narozdil od normdlni tkdnové vaskulatury nadorovd vaskulatura je vysoce
neuspofddand a neorganizovand. Nasledkem toho je tok krve snizen a cévni
permeabilita je vysokd, coZz napomdhd také tvorbé metastdz (Burger, 2010). Nadorové
builky undSené krvi na vzddlend mista v organismu adheruji ke stén€ kapilar a
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extravazaci pronikaji do okoln{ tkdng, ¢fm¥ je zajiiténa tvorba metastdz (Rahim et Uren,
2011).

Trombocyty mohou pfispét k metastatickému Sifeni také svou akumulaci
na embolizujicich naddorovych bunkéch. V takto vzniklych komplexech jsou nddorové
buiiky cdsteCn¢ chranény pfed imunitnim dohledem a diky trombocytim jim je
usnadnéna adheze a extravazace pies endotel. Ackoliv vytvafeni agregatli nddorovych
bunék s destickami je dobfe zndmo, podrobny mechanismus zlstava stdle neobjasnén.
Trombocyty rovnovdhou mezi proangiogennimi a antiangiogennimi faktory
vyluCovanymi v cilovych orgdnech metastdz urcuji formovéani metastatickych loZisek

(Nash et al., 2002).
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3. SEKRECNI GRANULA TROMBOCYTU

Trombocyty hraji roli jak pfi zastavé krvaceni, tak v procesu angiogeneze, ktera
je regulovéna fadou proangiogennich a antiangiogennich faktort, které jsou skladovany
pravé v sekreCnich granulech trombocytli a jsou uvoliloviny do krevniho ob¢hu
po jejich aktivaci. Do dneSni doby bylo odhaleno vice nez 300 odliSnych molekul
secernovanych trombocyty (Whiteheart, 2011). Mezi sekreCni granula patii a-granula,

denzni granula a lyzozomy.

3.1 o-granula

a-granula jsou nejvétsimi (200 — 500 nm) a nejvice zastoupenymi sekrecnimi
granuly trombocytl (King et Reed, 2002). Jsou v nich skladovany riistové faktory, jako
je destickovy ristovy faktor (PDGF), bazicky rtstovy faktor fibroblasti (bFGF),
epidermdlni ristovy faktor (EGF), rastovy faktor hepatocyti (HGF), ristovy faktor
podobny inzulinu (IGF), vaskuldrni endotelidlni rtstovy faktor (VEGF), destickovy
rastovy faktor pro endotelidlni buiiky (PDECGF) a koagulaéni proteiny (faktor V, XI,
XIII, vWf, fibrinogen). Obsahuji také dal$i proangiogenni faktory (angiogenin,
angiopoetin-1) a antiangiogenni faktory (angiostatin, destiCkovy faktor 4 (PF-4),
trombospondin), matrixové metaloprotedzy (MMP2, MMP9), tumor nekrotické faktory
(TNF-0, TNF-B) a fadu cytokini (CXCLI1, CXCL4, CXCL5, CXCL7, CXCLS,
CXCL12, CCL2, CCL3, CCLS), které jsou také zapojeny v procesu angiogeneze (Blair
et Flaumenhaft, 2009; Whiteheart, 2011). Nékteré z téchto molekul jsou syntetizovany
vyhradné megakaryocyty (napt. PF-4). Jiné jsou syntetizovdny i jinymi buinikami
(koagulacni faktor V, trombospondin, vWf) a nékteré molekuly jsou do granuli
trombocytll jen endocytovany z okoli (King er Reed, 2002). Endocyt6za molekul
do trombocytt je selektivni, coZ naznacuje i fakt, Ze granula neobsahuji vétsi mnozstvi
sérovych proteintl, jako je albumin, i kdyZ jejich koncentrace v plazmé¢ je fadove vyssi
neZ u uvedenych rastovych faktort (Klement et al., 2008).

RozloZeni regulédtorii angiogeneze v a-granulich popisuje ve své studii Italiano et
al. (2008). Ten objevil, zZe angiogenni a angiostatické proteiny jsou umistény
v odlisnych populacich a-granuli a jejich obsah je selektivné vylu¢ovéan jako odpoveéd
na ruzné stimuly, které plsobi na rtizné receptory na povrchu trombocytii — PAR-1 a

PAR-4. V ptipadé aktivace trombinového receptoru PAR-4 dochézi k uvolnéni granul
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s antiangiogennimi faktory. Stimulace trombinového receptoru PAR-1 ma za nasledek

uvolnéni granul s proangiogennimi faktory (Italiano et al., 2008).

3.2 Denzni granula

Denzni granula jsou zdsobarnami serotoninu, ADP, adenozintrifosfatu (ATP) a
vapenatych a hofecnatych iontl (Sabrkhany et al., 2011). ADP a vdapenaté ionty
vyluCované z aktivovanych trombocytl jsou proangiogenni faktory. Podili se
na aktivaci dalsi trombocytl a vzniku agregatl pfi hemostdze (Rendu et Brohard-Bohn,
2001). ADP konkrétné aktivuje desticky pies receptory P2Y; a P2Y;,. Aktivace
zprostiedkovana pies receptory P2Y; zapfiini zménu tvaru destiCek a zahdji jejich
agregaci. Aktivace P2Y, je potfebnd pro dokonceni a umocnéni shlukovani desti¢ek
(Sabrkhany et al., 2011). Serotonin je samotny slabym stimuldtorem agregace
trombocytl, avSak v pfitomnosti dalSich proagregac¢nich latek jako je ADP nebo
tromboxan A2, silné potencuje tvorbu agregitli trombocytl. Jeho role tedy spociva

v zesileni jiz spusténé agregace trombocytt (Cerrito et al., 1993).

3.3 Lyzozomy
Lyzozomy obsahuji kyselé hydroldzy schopné eliminovat cirkulujici shluky
trombocytl. Ne&které znich mohou hrat roli pfi patologické lokdlni degradaci

neporuseného endotelu cévni stény (Rendu er Brohard-Bohn, 2001).

21



4. PROANGIOGENNI FAKTORY TROMBOCYTU

Proangiogenni faktory jsou latky, které podporuji novotvorbu cév. Pisobi
odliSnymi mechanismy a ucinky, které maji na organismus vysledny vliv ve smyslu
podpory angiogeneze. Cela tfada téchto faktori je skladovana v a-granulich trombocytl

(tab. I), nejvyznamnéjsi z nich jsou popsany niZe.

Tab. I: Proangiogenni faktory trombocyti a jejich funkce

Faktor Funkce v souvislosti s nadorovou angiogenezi

PDGE Stimulace proliferaci a migrace endotelovych bunck (Shen et al.,
2007), stabilizace cévy (Sun et al., 2005)

VEGE ZvySeni cévni permeability, stimulace migrace a proliferace
endotelovych buné€k a inhibice jejich apoptézy (Halper, 2010)
Stimulace proliferace a migrace endotelovych buné¢k, formovani a

bFGE stabilizace cévy (Kilvaer et al., 2011; Dunn et al., 2000)
Stimulace proliferaci bunék mezenchymového plvodu, inhibice

1OF bunécné apoptdzy (Halper, 2010)

EGF Stimulace rastu, proliferace a diferenciace bun¢k (Herbst, 2003)

PDECGE Stimulace migrace a proliferace endotelovych bunék, tvorba lumina

cévy, inhibice apoptézy nddorovych bun¢k (Liekens et al., 2007)

Stabilizace cév a sniZeni permeability (Metheny-Barlow et Li, 2003),
Angiopoetin-1
inhibice apoptdzy endotelovych bunck (Papapetropulos et al., 2000)

Stimulace proliferace a migrace endotelovych bun¢k (Bussolino et

HGF
al., 1992; Nakamura ef al., 1986)
Degradace ECM - Siteni nadorovych bunék podporujici
MMP metastazovani a endotelovych bunék do nddorového stromatu
podporujici angiogenezi, regulace apoptézy (Egeblad et Werb, 2002)
CC (CCL2, Prozanétlivé cytokiny, chemotakticky ucinek na endotelové buiky
CCL3, CCL5) | (von Hundelshausen ef al., 2007)
CXC(CXCLS, | Prozanétlivé cytokiny, chemotakticky ucinek na endotelové bunky
CXCLS/IL-8, | (Vandercappellen et al., 2008; )
CXCL12)
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4.1 Desti¢kové ristové faktory PDGF

Rodina destickovych riistovych faktortt PDGF je pojmenovéna od jejiho prvniho
objeveného clena, ktery byl extrahovan pravé z a-granul trombocyti (Halper, 2010).
Jednd se o glykoprotein sloZeny ze dvou fetézci A a B. Vyskytuje se jako dimer
ve tftech forméach - AA, AB, BB (Bhardwaj et al., 1996; Andrae, 2008), které jsou
syntetizovany endotelovymi bunikami, trofoblasty placenty, buiikami hladké svaloviny,
makrofagy a bunikami sarkomu. V trombocytech je pouze skladovina jedna forma —
heterodimerni PDGF-AB (Halper, 2010).

Utinek PDGF je zprostfedkovan vazbou na receptory PDGFR-0. a PDGFR-p
(Shen et al., 2007). Receptor PDGFR-3 miiZeme nalézt na povrchu fibroblastli, bunék
hladké svaloviny, endotelovych buné€k, pericyti a nckterych nddorovych bunék.
Receptor a vdze vSechny tfi izoformy PDGF, zatimco receptor B ma vysokou afinitu
k BB izoformé¢, v mens$i mite vaZze AB izoformu a PDGF-AA nevdZe viibec (Bhardwaj
etal., 1996).

Destickové rastové faktory jsou nezbytné predevsim pro embryondlni vyvoj cév,
pro angiogenezi a stabilizaci vaskulatury béhem Zivota jedince, coZ je ddno jejich
vlastnosti stimulovat pfes receptory PDGFR bunéfnou proliferaci a migraci. Hraji
dualezitou roli i v repara¢nich mechanismech cévniho systému a pfi hojeni rany, nebot’
jsou chemoatraktanty pro fibroblasty, buiiky hladké svaloviny, neutrofily, makrofagy a
pericyty (Halper, 2010; Mendelson et al., 2010; Shen et al., 2007). Z popsanych
vlastnosti PDGF vyplyvd 1 jejich role v patologickych procesech, napiiklad
v ateroskler6ze, plicni fibréze, glomerulonefritidé, sarkomech nebo leukémii (Andrae,

2008; Halper, 2010).

4.2 Vaskularni endotelialni ristovy faktor VEGF

Vaskularni endotelidlni ristovy faktor VEGF je jednim z nejznaméjSich a
nejvice studovanych proangiogennich faktorti. Jednd se o glykoprotein, ktery je
strukturné piibuzny s rustovym faktorem PDGF (Halper, 2010). Je syntetizovan
granulocyty, lymfocyty, hypoxickymi a nddorovymi buitkami, piipadné skladovan v a-
granulich trombocytl (Seo et al., 2010; Niers et al., 2011). Fyziologickd hodnota VEGF
obsazeného v trombocytech je 0,74 + 0,37 pg/ 10° trombocytd, v citrdtové plazmé pak
0,05 £ 0,02 pg/ul. Tyto hodnoty byly naméteny ELISA metodou poprvé pouZitou

Petersonem et al. (2010), kterou 1ze trombocyty izolovat z plné krve bez jejich aktivace
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a ziskat tak nezkreslené vysledky zplsobené jejich aktivaci a uvolnénim VEGF
z granuli (Peterson et al., 2010). Dosud bylo identifikovédno Sest izoforem VEGF - A az
E. Nejvice studovanym ¢lenem je VEGF-A, proto je ¢asto uvddén jen jako VEGF. Byly
popsany tfi receptory pro tento ristovy faktor - VEGFR-1, VEGFR-2 a VEGFR-3.
Prvni dva receptory jsou lokalizovany na cévnich a lymfatickych endotelovych bunikdch
dospélych jedincli a mohou vazat vSechny izoformy VEGF (Halper, 2010). VEGFR-3 je
prezentovan pouze na lymfatickém endotelu a ma afinitu jen k izoformdm VEGF-C a
VEGF-D (Takahashi, 2011). VEGF po vazb¢ na své receptory stimuluje proliferaci a
migraci endotelovych bunék, inhibuje jejich apoptézu a zvySuje cévni permeabilitu a
tim podporuje angiogenezi, piipadné patologické procesy jako je vznik edémi a tvorba
metastdaz (Halper, 2010; Tsai et al., 1995). Od ptibuzného rtistového faktoru PDGF,
ktery je duleZzity spiSe pro stabilizaci nové vzniklych cév, se odliSuje tim, Ze je klicovym
faktorem pro pocédtecni formovani novych cév (Sun et al., 2005).

Vyznamné role VEGF v procesu regulace angiogeneze je diivodem, pro¢ se
v poslednich letech vyzkum zaméfil na tento ristovy faktor jako prognosticky marker
nadorového onemocnéni. Rizné studie se 1iSi v nazorech, zda je lepSim indikatorem
nadorové progrese sérové nebo plazmatickd hladina VEGF (Niers et al., 2011). Hladina
VEGF je velice zdvisld na typu vySetfovaného materidlu a proto musi byt vzorky
vhodné voleny a interpretovany. Na Oddéleni laboratorni mediciny Masarykova
onkologického dstavu v Brné¢ byly méfeny hladiny VEGF pomoci ELISA kitu (R&D) a
vysledky ukézaly, Ze nejnizsi hladina VEGF je v citratové plazmé, asi 3x vysSi v Li-
heparin plazmé a vice jak 10x vysSsi hladina byla naméfena v séru ve srovndni
s citratovou plazmou.

Sérové hladina VEGF je ovlivnéna aktivaci trombocytl a proto u onkologickych
pacientlt vyss$i hodnota sérového VEGF koreluje se zvySenym poctem trombocytu.
Trombocytémie je béznym znakem téchto pacientl diky vys$si sekreci trombopoetinu
podporujiciho proliferaci trombocytli. Z tohoto pohledu se zdd byt sérova hladina
VEGF vhodnym ukazatelem nadorové progrese (Seo et al., 2010; Gunsilius et al., 2000).
Jiny pfistup hodnoti jako lepsi nddorovy marker plazmatickou hodnotu VEGF, jelikoz
sérové hladina VEGF neodraZzi aktualni in vivo koncentraci tohoto faktoru v cirkulaci.
V citratové plazmé, kde neni ocekdvdna aktivace trombocytd a uvolnéni VEGF, je
u onkologickych pacientl nalézéna jeho vyssi hodnota nez u zdravych jedinct, cozZ je
interpretovano jako disledek vyssi hladiny VEGF v cirkulaci, kterd je spojena s vyssi

angiogenni aktivitou pacientd s rakovinou (Yoshikawa et al., 1999). Niers et al. (2011)
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vyvrétili toto tvrzeni svymi vysledky vyzkumu. Dosli k zavéru, Ze hladina skutecné
cirkulujictho VEGF je nizkd u vétSiny pacientd s metastizemi a podstatné se nelisi
od zdravych jedincl. V destickdch onkologickych pacient ddle naméfili dvakrat
takovou hladinu VEGF, nez u vzorkii zdravych jedinct. Podle nich VEGF mize
pochazet z nddorové tkdné, ze které se dostavd do cirkulace, odkud je vychytavan
trombocyty. Na zdklad¢ toho muze byt jeho hladina v trombocytech dobrym ukazatelem

angiogenni aktivity onkologickych pacientii (Niers et al., 2011).

4.3 Bazicky riistovy faktor fibroblasti bFGF

Tento faktor patii do rodiny heparin vazajicich rastovych faktortt FGF (Presta et
al., 2005). Rodina FGF obsahuje 18 ristovych faktor, kterym piislusi cCtyfi
transmembranové receptory FGFR-1 az FGFR-4 a jeden solubilni receptor FGFR-5.
Prvnim popsanym ¢lenem této skupiny byl bFGF, nebo také FGF-2. Jeho zdrojem jsou
mozek, hypofyza, sitnice, chrupavka a nékteré typy nddorovych buné¢k (Beenken et
Mohammadi, 2009; Halper, 2010).

bFGF je skladovan v granulich trombocytii a uvoliiovan do cirkulace po jejich
aktivaci, naptiklad pfi poranéni cévy, a je navdzidn na své receptory na povrchu
prislusnych bun¢k (Halper, 2010). M4 piimy i nepiimy vliv na endotelové buiiky. Jeho
funkci je jednak stimulace migrace a proliferace endotelovych bunck, jelikoZ pusobi
jako jejich mitogen a chemoatraktant. Navic reguluje v nddorovych buikach expresi
VEGF, mitogenu endotelovych bunék. ZvySuje expresi molekul endotelovych bunék,
které aktivuji metaloprotedzy (MMP). Ty rozrusi ECM a umozni tak invazi
endotelovych bun¢k do tkané. FGF se tak nepiimo ucastni proteolytického rozlozeni
ECM a naslednou invazi endotelii do tkédni je zahrnut do procesu angiogeneze (Dunn ef
al., 2000). Stabilizuje krevni cévy, ucinkuje jako chemoatraktant a proliferant hladkych
svalovych bun¢k cév a pericytit (Kilvaer et al., 2011). Je silnym mitogenem také pro

epitelidlni buiiky a fibroblasty a moduldtorem embryonélniho vyvoje (Halper, 2010).

4.4 Inzulinu podobny ristovy faktor IGF

Mezi dosud popsané Cleny rodiny ristovych faktora IGF patii IGF-I a IGF-II.
Jsou strukturné piibuzné s inzulinem a jejich primarni syntéza probiha v jatrech (Halper,
2010). IGF jsou jednofetézcové polypeptidy, které se vdzou k Sesti typiim proteinti

vazajicich IGF (IGF-BP), které jsou syntetizovany rovnéz v jatrech. Ty slouZi jako
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transportni systém pro IGF a udrZzuji ristové faktory v neaktivnim stavu. Vazba IGF
k jejich bunéénym receptorim (IGFR-I a IGFR-II) je umoZnéna az po rozkladu IGF-BP
jejich specifickymi protedzami. IGF-II hraje roli spiSe v embryondlnim vyvoji a i pies to,
Ze je jeho hladina v krvi v dospélosti vyssi nez IGF-I, zprostfedkovava vétSinu ucinka
na bunky pravé méné zastoupeny IGF-I. Produkci a aktivitu IGF reguluje mnoho
hormont (estrogen, adrenokortikotropin, tyrotropin, luteinizacni hormon, folikulo-
stimula¢ni hormon, lidsky choriovy gonadotropin) a také jiné rastové faktory (PDGF,
EGF, FGF) (Yu et Rohan, 2000).

SlouZzi jako mitogen epitelidlnich bunék a bunék mezenchymového plivodu,
navic inhibuje jejich apoptézu. Je dileZity pii embryondlnim vyvoji pro diferenciaci
bunék a obnové¢ epitelovych bunék organt jako jsou jétra, tlusté stfevo nebo prostata.
Stimuluje také syntézu kolagenu (Halper, 2010).

V nékterych piipadech je IGF-I vylucovan i nddorovymi bunikami. Jeho zvySena
syntéza nddorovymi buiitkami potencuje produkci rustovych hormont, které zpétné
stimuluji proliferaci nddorovych bunc¢k (Halper, 2010). Bylo prokdzdno, Ze vysoka
hladina cirkulujictho IGF-I a nizkd hladina IGF-BP-3, ktery je hlavnim vazebnym
proteinem IGF-I inhibujici jeho mitogenni funkci, miiZe byt spojovdna se zvySenym
rizikem vzniku rakoviny prostaty, prsu, tlustého stfeva a plic (Yu et Rohan, 2000). Bylo
také pozorovano, ze IGFR-I je zvySen¢ exprimovan vétSinou nddorovych bunék (Roith,

2000).

26



5. ANTIANGIOGENNI FAKTORY TROMBOCYTU

Antiangiogenni faktory jsou latky, které na rozdil od proangiogennich faktort
inhibuji angiogenezi. Jejich ucinky v souvislosti s inhibici nddorové angiogeneze jsou
ve vetsingé piipadl zaloZeny na inhibici migrace a proliferace endotelovych bunck.
Nejvyznamnéj$i z antiangiogennich faktorti uvolfiovanych z trombocytl jsou popsdny

déle (tab. II).

Tab. II: Antiangiogenni faktory trombocytii a jejich funkce

Faktor Funkce v souvislosti s nadorovou angiogenezi

Blokovéni angiogeneze vazbou na proangiogenni faktory,
PF-4 inhibice proliferace endotelovych bunék (Cervi et al., 2008;
Yang et al., 2011)

Inhibice migrace a proliferace endotelovych bunék, stimulace
Trombospondin-1
jejich apoptdzy (Distler et al., 2003)

Inhibice migrace a proliferace endotelovych buné€k, stimulace

Angiostatin
jejich apoptdzy, inhibice novotvorby cév (Distler et al., 2003)
. Inhibice migrace a proliferace endotelovych bunék, stimulace
Endostatin o o .
jejich apoptdzy, inhibice funkce MMP (Distler et al., 2003)
Inhibice proliferace a migrace endotelovych bunék, stabilizace
TGFp-1

cévy (Roberts et Sporn, 1989)

5.1 Transformujici ristovy faktor TGFp-1

Ristovy faktor TGFB-1 patii do rodiny TGFp, kterd obsahuje tfi izoformy
TGFB-1 az 3. TGFB-1 je syntetizovdn v endotelovych, hematopoetickych bunikdch a
bunikdch pojivové tkané. Je aktivovan trombospondinem-1. Stimuluje proliferaci
mezenchymovych buné€k, ale je inhibitorem proliferace a migrace epitelovych a
endotelovych bun€k a podporuje jejich apoptézu. Navic je silnym imunosupresorem
potlacujicim funkci imunitniho systému. Z toho vyplyvd, Ze hraje roli jako nadorovy
supresor. Indukuje produkci kolagenu a ostatnich sloucenin ECM, sniZuje expresi MMP
a zvysuje syntézu inhibitora protedz, ¢cimz podporuje proliferaci stromatu (Halper, 2010;

Roberts et Sporn, 1989).
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Zajimavé je, ze béhem kancerogeneze se maligni bunky stdvaji rezistentnimi
k inhibiénfmu d¢inku TGFB-1 na rist bunék. Casto je zvySené mnoZstvi TGFp-1
vyluovano také nddorovymi builkkami, coz pfispivd k imunosupresi pozorované u
vétsSiny pacientd s rakovinou a tim k metastatickému rozsiteni. Jeho inhibitory mohou
byt pouzity v 1écbé onkologickych pacientll. Inhibici tohoto faktoru se zabezpeci

normdlni funkce imunitniho systému (Halper, 2010; Roberts et Sporn, 1989).

5.2 Destic¢kovy faktor PF-4

PF-4, zndmy také jako CXCL-4, je protein s tetramerickou strukturou, ktery
patii do rodiny CXC chemokinti (Slungaard, 2004). Jako inhibitor angiogeneze byl
objeven roku 1982 a roku 1990 byl objeven jeho inhibi¢ni vliv na riist nddoru u mysi. Je
produkovan megakaryocyty, v malé mife pak také trombocyty, monocyty, T-buiitkami a
neutrofily (Yang et al., 2011). Je skladovan v a-granulich trombocyti a do krve je
vylucovan ve vysoké koncentraci po aktivaci desticek v misté poranéné cévy (Cervi et
al., 2008).

JelikoZ dosud nejsou zndmy Zadné receptory pro PF-4, predpoklad4 se, Ze jeho
antiangiogenni efekt je zprosttedkovan jeho schopnosti vizat stimula¢ni chemokiny,
jako je IL-8, a soutézit s ostatnimi rastovymi faktory (VEGF, bFGF) o vazbu na heparin.
PF-4 také moduluje funkci proangiogennich rastovych faktora, napt. VEGF, ke kterému
se vaze s vysokou afinitou. Bréni tak jeho interakci se svym receptorem (VEGRF-2) a
v disledku toho inhibuje angiogenezi. Navic inhibuje i proliferaci endotelovych bunék.
Déle PF-4 upravuje mitogenni ucinek bFGF na fibroblasty, inhibuje proliferaci a
aktivaci T-bunék a lymfocytl infiltrujicich nddor a inhibuje uvolnéni cytokina

ze stroma nadoru (Cervi et al., 2008; Yang et al., 2011).
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6. xCELLigence - METODA ANALYZY BUNEK
V REALNEM CASE

xCELLigence je metoda, jejiz podstatnou vyhodou, diky které je vhodna
pro analyzu  funkénich  vlastnosti bun¢k, je jeji neinvazivni charakter
bez fluorescencniho znaceni nebo barveni bunék. OdliSuje se od klasickych end-point
analyz, u kterych je vysledek zndm aZ po ukonceni experimentu, moznosti sledovat
chovani bun¢k v redlném cCase. Data jsou ziskdvana po celou dobu trvani experimentu,
kdy jsou buiiky nepfetrzité monitorovany. Méfeni se odehrava v podminkach co nejvice
podobnych pfirozenému prostiedi bunck, proto je mozZné tuto metodu vyuzit jak
pro kratsi experimenty (n€kolik hodin), tak i pro ty delsi (2-3 dny) (The xCELLigence

system: new horizons in cellular analysis, 2009).

6.1 Piistrojové vybaveni xCELLigence RTCA DP
Provedeni experimentu pomoci XxCELLigence RTCA DP (Real-Time Cell

Analyzer Dual Plate) je pro uZivatele snadné a nendaro¢né. Méieni dat je plné
automatizovano a price se softwarem a vyslednymi daty velmi jednoducha.

Ptistrojové vybaveni (obr. 5) pro tuto metodu je nasledujici:

e RTCA analyzator - jedna se o elektronicky analyzator, ktery méfi elektrickou
impedanci mikroelektrodovych zlatych senzort na dné desticek (CIM-Plate 16,
E-Plate 16) pifi rtizné frekvenci signdlu. Analyzator pod kontrolou RTCA
Softwaru vysild a prijima elektrické signdly. Primérnd doba méteni pro jednu
jamku trva pfiblizné 150 milisekund. Kontinudln€ pfenasi namétfend impedancni
data, neboli cell index (CI), do pocitace, kde miiZeme pozorovat jejich prib¢h
(The xCELLigence system: new horizons in cellular analysis, 2009). Analyzator
je spolu s destickami umistén v inkubatoru, ktery kontroluje podminky prostiedi
experimentu vhodné pro bunky, konkrétné teplotu, vzdusnou vlhkost a podil

CO..
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e RTCA ridici jednotka - pfijimd data méfena RTCA analyzatorem a pro jejich
zpracovani vyuzivd RTCA Software, ktery zobrazuje namétend data v redlném
Case. Sklada se tedy z pocitacCe s nainstalovanym RTCA Softwarem a pifipojného

zafizeni (The xCELLigence system: new horizons in cellular analysis, 2009).

e CIM-Plate 16 - tato plastovd migracni desticka se Sestnicti jamkami je urena
na jedno pouziti. Sklada se z vrchni (Upper Chamber) a spodni (Lower Chamber)
komirky a slouZi tedy k analyze bunécné invaze a migrace. Kazda z jamek UC
md dno sloZzené z membrany obsahujici péry o priméru 8§ pm (xCELLigence
RTCA DP Instrument: Flexible real-time cell monitoring, 2009). Do kazdé
membrany je integrovan senzor v podobé¢ zlatych mikroelektrod. Dna jamek jsou
elektrodami pokryta piiblizné z 80 % (obr. 3b). UC je uzaviratelnd vickem, které
je navrzeno tak, aby dochdzelo k co nejmensimu odparovéani napipetovaného
roztoku. Spodni komirka LC migracni desticky slouzi jako zdsobnik
chemoatraktanti pro buniky obsazené v UC. Jednotlivé ¢asti CIM-Plate 16 do

sebe velice tésn¢ zapadaji (obr. 3a).

vicko

5 vrchni komiirka
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a) b)
Obr. 3: CIM-Plate 16: a) jednotlivé dily CIM-Plate 16, b) detail zlatych elektrod na dné
Jjamek vrchni komiirky CIM-Plate 16 (upraveno dle RTCA DP Instrument: Operator’s
Manual, 2009)
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e E-Plate 16 — je stejn¢ jako CIM-Plate 16 plastovd desticka na jedno pouziti
se Sestndcti jamkami, jejichZ dna jsou pokryta z 80 % zlatymi mikroelektrodami.
Na rozdil od migra¢ni desticky nejsou sloZeny z vrchni a spodni komurky, ale
obsahuji pouze desticku s jamkami a vicko (obr. 4). Tato desticka se vyuZiva
pro mefeni zmén poctu bunck, bunécné adheze, bunécné viability a morfologie

(xCELLigence RTCA DP Instrument: Flexible real-time cell monitoring, 2009).

Obr. 4: E-Plate 16 (xCELLigence RTCA DP Instrument: Flexible real-time cell
monitoring, 2009)

Obr. 5: Pristrojové vybaveni xCELLigence RTCA DP (xCELLigence RTCA DP

Instrument: Flexible real-time cell monitoring, 2009)
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6.2 Princip metody xCELLigence

Jiz roku 1984 Giaever a Keese publikovali svou praci, ve které méfili Casové
zmény impedance na zlatych elektrodach v bunéénych kulturdch, impedance se podle
jejich vysledkii meénila v zdvislosti na poctu bunc¢k v suspenzi a jejich viabilité.
Tiruppathi et al. (1992) na zdklad€ predchozich vyzkumu vyvinuli elektrickou metodu
pro studium zmén tvaru endotelovych bunék v redlném case. Ta byla pfinosnad zejména
pro porozuméni mechanizml zmén ve funkci endotelu jako bariéry. Endotelové buiiky
byly péstovany na malych zlatych elektroddch a v redlném Case byly méteny zmény
impedance, které byly pfipisovany zménam tvaru bun€k. Tato domnénka byla potvrzena
pokusem s a-trombinem, ktery zvysSuje propustnost endotelu tim, Ze u endotelovych
bunék navozuje jejich smrSténi a vznik mezer v bunééné vrstvé. Disledkem bylo
sniZeni impedance zlatych elektrod (Tiruppathi et al., 1992).

Principem této metody je tedy métfeni impedance (elektrického odporu) zlatych
elektrod. Ta se méni dle iontového prostfedi v jamce na rozhrani elektrody a roztoku
obsahujiciho bunky (The xCELLigence system: new horizons in cellular analysis, 2009).
Jak uvadi Giaever a Keese (1991) impedance zavisi na efektivni volné ploSe elektrody,
kterd se méni s priseddnim a uvoliiovanim bunck z elektrody (obr. 6). Bunééné adheze
ovliviiuje tok proudu mezi elektrodou a bunkou a mezi sousednimi bunkami a tim je
dan vysledny odpor. Piitomnost bun¢k na povrchu elektrody ovlivni iontové prostiedi
tak, Ze dojde ke zvy3eni impedance elektrody (Giaever et Keese, 1991). Cim vice bungk
je na elektrod¢ pfisedlych, tim vyssi je impedance. Impedance se miZe liSit jak
v zavislosti na po¢tu adherovanych bunék a jejich morfologii, tak na kvalit¢ adheze

(The xCELLigence system: new horizons in cellular analysis, 2009).
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Obr. 6: Schématické zndzorneni zmen impedance v zdvislosti na bunécné adhezi

(upraveno dle The xCELLigence system: new horizons in cellular analysis, 2009)

6.3 Bunécny index CI

Naméiend impedance na zlatych elektrodach je vyjadrena jako bunécny index CI
(Cell Index). Jednd se o bezrozmérnou veliinu, kterd v zdvislosti na Case podava
informace o bunécné viabilité, po€tu, morfologii, schopnosti adheze a migrace bunék
nebo schopnosti tvofit souvislou vrstvu (The xCELLigence system: new horizons in
cellular analysis, 2009). Hodnoty CI jsou tedy pro razné bunécné linie odlisSné
v zévislosti na jejich vlastnostech (Rahim et Uren, 2011).

Z vyse popsaného principu metody vyplyva, Ze pokud buniky nejsou pifitomny
nebo Spatné adheruji na elektrodu, je hodnota CI nulova nebo velmi nizkd. Pokud je
na elektrodu ptisedlych vice buné€k a jsou vice rozprostfeny na dn¢ jamky, hodnota CI je
vyS$i (The xCELLigence system: new horizons in cellular analysis, 2009; Vondrackova
et al., 2010). Pro dosaZeni adheze, kterd je v n€kterych pokusech potfebnd, je mozné

povrch elektrody pokryt latkou, kterd adhezi zprostiedkuje (napft. fibronektin).

33



6.4 Aplikace metody xCELLigence

Tato metoda ma velky rozsah pouZziti, je aplikovdna v oblasti vyvoje 1éCiv,
nadorové biologii, toxikologii, 1ékafské mikrobiologii a virologii. Aplikace zahrnuji
sledovani bunécné viability, proliferace a diferenciace, bunéné invaze a migrace,
schopnosti adheze a rozriistani, apoptdzy, stanoveni buiikami nebo exogennimi latkami
zprostiedkované cytotoxicity, analyzu funkce a aktivace receptori a detekci
cytopatického efektu virt. Diky zdznamu dat béhem celé analyzy je mozné dle pribéhu
kfivky sprdvné nacasovat ,lécbu* bunck nebo jejich dal§i manipulaci (The
xCELLigence system: new horizons in cellular analysis, 2009; xCELLigence RTCA DP
Instrument: Flexible real-time cell monitoring, 2009). Piistroj zaznamend odezvu bun¢k
na tento stimul - rychlost, kinetiku a intenzitu reakce bunck — v podobé CI jako funkce
Casu (Vondrackova et al., 2010). Tato kinetickd odpovéd’ po urc¢ité manipulaci s
bunikami ndm muZe poskytnout cenné informace o jejich chovani a vlastnostech, které

jsou béznymi metodami piehlédnutelné.

e Stanoveni cytotoxicity latek

Pouziti metody xCELLigence v oblasti zkoumdani cytotoxicity je velice vyhodné,
nebot’ nahrazuje Casto neudspé$né prvotni pokusy na zvitatech, které jsou dosud
vyuzivané zvlasté pro urceni toxického ucinku exogennich latek. Uvedenim této metody
do praxe mohou byt testy na zvitatech v prvotnich fazich eliminovany a miiZe se k nim
pristupovat az v dalsi fazi po prokdzani toxického ucinku pomoci xCELLigence
(Ziebolz, 2010). Vyhodnoceni nameéfenych dat vyznamné pfispivd k pochopeni
ucinnosti a specificity piisobeni chemickych latek na buiky, permeability bunék
pro rizné formy latek a mechanismti 1ékové interakce s cilovymi bunkami. Proto je tato
metoda vhodnd pro vyvoj 1ékii a urCeni cytotoxickych ucinkii na bunky. ICsy u testa
cytotoxicity latek lze, podobné jako hodnoty stfedni smrtelné davky LDsy métené in
vivo u zvifat, pouZit pro ureni miry toxicity (Boyd et al., 2008). Nejen ddvka, ale i
doba piisobeni cytotoxickych latek miize mit podstatny vliv na hodnotu ICsy. Z tohoto
divodu je méfeni v redlném Case a hodnoty ICsy zavislé na Case vice informativni nez ty,
které nejsou vztahovany k Casové ose (Real-time and dynamic monitoring of cell
proliferation and viability for adherent cells, 2008).

Diky buné¢né smrti se adherované buniky za¢nou odlucovat z povrchu elektrody

a dojde k poklesu naméiené impedance, tedy snizeni CI. Vlivem buné¢né smrti dochazi
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ke zméndm morfologie bun€k nebo integrity souvislé vrstvy bunck na elektrodé, coz
také samo o sobé vede ke zméndm impedance (Diemert et al., 2012). Buné¢nd smrt je
tedy monitorovana pomoci CI, ktery kvantifikuje pocatek a progresi cytotoxicity latek.
Umoznuje presné ur¢it vhodnou dobu pro ndsledné proteomické a genomické analyzy

(Ziebolz, 2010).

¢ Migrace a invaze bunék

Bunéénd migrace a invaze jsou procesy nezbytné pro embryogenezi,
vaskulogenezi, realizaci imunitni odpovédi, ale také pro patologické reakce jako je
metastazovani. Pfi téchto procesech dochdzi k morfologickym zméndm bunck
preskupenim cytoskeletu, kontrakci buniky a sekreci degradac¢nich enzymu. Konkrétné
migrace endotelidlnich bunék je nezbytnou soucésti angiogeneze (Wu et Zhu, 2009),
zahrnuje chemotaktické, haptotaktické a mechanotaktické vlivy na migraci bun¢k.
Chemotaktickd migrace je indukovédna solubilnimi rtstovymi faktory (VEGF, bFGF,
HGF aj.). Tyto faktory interagujici s pfisluSnymi receptory na povrchu endotelovych
bunék za ptispéni extraceluldrnich signdld, bunééné polarity a intraceluldrni signalizace
vyusti v pfimou bunécénou migraci (Wu et Zhu, 2009; Greiner et Zimmermann, 2009).

Rahim et al. (2011) metodou xCELLigence méfili invazivitu nddorovych bunék
do vrstvy endotelii pokryvajicich elektrodu. Nadorové buiiky svou invazivitou narusSily
bunécné spoje endotelovych bunék, rozruSily jejich souvislou vrstvu a vnikly mezi
endotelové bunky. Podle miry invazivity bunéfnych linii se snizovala hodnota
impedance (Rahim et Uren, 2011).

M¢éteni migrace bunék (obr. 7) je omezeno velikosti pért membrany (Rahim et
Uren, 2011), kterymi butiky putuji pies elektrodu z vrchni komiirky do spodni komiirky
s chemoatraktanty (Wu et Zhu, 2009). Impedance se zvysuje se zvySujicim se poctem
migrujicich bunék ptes elektrodu. Migracni aplikace této metody poskytuje informace
o zaCatku migrace bun€k a jejich rychlosti. Je dulezitd pro lepsi pochopeni dosud
neobjasnénych biologickych a molekuldrnich mechanizmii migrace bunék (Bird et

Kirstein, 2009).
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Obr. 7: Princip bunécné migrace na CIM-Plate 16 destickdch: burnky migruji z vichni
komuirky pres porovitou membrdnu s mikroelektrodami za chemoatraktantem ve spodni

komiirce (upraveno dle Bird et Kirstein, 2009)
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CIL PRACE

Obecné hraji trombocyty roli pii progresi nddorovych onemocnéni, niddorové
angiogenezi a metastazovani. Obsahuji fadu faktorti s proangiogennim i
antiangiogennim efektem a jejich uvolnovani z granul trombocyti reguluje
proces nadorové angiogeneze pusobenim na mikroprosttedi nddoru vcetné
endotelovych bunck nové vznikajicich cév, tedy jejich migrace a proliferace.
Obsah krevnich desticek pacientli s onkologickym onemocnénim se lisi
od obsahu fyziologickych trombocytli, coZ je dobfe popsdno na urovni
jednotlivych faktord. Cilem této prace bylo vytvorit modelovy systém
pro studium efektu obsahu trombocyti na migraci endotelovych bunék a
stanovit timto systémem funk¢ni vlastnosti krevnich desti¢ek onkologickych
pacienti. Pro tyto ucely byl navrzen modelovy systém zaloZeny na sledovani
migrace endotelovych bunék, linie HUVEC, metodou xCELLigence a dil¢imi
cili prace proto byla optimalizace podminek kultivace bunék HUVEC a

optimalizace migracnich testi xCELLigence.
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EXPERIMENTALNI CAST

7.

7.1

7.2

MATERIAL

Chemikalie
Trypsin/EDTA (PAA, Rakousko)
Fosfatovy pufr s chloridem sodnym - PBS (Sigma, USA)
Neutraliza¢ni roztok pro trypsin — TNS (Lonza, USA)
Injek¢ni voda (Braun, Némecko)
Dimethylsulfoxid Hybri-max — DMSO (Sigma, USA)
Fibronektin, 1mg/ml (Sigma, USA)
Fetalni bovinni sérum — FBS (Gibco, USA)

Trombin - Thrombin Reagent: 100 IU/ml (Siemens, Némecko)

Pristroje
Centrifuga Universal 320 (Hettich, Némecko)
Centrifuga Mikro 222 (Hettich, Némecko)
Laminarni box Bio Ultra (Telstar, §panélsk0)
Termostat HEPA classic 100 (Thermo, USA)
Inverzni mikroskop Axiovert 25 (Zeiss, Lucembursko)
Inverzni mikroskop Eclipse Ti-S s pfidavnou kamerou Digital Sight DS-U2
(Nikon, Japonsko)
Kryoprezervaéni stojdnek na kryozkumavky - StrataCooler Cryo preservation
module (Stratagene, USA)
Hematologicky analyzitor XE-5000 (Sysmex, Japonsko)
xCELLigence System pro bunéénou migraci (Roche, Svycarsko):
- Vzorky byly zpracovany na migracni desti¢cce CIM-Plate 16.
- Destic¢ky byly analyzovany na ptistroji RTCA DP Instrument.
- Data byla zpracovana RTCA Software 1.2.1.
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7.3 Kultiva¢ni média
¢ (Clonetic EBM-2 Basal Medium (Lonza, USA) - bazdlni médium pro endotelové
buiikky HUVEC bez riistovych faktorti (Serum Free Media — SFM)
¢ (Clonetic EGM-2 BulletKit (Lonza, USA) - kompletni médium pro endotelové
buiiky HUVEC (Complete Media): obsahuje jednu 500 ml ldhev bazdlniho
média (SFM) a ristové suplementy Clonetics EGM-2 Single Quots Kit (tab. III)

Tab. III: Rustové suplementy obsazené v baleni Clonetic EGM-2 BulletKit

Suplement Objem (ml)
Hydrokortison 0,2
hFGF 2,0
VEGF 0,5
R3-IGF-1 0,5
Kyselina askorbova 0,5
Heparin 0,5
FBS 10,0
hEGF 0,5
GA-1000 0,5

7.4 Kaultiva¢ni nadoby

e Polyethylenové kultivacni lahve s hydrofobnim filtrem T-25 s efektivni ristovou

plochou 25 cm” Tissue Culture Flask (Jet Biofil, Kanada)

7.5 Biologicky material

Ve vSech méfenich se pracovalo sendotelovymi bunkami pupecnikové Zzily
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell - Lonza, USA), které byly dodany
v kryovialce v poctu 910 000 bun€k v Iml. Pro méfeni metodou xCELLigence byly
pouzity maximalné do Sesté pasaze.

Trombocyty pouZité k experimentim byly izolovany z plné krve nevyuzitych
zbytkd vzorkll ziskanych od onkologickych pacienti nebo osob prichdzejicich
na preventivni vySetfeni do Masarykova onkologického tustavu v Brné€, ktefi podepsali

,»Souhlas s uchovanim a pouzitim nevyuzitych zbytkl ze vzorkl ziskanych z mého téla®.
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PIné krev byla odebrdna do zkumavek S-Monovette® Coagulation/3 ml (SARSTEDT,
Némecko), obsahujici antikoagulaéni latku citrdt sodny.
Krev pro ziskéani séra byla odebrana do zkumavek bez protisrazlivého ¢inidla S-

Monovette® Neutral/7,5 ml (SARSTEDT, Némecko).
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8. METODY

8.1 Kultivace bunék HUVEC
Buiikky HUVEC byly dodany zamrazené jako 1. paséz, jejich doporuc¢end hustota

rozsazeni dle navodu je 2500-5000 bundk/cm’. Pasdzovani bunék bylo provadéno
pfiblizn¢ po tydnu, kdy bylo dosazeno 70-80 % konfluence buné€k. VSechny kroky
kultivace bun€k byly provddény za aseptickych podminek v lamindrnim boxu. Buiky
byly kultivovany dle doporueni vyrobce, nékteré postupy byly upraveny na zakladé

ziskanych zkusenosti Ci literarniho zdroje (Tessitore et al., 2010)

¢ Rozmrazeni bunék a pocatek kultivace

Prvnim bodem postupu byla piiprava kultivaéniho média. Bazdlni médium
(EBM-2 Basal Medium, Lonza) bylo za aseptickych podminek smichdno s rastovymi
faktory a jinymi suplementy (EGM-2 SingleQuot Kit, Lonza) dodanymi s médiem
(tabulka III). Byl vypocitan pocet kultiva¢nich nddob T-25, s efektivni ristovou plochou
25 cm?, potiebnych na rozsazeni podle mnozstvi bun&k v kryovialce. Doporucend
hustota rozsazeni bunk dle navodu je 2500-5000 bunék/cm?, tedy 4 aZ 8 nddob, podle
mnoZzstvi bun€k v dodané kryovialce. Pfed samotnym rozmraZenim byly pfipraveny
kultiva¢ni nddoby tak, Ze do nich bylo pfiddno 6 ml média a byly pil hodiny
inkubovény pii 37 °C.

Kryoprezervované buitky HUVEC byly rychle rozmrazeny pii 37 °C ve vodni
lazni. Dilezité bylo dodrzet maximdlni ¢as tani 2 minuty, aby nedoSlo k poSkozeni
bun¢k kryoprotektivni latkou DMSO, ktera je pro metabolizujici bunky toxickd. Buniky
byly v kryovialce rozsuspendovdny pipetou a rozdéleny na piedem pfipravené
kultivacni nédoby s médiem. VsSechny nadoby byly uloZeny do termostatu
pii podminkdach, které jsou optimdlni pro rast bunék — 37 °C a 5 % CO,. Pokud byly
buiiky pfisedlé na dné kultivani nadoby, bylo mozné po nékolika hodindch vymeénit
médium, aby byly odstranény zbytky DMSO. Dale pak bylo spotfebované kultivacni
médium vymeénovano po jednom az dvou dnech za cerstvé, vidy vytemperované

na 37 °C.
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e Pasazovani bunék

V ptipad¢, Ze kultiva¢ni nddoba byla ze 70-80 % porostla buiikami, piistoupilo se
k jejimu pasaZovani. Nejprve bylo spotiebované médium z kultivacni nadoby odlito.
Poté byly buiikky promyty 5 ml PBS vytemperovaného na laboratorni teplotu. Tim se
vymyly z kultivaéni nddoby zbytky proteinli a vapniku, které neutralizuji trypsin.
V piipad¢ potieby byl tento krok zopakovan. PBS byl z lahve odlit a k buiitkdim byly
pfidiny 2 ml Trypsin/EDTA vytemperovaného na laboratorni teplotu, ktery Stépi
proteiny nutné pro adhezi bunék. Nechal se plisobit 2 az 4 minuty. Odlu¢ovani bunék
ze dna kultivacni nddoby bylo sledovano pribézné pod mikroskopem a Cas trypsinace
piipadné upraven dle potieby. Jakmile byla pod mikroskopem pozorovdna zména tvaru
bunék (zakulacovéni), nddobou bylo poklepdvano o dlan ruky, aby se dokoncil proces
odlouceni bunék ze dna kultivacni nddoby. Po uvolnéni vétSiny bunék bylo do nddoby
pfidano 5 ml TNS vytemperovaného na laboratorni teplotu, ktery slouzi k neutralizaci
trypsinu. Roztok s buiitkami byl rychle piepipetovan do sterilni 15 ml centrifugacni
zkumavky. Kultivacni nddoba byla jeSté oplachnuta 2 ml média, aby se omezily ztraty
bunck. Bunky byly centrifugovany (10 minut, 20 °C, 200 g). Supernatant byl odlit a
ke zbylému peletu bun¢k byly pfidany 2 ml kultivaéniho média. Bunky v ném byly
rozsuspendovany a rozdéleny na dvé nové kultivaéni nddoby. K buiikdm bylo doplnéno
kultivaéni médium tak, aby kazda kultivani nddoba obsahovala asi 5 ml. Nddoby byly
uloZeny do termostatu a opét bylo vyménovano médium kazdé 1 az 2 dny, dokud buniky
nepokryly 70-80 % dna kultivacnich nadob. Poté byly opét pasdzovany, pfiblizné tedy

po 7 dnech nebo pouzity k experimentu.

e ZamraZeni bunék

V ptipad€, Ze bunkami porostlé kultivatni nddoby nemohly byt vyuZity, byly
buniky uchovany zamraZzenim. Z nddoby porostlé asi z 90 % buiikami bylo odpipetovano
médium, bunky byly promyty 5 ml PBS vytemperovaného na laboratorni teplotu. PBS
byl odlit a do kultivaéni nadoby byly pfiddny 2 ml Trypsin/EDTA. Inkubace
s trypsinem probihala stejné€ jako u pasdZovani bunék, tedy po dobu 2-4 minut, kdy byly
buiiky nejdiive ponechany v klidu a poté se s kultivacni nadobou klepalo o dlan, dokud
se buiiky neodloucily ze dna nddoby. Bylo pfiddno 5 ml média pro neutralizaci trypsinu
a veSkery obsah kultivacni lahve byl piepipetovdan do 15 ml centrifugacni zkumavky,
ktera byla centrifugovana (5 minut, 20 °C, 220 g). Supernatant byl odlit a k peletu
bun¢k byly pfidany 2 ml média a rozsuspendovany. Pomalu byly k buiikkdm ptidavény 2
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ml zamraZzovaciho média: 20 % DMSO, 50 % rustového média, 30 % FBS (Tessitore et
al., 2010), které bylo dopfedu zchlazeno na ledu asi 15 minut. DMSO pronika do bunék,
zvySuje bod mrazu jejich obsahu a chréani je tak pfed posSkozenim nizkymi teplotami.
FBS poskytuje buitkdm vyS$i koncentraci proteint, kterd je potiebnd pro pieziti
zamrazovani a rozmrazovani bun€k. Takto pfipravend smés byla rozd€lena do dvou
kryovialek, které byly dany do mrazdku do -80 °C ve specidlnim kryoprezervacnim

stojanku (Stratagene). Druhy den byly kryovialky pfemistény do tekutého dusiku.

8.2 Zpracovani vzorki krve

Zkumavka s plnou krvi obsahujici antikoagula¢ni latku (citrat sodny), kterd brani
aktivaci trombocyti, byla centrifugovana (10 minut, 20 °C, 150 g). Tyto podminky byly
v laboratofi stanoveny jako optimdlni pro ziskdni plazmy bohaté na desticky (PRP).
Po centrifugaci byl supernatant neboli PRP odpipetovin do mikrozkumavky.

Na hematologickém analyzatoru byl zméfen obsah trombocytti v ziskaném vzorku PRP.

e Aktivace trombocyti trombinem

Vzorek PRP byl rozpipetovan po 500 pl do dvou mikrozkumavek. K prvnimu
alikvotu bylo pfidano 0,5 IU trombinu (vypocitino dle Klement et al., 2008),
promichdno a inkubovdno 5 minut pfi laboratorni teploté. PRP s aktivovanymi
trombocyty byla znovu centrifugovédna (30 minut, 20 °C, 1700 g). Supernatant neboli
plazma chudd na desticky (PPP) byla odpipetovdna do mikrozkumavky a nafedéna
migraénim médiem v rizném pomeéru dle provadéného experimentu. Migra¢ni médium
bylo predem pfipraveno nafedénim kompletniho média Clonetic EGM-2 BulletKit
(Lonza, USA) bazadlnim médiem Clonetic EBM-2 Basal Medium (Lonza, USA)
v poméru 1:90 (upraveno dle Wu er Zhu, 2009).

Pii métfeni PPP ziskané po aktivaci trombocytl byla vZdy paralelné méfena PPP
bez aktivace trombocytl. Ta byla pfipravena z druhého 500 pl alikvotu PRP, ktery byl
tedy centrifugovan (30 minut, 20 °C, 1700 g) bez piidani trombinu. Supernatant byl

odpipetovan do mikrozkumavky a nafedén migracnim médiem v rizném pomeéru.
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¢ Lyzace trombocyti zamrazenim
Vzorek PRP ziskany z plné krve vysSe popsanym postupem byl pro piipad lyzace
trombocytll zamraZzenim ddle zpracovan centrifugaci (30 minut, 20 °C, 1700 g).
Supernatant byl od peletu trombocytli odpipetovan a pelet byl rozsuspendovéan ve 400 pl
migra¢niho média. Takto pfipravené trombocyty byly zlyzovany zamrazenim pii -80 °C
a poté centrifugovany (30 minut, 20 °C, 900 g). Za tcfelem porovnini migrace pfi
paralelni analyze vice vzorkl, byl objem migracniho média upraven na pocet

trombocytll naméfenych v PRP.

¢ Sérum
Krev pro ziskani séra byla odebrana do zkumavek bez protisrazZlivého cinidla,
nechdna pii laboratorni teploté stit dokud se nevytvofilo koagulum (minimdlné

45 minut) a poté centrifugovana (20 minut, 15 °C, 1500g).
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8.3 Méreni bunééné migrace metodou xCELLigence

¢ Pokryti vrchni komurky fibronektinem (FN)

Nejdiive bylo 20 pl FN (1 mg/ml) nafedéno 980 pl PBS. Na spodni senzorovou
stranu jamek vrchni komurky bylo naneseno 30 pl pfipraveného FN. Ten byl pipetovan
doprostied kazdé elektrody tak, aby je celé pokryl. Komiirka byla inkubovana 30 minut.
Poté byly kapky roztoku FN pipetou odsaty. Komirka byla oto¢ena a pokryta i z druhé
strany 30 pl FN v kazdé jamce. Inkubace trvala dalSich 30 minut a poté byl roztok
z jamek pipetou odsét. Pfi pipetovani by se Spicka pipety neméla dotknout povrchu
elektrody a bylo nutné vyvarovat se vzniku bublin v nanesené vrstvé roztoku, aby byl

fibronektin rovhomeérné nanesen.

¢ Vyhladovéni bunék a jejich priprava

Pro vlastni pokus méfeni bunécné migrace metodou xCELLigence byly pouZity
endotelové bunky HUVEC maximalné do Sesté pasdze. VZdy byla vybrdna kultivacni
nadoba porostld buiikami ze 60 aZ 80 %. Z kultivacni nddoby bylo odlito médium a
bunikky promyty 5 ml PBS. K buitkdim bylo pfiddno 6 ml média bez rastovych faktora
(SFM) a nadoby byly inkubovany 4 hodiny pii 37 °C a 5 % CO,. Po této dobé¢, kdy
buiikky vyhladovély, bylo SEM odlito, buiiky byly oplichnuty 5 ml PBS a byly
trypsinovdny 2 ml Trypsin/EDTA po dobu 2 minut. Odlucovani bunék ze dna bylo
pod mikroskopem kontrolovano a v piipadé potieby byla doba trypsinace prodlouzena a
doplnéna klepanim kultivacni lahve o dlan ruky. Trypsin byl zneutralizovan 2 ml TNS.
Bunééna suspenze byla z kultivaéni nddoby ptepipetovdna do 15 ml centrifugacni
zkumavky a nadoba byla jest¢ promyta 5 ml SFM. Zkumavka s bunkami byla
centrifugovdna (5 minut, 20 °C, 220 g). Supernatant byl odlit a pelet bun¢k byl

rozsuspendovan pfiblizné ve 2 ml SFM.

e Ekvilibrace desticky CIM-Plate 16 a za¢atek méreni
Do kazdé z 16 jamek spodni komilrky bylo napipetovdano 165 pl piedem
pfipravenych roztokid pro chemotaxi a migraci endotelovych bungk tak, aby byl v kazdé
jamce vytvofen meniskus (obr. 8). Jednalo se bud’ o fedici fadu kompletniho riistového
média v SFM, rizné koncentrace ristovych faktorii, upravenou plazmu po aktivaci

desticek, zlyzované krevni desticky nebo sérum. Vzorky byly pipetovany v duplikdtech.
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Vrchni komtrka byla nasazena na spodni komiirku a meniskus roztokl kazdé jamky LC
zajistil dostateCnou sty¢nou plochu se zlatou mikroelektrodou na spodni stran¢ UC po
zapadnuti téchto dvou ¢asti do sebe. Do vSech jamek UC bylo napipetovano 30 pul SFM.
Desticka byla vloZena na 1 hodinu do inkubdtoru (37 °C) zatucelem ekvilibrace
(dosazeni rovnovahy mezi povrchem elektrody a médiem). Poté byla desticka vyjmuta
z analyzdtoru a do jamek vrchni komiirky bylo k SEM pfidano 100 pl bunécné suspenze.
Nésledné byla desticka opét umisténa do RTCA DP Analyzatoru a bylo zméfeno pozadi
pomoci RTCA Software (krok 1). Poté byla desticka ponechdna 30 minut v klidu, aby
buiiky sedly na dno jamek a po 30 minutidch bylo spusténo méfeni piistroje (krok 2).
Zména impedance zlatych elektrod byla méfena kazdych 15 minut a po 24 hodinich
bylo méfeni zastaveno a z RTCA Software ziskdn graf zobrazujici zménu cell indexu CI

v ¢ase.

Mleniskus

/

Jamka s roztokem

/

Obr. 8: Zndzornéni menisku po napipetovdani roztokii do LC (upraveno dle

xCELLigence RTCA DP Instrument: Flexible real-time cell monitoring, 2009)
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9. VYSLEDKY

9.1 Kaultivace bunék HUVEC

Nezbytnym prvotnim cilem této prace bylo osvojeni si postupli a optimalizace
techniky kultivace bunck in vitro. S bunkami se manipulovalo v lamindrnim boxu a
nasledné byly kultury péstovdny ve sterilnim prostiedi v podminkédch vhodnych k jejich
rustu.

Morfologie HUVEC buné¢k se vyznacuje polygondlnim tvarem, ktery je typicky
pro endotelové buiiky. Pfi rlstu a ndsledném déleni je jejich tvar protdhly s mnoha

vybézky (obr. 9).

Obr. 9: Morfologie HUVEC bunék (5. pasdz, 8. den kultivace) — typicky polygondlni

tvar endotelovych bunék, konfluence priblizné 80 % (zvetseno 100x)

Pfi manipulaci sbunéénymi kulturami se tvar bunék meénil v zdvislosti
na aktudlnich podminkédch. Buiiky byly jednak velice citlivé na zménu teploty, pokud
byly vice jak pal hodiny ponechdny za laboratorni teploty mimo jejich optiméln{

kultivaéni podminky (37 °C, 5 % CO,), zacaly se zakulacovat. Byly také citlivé
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na vyménu média. Po odstranéni jimi spotfebovaného a ptidini Cerstvého média se také
Castecné zakulatil jejich tvar, 1 kdyz Cerstvé médium bylo vytemperovano na 37 °C.
Nejinak tomu bylo po pfidani trypsin/EDTA, kde byla naopak zména morfologie bunék
ocekdvina vzhledem k jeho dc¢inkiim. Protdhly tvar bunék s etnymi vybézky se zacal
postupné ménit, az se buiky zcela zakulatily (obr. 10, 11). Tato morfologickd zména
byla pfi trypsinaci signdlem, Ze jsou bunky jiZ schopny se odpoutat ode dna kultivacni
lahve. Ztrypsinované bunky sklizené zjedné lahve a nasazené na nové lahve jiz
po nékolika hodindch pfilnuly ke dnu kultivac¢nich lahvi a zacaly se natahovat. Jejich
pozorovani v mikroskopu v prvnich dnech po trypsinaci bylo obtizné, bunky byly
znacén¢ protdhlé a méné plastické, proto se v mikroskopu jevily jako prihledné. Z tohoto
divodu nebylo snadné odhadnout hustotu kultury. V novych bunéénych pasizich, kam
byl nasazen vétsi pocet ztrypsinovanych bunék, byly buiky diive natdhlé a rychleji
porostly kultivacni lahev oproti pasaZim, kde byla hustota bunck mensi (obr. 12, 13). To
naznacuje, Ze HUVEC bunky jsou velice citlivé na hustotu kultury a v piipad¢ jejich
nizkého poctu v kultivaéni lahvi dochdzi ke zpomaleni jejich ristu, popiipadé az

k jejich smrti.

;- 03# &

Obr. 10: Zmena morfologie HUVEC bunek (5. pasdz) 1 minutu po priddni
Trypsin/EDTA (zvétseno 100x)
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Obr. 11: Zména morfologie HUVEC bunék (5. pasdZ) 2 minuty po priddni
Trypsin/EDTA (zvétseno 100x)

Obr. 12: Morfologie HUVEC bunék (6. pasdz) 24 hodin po trypsinaci — bunécnd kultura

s mensim poctem bunék vyznacujici se mensim poctem nataZenych bunék (zvétseno 100x)
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Obr. 13: Morfologie HUVEC bunek (6. pasdZ) 24 hodin po trypsinaci — bunécnd kultura

s vétsim poctem bunék vyznacujici se vétsim poctem nataZenych bunék (zvétseno 100x)

JelikoZ az po nékolikatydenni prici s buitkami bylo moZné pozorovat nepatrné
zmény v kulturdch, které odrdzely stav bunck a jejich potieby a které na zacdtku
zustavaly bez povsimnuti, byly prvotni pokusy kultivace bunék jen ¢aste¢né¢ tspéSné.
StéZejnimi body, které musely byt vyfeSeny pro tspéSnou kultivaci HUVEC bunék,
byly:

¢ Pocatek kultivace a hustota primarni kultury

Hustota primdrni kultury byla podle ndvodu pftislusejictho buitkdm vypocitdna
na zdkladé doporucované hustoty rozsazeni HUVEC bunék, kterd ¢ini 2500 az 5000
bundk/cm?. Proto pro kultivaéni lahve T-25 s efektivni riistovou plochou 25 cm?, které
byly pro kultivaci pouzivany, a pro buiiky dodané v poctu 760 000 byl vypocitin jako
optimdlni pocet lahvi 6 az 12. Bylo pouZito 10 lahvi, z nichZ kazdd méla tedy denzitu
bunék pfiblizné 3 064 bun&k/cm?. Jak bylo zjiSténo pozdéji, hlavni obtiZe kultivace byly
dany zvolenou hustotou, kterd nebyla dostacujici. Buiikky byly péstovany do potiebné
hustoty (kolem 80 %) pro jejich pasdZovani 14 dni i déle misto deklarovanych 5 az 9
dni. To potvrzuje jiz zmin€nou vlastnost HUVEC bunék, Ze jsou velice citlivé

na hustotu kultury a v pifipadé¢ jejich nizkého poctu v bunééné kultuie dochdzi
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ke zpomaleni jejich riistu. Timto bylo zfejmé ovlivnéno také chovani bunék ve vyssich
pasdzich, konkrétné v paté a Sesté, kdy bylo obtizné buniky ztrypsinovat a sklizeni bunck
ze dna kultivaCnich nddob muselo byt provddéno prodlouzenou nebo dokonce
opakovanou trypsinaci.

V dalSim pokusu, tentokrdt s nov€ dodanymi buiikami v poctu 910 000, byly
zvoleny pro rozsazeni tohoto poctu bunék pouze 3 kultivacni nddoby. Kazda tedy
obsahovala pfiblizn& 12 133 bundk/cm®. Tento podet se ukdzal jako vhodny, jelikoz

kultiva¢ni nddoba byla porostla na pozadovanych 80 % pftiblizn¢€ za 7 dni.

e Pasazovani bunék

JelikoZ vSechny bunécné linie, krom¢ nddorov€ transformovanych, maji
omezenou Zivotnost, tj. buiiky stdrnou a po urcité dobé se piestdvaji dclit, HUVEC
bunikky byly péstovany maximdlné¢ do 6. pasdze, aby byla jejich kondice dostaCujici
pro vlastni méfeni bunéné migrace.

Uvadénd doba, za kterou se HUVEC bunka rozd¢€li na dvé, je 12 az 48 hodin,
proto bylo nutné kazdych cca 7 dni buniky pasdZovat, zamrazit nebo pouZit pro méfeni.
Muselo byt spravné odhadnuto, kdy je jiz kultura dostatecné hustd a tedy vhodna
pro dal$i manipulaci. Tyto zkuSenosti byly opét ziskdny azZ po néjaké dobé prace
s buiikami.

DalS$im problémem, ktery bylo nutné vyftesit, byla tendence HUVEC bunék tvofit
shluky (obr. 14), coz je pro tyto buiiky typické (Tessitore et al., 2010). Bunécna kultura
tak nebyla rovnomérné rozprostifena na dn¢ kultivacni nddoby a buiiky se tésnaly pouze
na nékolika mistech. Ve stfedu téchto agregétii byl rist bunék zastaven v disledku
kontaktni inhibice a buiilky nemé¢ly mozZnost se délit. Kultury s bunécnymi shluky
v dalSich pasazich pomaleji rostly oproti kulturdm s rovnomérnéji rozdélenymi bunikami.
To bylo ziejmé dano tim, Ze bunky vyskytujici se v agregatech se stavaji vice zavislé
jedna na druhé a pfi jejich rozdéleni na dvé lahve, kdy jsou agregaty rozruSeny a bunky
od sebe oddéleny, nejsou v dostateCné hustoté. Proto se muselo vZzdy vcas odhadnout,
kdy pfistoupit pouze k tzv. rozprostieni bun¢k na dn¢ nddoby tim, Ze buiikky byly
ztrypsinovany stejnym postupem jako pfi klasickém pasdzovani a po centrifugaci byl
rozsuspendovany pelet umistén opét na jednu lahev misto dvou. Tim byly agregity

bunék rozd¢leny a buiiky lépe rozprostfeny, cozZ jim umoZznilo dals{ rist.
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buneék tvorit shluky (zvétseno 100x)

9.2 Méreni bunééné migrace metodou xCELLigence

V této praci byla zkoumdna migrace bunék zdvisld na trombocytdrnich
chemoatraktantech, mezi které patii napt. VEGF, FGF, IGF, EGF aj. Migrace je
zprostiedkovdna vazbou téchto rastovych faktorti na piisluSné receptory na povrchu
bunék. Tato vazba aktivuje specifickou signdlni cestu, kterd vede k reorganizaci
cytoskeletu, modulaci bunétné adheze a polarizaci bunky a nasledné migraci. Vliv
chemokinl na migraci bunck je zdvisly na mnoZstvi téchto latek a na bunééném typu,
na mife exprese receptort a efektivni koncentraci chemokind.

Vsechna méfeni migrace HUVEC bunék byla koncipovana tak, aby byla bunécna
migrace zprosttedkovana trombocytarnimi chemoatraktanty pro endotelové burniky. Tyto
chemoatraktanty byly od endotelovych bunék odd€leny pérovitou membrianou
s integrovanymi zlatymi mikroelektrodami. Prostfednictvim impedance prevedené
na hodnotu bunécéného indexu (cell indexu) zaznamenavaly elektrody kontinudlné
v ¢ase miru migrace bun€k pres membrinu. Rostouci migrace bunék méla za nésledek

zvySeni cell indexu.
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Za ucelem sezndmeni se sexperimentem a pro oveéfeni nutnosti pouZiti
fibronektinu pro pokryti obou stran dna vrchni komurky byla mira buné¢né migrace
HUVEC bunék za chemoatraktanty a rtistovymi faktory trombocytii nejdiive zkoumana
pii raznych koncentracich kompletniho média obsahujiciho trombocytarni faktory
uvedené v tab. IIIl. Déle byla zkoumana migrace endotelovych bunék v zavislosti
na koncentraci chemotaktického faktoru VEGF a bFGF. Migrace endotelovych bunék
byla méfena také za vhodné upravenymi vzorky aktivovanych nebo lyzovanych
trombocyti nebo za plazmou. Hlavnim cilem prace bylo optimalizovat tuto metodu
pro ucely stanoveni vztahu mezi obsahem trombocytl zdravych déarct a onkologickych
pacientll a to pravé pomoci miry migrace HUVEC bunék. Nésledujici grafy a komentare

popisuji jednotlivd méteni, kterd byla provadéna vzdy v duplikatech.

¢ Vliv koncentrace kompletniho média na migraci HUVEC bunék

Pro ovéteni migrace endotelovych bunék byly pouzity buiiky ze 3. pasaze
v mnoZzstvi jedné kultivacni lahve s pfibliznou konfluenci 70-80 % na jednu migracni
desticku a kompletni médium, které obsahovalo trombocytarni ristové faktory a
chemoatraktanty pro endotelové buiiky. Slozeni kompletniho média mélo za nésledek
migraci HUVEC bunék za chemoatraktanty v ném obsazenymi.

Bylo pouzito nefedéné kompletni médium, které obsahovalo nejvyssi koncentraci
trombocytarnich faktord, dile bylo pouZito kompletni médium natfedéné bazalnim
médiem bez rastovych faktort (SFM) v poméru 1:5 a 1:15. Jako negativni kontrola bylo
pouzito SFM, které neobsahovalo zadné trombocytarni faktory. Jak je patrné z grafu
¢. la, cell index a tedy bunécnd migrace méla béhem meéfeni nejstrméj$i nardst
pro kompletni médium s nejvétsi koncentraci chemoatraktantl, strmost kiivek se
snizovala srostoucim fedénim kompletntho média a tedy sniz$i koncentraci
trombocytarnich faktori a nejnizs$i cell indexy byly pozorovany pro SFM. Timto
meéfenim byla ovérena potireba specifickych chemoatraktanti pro migraci endotelovych
bunck, ktera se zvySuje srostouci koncentraci téchto latek, coz je prehledné

zaznamenano v grafu €. 1b znazornujici end-point cell index v zdvislosti na fedéni

kompletniho média ve 24. hodiné.
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¢ Vliv fibronektinu na migraci HUVEC bunék

Pfi méfeni bunécné migrace v migrani desticce je potieba, aby byla
mikroelektroda desticky pokryta nékterym z proteini ECM, ktery zprostfedkuje adhezi
bunék k elektrodové strané membriny a podpoii tak tvorbu impedancniho signdlu.
Pro vétSinu bunék a tedy i pro ndmi pouzivané bunky HUVEC je prave fibronektin
vhodnym proteinem zprostiedkovavajicim tuto adhezi. Navic pokrytim elektrod
exogennim proteinem se predejde vytvafeni gradientu proteini ECM v métfenych
roztocich a tim ovlivnéni migrace bunck.

Tyto poznatky byly ovéfovany méfenim za pouZziti bunck ze 4. pasdZze v mnozstvi
dvou kultivacnich lahvi s pfibliznou konfluenci kazdé lahve 60-70 % na jednu migracni
desticku. Jako roztoky obsahujici chemoatraktanty pro endotelové bunky byly pouZzity
nefedéné kompletni médium, SFM a kompletni médium fedéné SFM v poméru 1:5,
1:15 a 1:30. Pro kazdé fedéni kompletniho média byly méteny vzdy dv¢ varianty, kdy
jamky jednoho duplikdtu byly pokryty fibronektinem a druhé nikoliv. Jako pozitivni
kontrola slouzilo kompletni médium a jako negativni kontrola SFM.

Graf ¢. 2a zndzornuje pribéh kiivek bunééné migrace pro zminénd fedéni
kompletniho média a to vzdy v jamkdach pokrytych fibronektinem a v jamkach
bez fibronektinu. Z porovnani end-point cell indexu ve 24. hodin¢ jamek pokrytych
fibronektinem a jamek bez fibronektinu je u vSech fedéni kompletniho média patrné, ze
hodnoty cell indexu pro jamky pokryté fibronektinem jsou prokazatelné vyssi (graf
¢. 2b). Zavérem z tohoto méfeni je, Ze nutnost pokryti obou stran vrchni komirky

migracni desticky fibronektinem je Zadouci a zlepSuje migraci endotelovych bun¢k.
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¢ Vliv koncentrace VEGF na migraci HUVEC bunék

Vaskuldarni endotelidlni rastovy faktor VEGF je jednim z nejznaméjsich
proangiogennich faktori obsazenych v a-granulich trombocyti. Jeho schopnost
stimulovat migraci endotelovych bunék byla prokdzana métenim cell indexu pro fedéni
VEGEF tzv. migracnim médiem v poméru 1:125, 1:250, 1:500, 1:2000 a 1:4000 (graf ¢.
3a). Migracni médium bylo pfipraveno fedénim kompletniho média pomoci SFM.
Diivodem pouziti migraéniho média byl fakt, ze HUVEC buiiky jsou citlivé na
dlouhodobéjsi odstranéni sérovych a rustovych faktorti, ke kterym nemaji béhem
¢tythodinového hladovéni v SFM pfistup. JelikoZ po hladovéni bunc€k ndsleduje
dvacetictythodinové meéfeni migrace, je dilezitd alespoii minimdlni koncentrace
sérovych a rtstovych faktord z kompletniho média, aby bylo zajisténo preZziti bunék a
jejich dostate¢na kondice pro migraci. Musi byt ale zvolena takova koncentrace, aby
nebyla ovlivnéna migrace bunék za ndmi sledovanymi trombocytarnimi faktory. Pro
experimenty této prace bylo pouzito fedéni kompletniho média SFM 1:90, které bylo
stanoveno na zdklad¢ literatury (Wu er Zhu, 2009). Jako pozitivni kontrola slouZilo
kompletni médium a jako negativni kontrola SFM. V tomto méfeni byly pouZzity
HUVEC buiiky z 5. pasdZe v poctu dvou kultivac¢nich lahvi s konfluenci piiblizn¢ 70-80
% na jednu migracni desticku.

Jak je z grafu €. 3a patrné, v piipad¢ fedéni VEGF migracnim médiem 1:4000,
1:2000 a rovnéZ 1:500 byly hodnoty cell indexu srovnatelné se SFM (negativni
kontrolou) a pii téchto vysokych fedénich buiikky téméf nebo vibec nemigrovaly.
Pro vyssi koncentraci VEGF (fedéni 1:125 a 1:250) byla migrace bun¢k jiz prokazatelna,
nicmén¢ byla niz§i nez pro kompletni médium. To je dano tim, Ze obsahuje kromé
VEGF v poméru 1:1000 také dalsi rustové faktory, které podporuji migraci bunék.
Vyhodnocenim end-point zdvislosti cell indexu na fedéni VEGF ve 24. hodin¢ (graf
¢. 3b) bylo urceno fedéni 1:250 jako dostacujici pro migraci HUVEC bun¢k. Pfi této
koncentraci VEGF je systém saturovan a pii vySSich koncentracich tohoto faktoru jiz

nedochazi ke zvySeni migrace buné¢k.
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Graf ¢. 3a: Vliv koncentrace VEGF na migraci HUVEC bunek (prumeér z duplikdtit)
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¢ Vliv koncentrace bFGF na migraci HUVEC bunék

Bazicky fibroblastovy rustovy faktor bFGF patfi mezi proangiogenni faktory,
mezi jehoZ funkce patii stimulace migrace endotelovych bunék stejné¢ jako u VEGF.
Stejné jako pro VEGF byla vyhodnocena koncentrace bFGF, kterd je dostacujici pro
migraci HUVEC bun¢k. Byla méfena migrace pro fedéni bFGF migracnim médiem 1:5,
1:15, 1:30, 1:60 a 1:240 a pro tuto analyzu byly pouzity HUVEC buiky z 6. pasdze
v poctu jedné kultivacni lahve s konfluenci pfiblizné 60-70 % na jednu migracni
desticku. Vyhodnocenim end-point zdvislosti cell indexu na fedéni bFGF ve 24. hodiné
(graf €. 4) bylo urceno fedéni 1:30 jako dostacujici pro migraci HUVEC bun¢k. Pfi této

koncentraci bFGF je systém saturovan a pii vysSich koncentracich toho faktoru jiz

nedochdazi ke zvySeni cell indexu.
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Graf ¢. 4: Zavislost cell indexu na redeni bFGF — vyhodnoceni migrace end-point (cell

index ve 24. hodine)
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¢ Porovnani migrace HUVEC bunék za trombocytarnimi faktory po aktivaci
desticek trombinem, po lyzaci trombocyti zamraZzenim a za faktory
obsazenymi v séru

Pfi zkoumdni migrace HUVEC bunék za chemoatraktanty uvolnénymi
z trombocytt ziskanych ze vzorkl krve pacientll byly pouzity tfi typy vzorktl. Jednalo
se o plazmu chudou na desticky (PPP) s obsahem trombocytarnich faktori uvolnénych
z desticek po jejich predchozi aktivaci trombinem, dédle o migracni médium, do kterého
byly uvolnény trombocytdrni chemoatraktanty po lyzaci trombocytli zamraZenim
v tomto médiu a o vzorky séra, které obsahuji rovnéz trombocytarni faktory.

Pro aktivaci trombocytii v tomto pokusu byl pouzit trombin, protedza, kterda
pfeménuje solubilni plazmaticky protein fibrinogen na nerozpustny polymer fibrin.
Jelikoz také aktivuje trombocyty prostiednictvim PAR-1 a PAR-4 receptori a fady
dalSich receptorii vyskytujicich se na povrchu trombocyti (De Cristofaro et De Candia,
2003), byl vhodny pro uvolnéni obsahu granul. Po ptidani trombinu do prvniho alikvotu
izolované PRP, inkubaci a centrifugaci se v souvislosti s jeho vlastnostmi vytvofila
ve vzorku fibrinova sit’ (obr. 15b,c) zachycujici aktivované trombocyty, jejichZ obsah
byl uvolnén do plazmy. Supernatant byl od srazeniny odpipetovan a byla ziskana PPP
bohatd na chemotaktické latky a ristové faktory uvolnéné z trombocytii. Ve druhém
alikvotu PRP zpracovaného bez pfiddni trombinu se po centrifugaci vytvofil na dné
mikrozkumavky pelet neaktivovanych trombocyti (obr. 15a). Supernatant byl
odpipetovéan a ziskand PPP neobsahovala chemoatraktanty z granul trombocytl a byla
pouzita jako negativni kontrola. Nicmén¢ jelikoZ se trombocyty aktivované trombinem
mohou chovat odli§n¢ z toho diivodu, Ze u riznych darct se mohou vyskytovat odlisSné
typy receptorti pro trombin. Tim muZe byt aktivace trombocytl ovlivnéna a tedy zdvisla
na poctu a typu receptort pro trombin (De Cristofaro et De Candia, 2003). Proto byla
pro uvolnéni obsahu granul trombocytll pouzita pouhd lyzace trombocytll zamrazenim,
kterd nenf nijak zavisld na mnoZstvi a typech receptorti na povrchu trombocytd. Migrace
endotelovych bun¢k za lyzatem trombocytll pak tedy pravdépodobné 1épe reflektuje

skutecny obsah chemotaktickych latek a rastovych faktorii v trombocytech.

60



Obr. 15: Priprava vzorkii: a) PRP bez priddni trombinu, neaktivované trombocyty

po centrifugaci tvorici pelet na dné mikrozkumavky, b) a c) PRP po priddni trombinu a

centrifugaci s vytvorenou fibrinovou siti
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Pro méfeni zminénych vzorkid byly pouzity HUVEC buiiky z 5. pasdZe v poctu
dvou kultivacnich lahvi s konfluenci pfiblizn€¢ 60-70 % na jednu migracni desticku.
Vsechny vzorky byly v razném poméru nafedény migracnim médiem. PPP bohata
na chemotaktické latky a rastové faktory uvolnéné z trombocytl (po jejich aktivaci
trombinem) a PPP neobsahujici chemoatraktanty uvolnéné z granul trombocytl
(bez aktivace trombocytli trombinem) ziskané zjednoho vzorku byly natfedény
migra¢nim médiem vzdy ve stejném poméeru, bud’ 1:3 nebo 1:5. Jako pozitivni kontrola
slouzilo kompletni médium a jako negativni kontrola SFM. Jak je patrné z grafu €. 5,
pro alikvot PPP po aktivaci trombocytll trombinem v migraénim médiu 1:3 byl cell
index prokazatelné¢ vyssi neZ pro alikvot PPP bez aktivace trombocytli trombinem.
Z toho je zfejmé, Ze aktivaci trombocyti dochdzi kuvolnéni chemoatraktanta

endotelovych bun¢k, které zvySuji jejich migraci.
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Graf ¢. 5: Méreni migrace HUVEC bunék za alikvoty PPP po aktivaci trombocytii

trombinem a bez aktivace trombocyti (prumer z duplikdtii)

Vysledky méteni migrace HUVEC bunék za migraénim médiem obsahujicim
uvolnéné trombocytdrni chemoatraktanty po lyzaci trombocytll zamraZenim v tomto
médiu ve srovnani s kompletnim médiem, migraénim médiem a SFM jsou vyneseny
v grafu ¢. 6. Muzeme vidét, Ze po proméfeni migraéniho média s trombocytarnimi

chemoatraktanty po lyzaci trombocyti je signdl cell indexu na udrovni kompletniho
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média a lyzace je tedy pro analyzu obsahu trombocytii vhodnym postupem a byla ddle

pouZzivana pro Upravu vzorkl zdravych darct a onkologickych pacienttl.
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Graf ¢. 6: Meéreni migrace HUVEC za trombocytdarnimi faktory uvolnénymi po jejich

lyzaci zamraZenim (prumér z duplikdtit)

Pro méteni migrace HUVEC bunék za chemoatraktanty obsazenymi v séru bylo
pouzito sérum nafedéné migracnim médiem v poméru 1:5 a sérum nefedéné migracnim
médiem. Jako pozitivni kontrola bylo opét pouzito kompletni médium a jako negativni
kontrola SFM. Z grafu ¢. 7 je patrné, ze cell indexy Cistého séra jsou srovnatelné
se SFM. U séra s pridavkem migracniho média 1:5 se hodnota cell indexu a tedy i
migrace bun€k zvysila, ale v porovnani s cell indexy pro alikvot PPP po aktivaci
trombocyti trombinem v migranim médiu 1:5 byla migrace bunck v séru niZsi.
Zavislost cell indexu na vysSetfovaném materidlu lépe zachycuje graf €. 8, ktery
vyhodnocuje end-point migraci ve 24. hodin€. Nejniz§i migrace bunck byla
zaznamendna pro alikvot PPP bez aktivace trombocytl trombinem v migracnim médiu
1:5, hodnoty cell indexu se postupné zvySovaly pro sérum v migracnim médiu 1:5,
alikvotu PPP po aktivaci trombocytli trombinem v migra¢nim médiu 1:5 a nejvyssi cell
index byl pozorovan pro migracni médium s obsahem lyzovanych trombocytl. Zavérem
tohoto méfeni je, Ze lyzované trombocyty spolu s PPP po aktivaci trombocytl
trombinem jsou vhodnéjSim materidlem pro vySetfovdni skute¢né hladiny

trombocytarnich faktora.
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¢ Porovnani obsahu trombocyti zdravych darci a onkologickych pacienti

Ptfi porovndvani rozdili v migraci HUVEC bunék za chemoatraktanty
trombocytl zdravych déarct a onkologickych pacienti byly pouZity HUVEC buiiky z 6.
pasaze v poctu jedné kultivacni lahve s konfluenci ptiblizné 60-70 % na jednu migracni
desticku. Trombocyty byly upraveny lyzaci zamrazenim v migraénim médiu. Bylo
proméieno 7 vzorki, ztoho 3 od zdravych déarch a 4 od onkologickych pacientt.
Diagnézy pacientii byly karcinom rekta, karcinom pifimého tracniku, karcinom ovarif a
karcinom délozniho hrdla.

Pfi vyhodnoceni end-point migrace ve 24. hodin¢ byla porovndvana skupina
zdravych osob a skupina onkologickych pacientii jako priméry cell indexti 3 zdravych
osob a 4 onkologickych pacientl. Vyznamnost rozdilti v cell indexu mezi témito
skupinami byla stanovena za vyuZiti t-testu. Statistické vypocty byly provedeny
na hladiné¢ vyznamnosti P = 0,05. Mezi témito skupinami nebyl prokdzan vyznamny
rozdil v migraci bun¢k a tedy v mnozZstvi chemoatraktanti obsazenych v trombocytech.
To miZe byt ddno malym poctem proméfenych vzorkli. Nicméné trend v ziskanych
datech je takovy, Ze migrace endotelovych bunék je vysSi za vzorky ziskanymi
od onkologickych pacienti nez za vzorky zdravych osob. To muze byt zplisobeno
vys$§im obsahem chemotaktickych faktort v granulich trombocytli onkologickych

pacientd ve srovnani se zdravymi jedinci.
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Graf ¢. 9: Rozdil v cell indexu mezi skupinou zdravych ddrcii a onkologickych pacientii

- vyhodnoceni migrace end-point (cell index ve 24. hodiné)
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DISKUZE

Vyzkum v oblasti lékafskych a biologickych véd se v soucasnosti neobejde
bez experimentli na Zivych organismech. Pokusy na laboratornich zvitatech jsou vSak
ndkladné a naro¢né a navic i casto diskutované z hlediska etiky. Proto jsou
pro pocatecni zkouméni v mnoha oblastech mediciny Casto vhodnym experimentalnim
nastrojem bunécné kultury, které eliminuji poCty pokust na zivych zvitatech. Bunétné
kultury byly pouzity i v této diplomové praci jako prostiedek pro zkoumani funkénich
vlastnosti krevnich desticek u onkologickych pacientl. Existuje fada typl endotelii,
které jsou vyuZzivany pro vyzkum v oblasti ateroskler6zy, angiogeneze, onkologie,
zéanétu, hojeni ran nebo uc¢inku 1éki. Konkrétné mezi né patii endotelové bunky ziskané
z aorty, korondrnich arterii, iliakdlnich arterii, srdecni mikrovaskulatury, krevni a
lymfatické mikrovaskulatury plic nebo kiiZe, plicnich arterii, pupe¢nikovych arterif a Zil
nebo délozni mikrovaskulatury (Cell discovery, 2009).

V ramci této prace byly pouzity lidské endotelové bunky pupecnikové Zily
(HUVEC). Jejich kultivace byla nédro¢nd, jelikoz buiiky byly velice citlivé na fadu
faktorii. Nejproblematictéjsi byl odhad dostatecné konfluence kultury, at’ uz se jednalo
o primarni kulturu nebo jednotlivé pasdZe (subkultury). Pokud nebyla hustota bunék
v kultufe vhodné zvolena, z divodu nizkého nebo naopak vysokého poctu bunck,
dochdzelo ke zpomaleni jejich rustu az odumirdni. Buiiky z prvnich pokusiu kultivace
byly nepouZzitelné pro méfeni bunécné migrace, jelikoZ nebyla dosaZena jejich
dostateCnd hustota v kultufe a bunky nebyly v dostatecné kondici pro prokazatelné
zmgéfeni migrace.

Angiogeneze neboli novotvorba cév je regulovdna proangiogennimi a
antiangiogennimi faktory, které jsou v nemalé mife skladovany v granulich trombocytt.
Italiano et al. (2008) ve své praci popsal, Ze inhibitory a reguldtory angiogeneze jsou
odd¢€leny v odliSnych populacich a-granuli trombocyt. Navic popsal, Ze uvoliiovani
téchto faktorti je selektivni v zdvislosti na typu aktivovaného receptoru na povrchu
trombocytl. Pii aktivaci receptoru PAR-1 dochdzi kuvolnéni obsahu granul
s proangiogennimi faktory a aktivaci PAR-4 se uvolni granula s antiangiogennimi
faktory (Italiano et al., 2008). Tyto faktory kromé¢ jinych funkci ovliviiuji migraci

endotelovych bunck, které jsou potiebné pro tvorbu novych cév. SkuteCnost, Ze

angiogeneze je nezbytnd pro rist nddorl, vedla krozvoji vyzkumu v oblasti
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antiangiogenni terapie. Uinnost anti-angiogenni terapie je variabilni a hledaji se
prediktivni faktory, diky kterym by bylo mozné stanovit tuCinnost terapie a
individualizovat tak 1écbu. Témi by logicky mohly byt reguldtory angiogeneze, proti
kterym je 1éCba cilena, napiiklad VEGF.

JelikoZ jsou trombocyty vyraznym rezervoarem faktorid regulujicich angiogenezi,
mohlo by porovnani jejich hladiny prostfednictvim miry migrace endotelovych bunék
slouzit jako prognosticky marker u onkologickych pacienti. Pro sledovani migrace
bunék existuje fada metod. V této praci byla pouzita metoda xXCELLigence, mezi jejiz
vyhody patii moZnost sledovat chovani bun€k v realném Case po celou dobu analyzy a
jeji neinvazivni charakter bez fluorescenéniho znaceni nebo barveni bunék.
Predchiidcem této metody je tzv. Boyden chamber technika zaloZend na stejném
principu, ktery byl popsdn u metody xCELLigence. Odlisnosti je, Ze se jedna o end-
point analyzu a kvantifikace buné€k se provadi barvenim nebo fluorescen¢nim znacenim
(Zicha et al., 1991). Mezi dalsi techniky pouZivané ke studiu migrace bunck patii
gelové metody. Bunky v polotekutém gelu migruji za chemoatraktanty nanesenymi
v gelu na zdklad¢ chemického gradientu téchto latek. Nevyhodou je horsi kvantifikace
migrace bunék (Kohidai, 1995).

V této praci byl mimo jiné zkoumdn vliv koncentrace VEGF na migraci
endotelovych bunék HUVEC. Tento faktor ma mnoho vlastnosti, kterymi je zapojen
do nadorové angiogeneze. Stimuluje proliferaci a migraci endotelovych bunék, inhibuje
jejich apoptézu a zvySuje cévni permeabilitu a tim podporuje angiogenezi a tvorbu
metastdz (Halper, 2010; Tsai et al., 1995). JelikoZ se u onkologickych pacientii casto
vyskytuje trombocytémie, muze byt pii méfeni vzorkli séra hladina tohoto faktoru
zvySena vlivem vyssiho poctu trombocytl (Seo et al., 2010; Gunsilius et al., 2000).
Naproti tomu Yoshikawa et al. (1999) méfil hladinu VEGF v citratové plazmé, kde
nedochdzi k aktivaci trombocytli a uvolnéni jejich obsahu. U onkologickych pacientli
zjistil vy$$i hodnotu nez u zdravych jedincil, coZ interpretoval jako pfi¢inu zvySené
angiogeneze, pii které je obsah granul uvoliiovén do cirkulace (Yoshikawa et al., 1999).
Niers et al. (2011) vyvratili pfedchozi tvrzeni, jelikoZ prokézali, Ze hladina skute¢né
cirkulujictho VEGF je nizkd u vétSiny pacientd s metastizemi a podstatné se nelisi
od zdravych jedincti. V destickdch onkologickych pacientti didle naméfili dvakrat
takovou hladinu VEGF, nez u vzorkli zdravych jedinci. VEGF muze pochdzet

z nadorové tkan¢, ze které se dostivd do cirkulace, kde je vychytdvan trombocyty.

67



Na zédklad¢ toho miiZe byt jeho hladina v trombocytech dobrym ukazatelem angiogenni
aktivity onkologickych pacientti (Niers et al., 2011).

Druhym faktorem, ktery byl pfedmétem méfeni experimentdlni Casti je bFGF.
Jeho funkci je jednak stimulace migrace a proliferace endotelovych bunck a regulace
exprese VEGF v nddorovych bunkéch. Zvysuje expresi molekul endotelovych bunck,
které aktivuji protedzy rozruSujici ECM a umozZnuje tak invazi endotelovych bunék
do tkan€. Z jeho vlastnosti vyplyva, Ze je zahrnut do procesu angiogeneze (Dunn et al.,
2000).

Pro zjisténi obsahu trombocytd v zdvislosti na bunééné migraci byly v této praci
méfeny dva typy vzorkl. V prvnim vzorku byla sekrece granul trombocyti podpofena
jejich aktivaci trombinem. Tato dprava trombocytl neni ale pfili§ vhodnd, jelikoz
trombocyty mohou byt u kazdého pacienta aktivovdny v rizné mife podle typu a
mnozstvi receptor pro trombin (De Cristofaro et De Candia, 2003). Proto byl
pro sekreci obsahu granul trombocytii pouZit jiny postup a to jejich lyzace zamraZenim,
kterd neni zavisld na mnozstvi a typech receptori na povrchu trombocytt. Tyto vzorky
pak zfejm¢ lépe odrazi skutecny obsah chemotaktickych latek a rlstovych faktora
v trombocytech. Pfi porovnavani migrace endotelovych bunék za lyzovanymi vzorky
zdravych darct a onkologickych pacient nebyl mezi témito dvéma skupinami prokdzan
vyznamny rozdil v mnoZstvi chemoatraktanti obsazenych v trombocytech, na cemz se
mohl podilet nizky pocet proméienych vzorkli. V ziskanych datech se ale jisty trend
vysS8i migrace bun¢k za vzorky onkologickych pacientl objevil. To by mohlo znamenat,
Zze v trombocytech onkologickych pacientd se vyskytuje vyS§i mnoZstvi
chemoatraktanti podporujicich nadorovou angiogenezi. Hodnocenim tohoto jevu
u pacientii s malignim onemocnénim l1é¢enych antiangiogenni terapii, napt. anti-VEGF
protilitkou bevacizumabem, v kontextu efektu 1é€by by mohlo piinést hlubsi vhled
do problematiky ulohy desti¢ek pii progresi malignich onemocnéni, ale také by mohlo
pfispét k nalezeni prediktivniho markeru antiangiogenni 1€¢by. Tato domnénka musi byt
samoziejm¢ potvrzena dalSimi méfenimi a pocetnéjSimi skupinami vysetfovanych osob

pro plnohodnotné statistické zpracovani.
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ZAVER

V této praci byly nejprve optimalizoviany podminky kultivace endotelovych
bun¢k HUVEC pro potieby stanoveni funk¢nich vlastnosti trombocytli u onkologickych
pacienti metodou xCELLigence. Prostiednictvim miry migrace endotelovych bunék
byla vysetfovana riznd fedéni ristovych faktorti trombocyti — VEGF a bFGF, které
pusobi na endotelové bunky jako chemoatraktanty a zprostfedkovavaji jejich migraci.
Bylo zjisténo takové fedéni téchto faktord, které je dostacujici pro migraci endotelovych
bunék.

Déle byly touto metodou vysetiovdny trombocyty onkologickych pacientii a
zdravych darct, tedy obsah chemoatraktantti v jejich granulich uvolnéné po aktivaci
trombocyti riznym zpasobem. Vzorky lyzovanych trombocyti po zamrazeni
v migracnim médiu se zdaly byt nejvhodnéjSimi a proto byla ddle pouZivana tato uprava
vzorkll. Pfi porovnavani migrace endotelovych bunék za vzorky zdravych darct a
onkologickych pacientii nebyl prokdzdn vyznamny statisticky rozdil v mnoZstvi
chemoatraktanti obsaZenych v trombocytech. V ziskanych datech se ale jisty trend
vyS§i migrace bun€k za vzorky onkologickych pacientli objevil. Pii prométeni
pocetnéjsi skupiny pacientl a potvrzeni zjiSténého trendu v datech, by mohlo byt
potvrzeno, Ze v trombocytech onkologickych pacienti se vyskytuje vys$S$i mnoZstvi

chemoatraktant podporujicich nddorovou angiogenezi.
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