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CBD revertuje mezenchymalny invazivny fenotyp
buniek rakoviny prsnika indukovany zapalovym
cytokinom IL-1p

Abstrakt

Kanabidiol (CBD) sa pouziva na liecbu réznych druhov rakoviny a zapalovych stavov s kontroverznymi
vysledkami. V predchadzajlcej praci sme ukazali, Ze bunky rakoviny prsnika MCF-7, vybrané svojou
odpovedou na zapalovy IL-1p cytokin, ziskavaju maligny fenotyp (6D bunky) prostrednictvom
epitelovo-mezenchymalneho prechodu (EMT). Hodnotili sme CBD ako potencidlny inhibitor tohto
prechodu a induktor reverzie na neinvazivny fenotyp. Znizil Zivotaschopnost 6D buniek, ¢im zniZil
expresiu receptora CB1. CBD blokovalo migraciu a progresiu IL-1p-indukovanej signéalnej drahy IL-1p/IL-
1RI/p-kateninu, hnacej sily EMT. Kanabidiol obnovil organizaciu epitelu stratenu disperziou buniek a
re-lokalizoval E-kadherin a B-katenin na adhéznych spojeniach. Zabranil tieZ jadrovej translokacii B-
kateninu a zniZil nadmernu expresiu génov pre proteiny ANp63a, BIRC3 a ID1, indukovanu IL-1B na
ziskanie malignych znakov. Kanabidiol inhiboval aktivaciu proteinkinazy B (AKT), kltucovy efektor v
drahe IL-1p/IL-1RI/p-kateninu, ¢o naznacduje, ze v tomto bode existuje presluch medzi signalizaciou IL-
1p a CBD, ¢o vedie k reverzii fenotypu. Nas 6D bunkovy systém umoznil krok za krokom analyzu
prechodu fenotypu a lepSie pochopenie mechanizmov, ktorymi CBD blokuje a vracia ucinky zapalového
IL-1p v EMT. ¢o naznacuje, Ze v tomto bode existuje presluch medzi signalizaciou IL-1p a CBD, ¢o vedie
k reverzii fenotypu. Nas 6D bunkovy systém umoznil krok za krokom analyzu prechodu fenotypu a
lepsie pochopenie mechanizmov, ktorymi CBD blokuje a vracia ucinky zapalového IL-1p v EMT. ¢o
naznacuje, Ze v tomto bode existuje presluch medzi signalizaciou IL-1p a CBD, c¢o vedie k reverzii
fenotypu. Nas 6D bunkovy systém umoznil krok za krokom analyzu prechodu fenotypu a lepsie
pochopenie mechanizmov, ktorymi CBD blokuje a vracia ucinky zapalového IL-1p v EMT.
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Uvod

Zapal sa povazuje za kriticki zlozku progresie rakoviny. Pritomnost zapalovych cytokinov v
mikroprostredi nddoru je spojena s agresivnym fenotypom v rakovinovych bunkach [ 1]. Predovsetkym
bolo navrhnuté, ze zvysené hladiny IL-1B, odvodeného z mikroprostredia malignych buniek, aktivuju
zépal, ktory podporuje invazivnost [ 2 ].

Predchadzajuica praca nasej skupiny ukazala, Ze vazba zapalového cytokinu IL-1B na jeho receptor IL-
1RI, pritomny v neinvazivnych bunkach rakoviny prsnika MCF-7, spustila inicidciu epitelovo-
mezenchymalneho prechodu (EMT) aktivaciou signalna draha IL-1B/IL-1R/B-katenin [ 3, 4, 5]. Prechod
bol iniciovany vyraznymi modifikaciami medzibunkovych spojeni a aktinového cytoskeletu epitelovych
buniek. Bunky sa od seba oddelili a ziskali mezenchymalnu morfoldgiu a zvy$end migraciu a invazivnost
[ 3]. Dezorganizacia kontaktov bunka-bunka viedla k internalizacii proteinov bunkového spojenia medzi
tymi B-kateninmi, ktoré boli translokované do jadra. B-katenin p6sobil ako transkripény koaktivator,
moduloval expresiu génov a proteinov downstream od IL-1B-aktivovanej signalnej drahy na
dokoncenie EMT a ziskanie agresivneho fenotypu takzvanych 6D buniek. Tieto Udaje podporili ndvrh
nas a inych autorov o vztahu medzi vznikom rakoviny a zapalovym mikroprostredim [6, 7 ].



Kanabidiol, CBD, zloZzka Cannabis sativa bez psychotropnych ucinkov, sa uz niekolko rokov empiricky
pouziva ako protizdpalovy liek a modulator progresie rakoviny. Nedavne Studie zdéraznili, Ze CBD je
toxicky v réznych koncentracidch v réznych bunkach, ¢o stazuje interpretéciu vysledkov ziskanych v
bunkovych modeloch a na klinike, a preto je tazké definovat spravnu davku pre pacientov [ 8 ]. Na
druhej strane Studie in vitro ukdzali, Ze aktivacia kanabinoidnych receptorov moduluje rézne kroky
tumorigenézy pri niekolkych typoch rakoviny [ 9, 10 ]. Je zndme, Ze CBD downreguluje metastdzy a
replikdciu vo vysoko invazivnych bunkdach inhibiciou expresie ID-1gén [ 11 ]. Kanabidiol bol tiez
navrhnuty ako induktor apoptdzy a autofdgie, dvoch mechanizmov podielajucich sa na zniZeni rastu
rakovinovych buniek [ 12 ]. Tieto spravy naznacuju, ze CBD ma potencidlnu ulohu pri liecbe nadorov a
chronickych zdpalovych ochoreni. LepSie pochopenie bunkovych a molekuldrnych mechanizmov, ktoré
su zakladom aktivit CBD, je preto nevyhnutné pre jeho bezpecné podavanie pacientom, najma ak je
lie¢ba predizend [ 8, 13 ].

Nasa sucasna praca bola zamerana na preskimanie, ¢i protizapalova aktivita CBD moze branit a zvratit
EMT indukovanu IL-1p, ¢o vedie k malignancii. PouZili sme na$ model invazivnych 6D buniek rakoviny
prsnika [ 4, 5 ]. Zistilo sa, Ze bunky 6D maju vysoké hladiny CBD receptora CB1. CBD naviazany na CB1
sa internalizuje a uvolfiuje v cytoplazme. V tomto bode inaktivacia AKT pomocou CBD vedie k inhibicii
jadrovej translokacie p-kateninu a downreguldcii génov a proteinov identifikovanych ako markery
malignity v aktivovanej EMT. Inaktivacia AKT pomocou CBD zvysila expresiu B-kateninu a E-kadherinu
a ich premiestnenie v bunkovych kontaktoch, aby sa vytvorili adhézne spojenia a obnovil epitelovy
fenotyp.

Vysledky

2.1. Zivotaschopnost buniek o3etrenych CBD suvisi s downregulaciou CB1

In vitro CBD protirakovinovd aktivita sa uvadza ako selektivna pre agresivne rakovinové bunky v
koncentraciach, ktoré neovplyviiuju normalne bunkové linie [ 12 ]. Pochopenie mechanizmov, ktoré su
zakladom jeho selektivity a jeho roznych aktivit, sa stalo kritickym problémom pri jeho poddavani ako
bezpecného paliativa alebo adjuvans pri lieCbe rakoviny. Ako prvy pristup k tejto studii bol
vyhodnoteny G¢inok CBD na Zivotaschopnost buniek v 6D modeli buniek rakoviny prsnika.postava 1A
ukazuje, ze pri 10 uM CBD bola Zivotaschopnost neinvazivnych buniek MCF-7, pouzitych ako kontrola
vo vSetkych experimentoch, priblizne 90 % a v bunkach 6D bola znizend na 69 %. Pri vysSich
koncentraciach CBD sa Zivotaschopnost rychlo zniZila. Pri 20 uM bola Zivotaschopnost iba 25 % v oboch
bunkovych linidch. Preto sa pre nasu studiu vybralo 10 uM CBD (IC50 = 10,24 uM), pretoze pri tejto
koncentrécii bol Statisticky vyznamny rozdiel v Zivotaschopnosti medzi bunkami MCF-7 a 6D .postava
1B ukazuje udaje z troch nezavislych experimentov s pouZitim CBD a antagonistu CB1 AM251. Pri 100
nM nemal AM251 Ziadny vplyv na Zivotaschopnost buniek. Ked bol AM251 pridany pred CBD,
Zivotaschopnost 6D buniek sa nezniZila, ¢o naznaduje, Ze Gcinok CBD nastdva prostrednictvom
interakcie s receptorom CB1.
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Zivotaschopnost buniek a expresia receptora CB1 v bunkdch MCF-7 a 6D o$etrenych CBD. ( A ) Krivka
zavislosti koncentracie kanabidiolu podla buniek po 48 hodinach liecby. Pri 10 uM CBD bol rozdiel v
Zivotaschopnosti medzi dvoma typmi buniek Statisticky vyznamny (box). ( B ) Bunkova Zivotaschopnost
buniek MCF-7 a 6D osetrenych v troch réznych experimentdlnych podmienkach: (1) bunky bez
akéhokolvek osetrenia, (2) bunky osetrené 10 uM CBD, (3) bunky oSetrené 100 nM AM251 a (4) bunky
oSetrené AM251 a potom CBD. Bunky MCF7 a 6D bez akéhokolvek osetrenia dostali v tychto
experimentoch 100 % hodnoty Zivotaschopnosti, Udaje predstavuju tri nezdvislé SarZe buniek
(biologické replikaty), kazda sa skimala v troch vyhotoveniach (replikacia testu, n = 9). ( Cca) Expresia
génu CNR1 uréend pomocou qRT-PCR v bunkdch MCF-7 a 6D oSetrenych alebo neosetrenych CBD. ( Cb
) Reprezentativny Western blot proteinu CB1 v troch typoch buniek a denzitometricka analyza hladin
CB1. Hodnoty sa normalizovali na aktin ako kontrolu proteinovej zataze a vyjadrili sa relativne k
hodnotam v bunkach MCF-7. Vysledky expresie mRNA a Western blotu predstavuju priemer troch
nezavislych experimentov + SD ( n = 3). Hviezdi¢ky oznaduju vyznamnost pri p < 0,05.

Vzhladom na to, Ze rozdiel v Zivotaschopnosti buniek MCF-7 a 6D by mohol suvisiet s odliSnou
expresiou CB1, uskutocnila sa qRT-PCR, aby sa preskimala expresia génu CNR1 , ktory kdduje tento
receptor.postava 1Ca ukazuje nizku expresiu CNR1 v bunkach MCF-7, takmer 5-krat vyssiu expresiu v
6D bunkdch, ale nevyznamny ndrast v 6D bunkach osetrenych CBD. Tieto Udaje ukazali, Ze v bunkach
6D bol CNR1 nadmerne exprimovany v porovnani s bunkami MCF-7. Preto CBD neregulovala
transkripciu CNR1 .postava 1Cb ukazuje reprezentativny Western blot a denzitometrickd kvantifikaciu
hladin CB1 v troch réznych bunkovych extraktoch z buniek MCF-7 a 6D. Hladiny receptora v bunkach



6D boli 2-krat vyssie ako hladiny v bunkdch MCF-7, zatial' ¢o CB1 v bunkdach 6D oSetrenych CBD sa zniZzili
pod hladiny v bunkach MCF-7.

Tieto vysledky naznacuju, Ze CBD zniZuje hladiny receptora CB1. Preto sme predpokladali, Ze 6D bunky
po liecbe CBD by mali byt menej agresivne bunky.

2.2. CBD znizuje migraciu buniek a odolnost voci cisplatine v 6D bunkéch

Na testovanie vyssie uvedeného ocakdavania sa analyzoval ucinok CBD na agresivne vlastnosti, ako je
migracia a rezistencia na cisplatinu. V 6D bunkach osetrenych 10 uM CBD sa merala migracia pomocou
testu uzatvorenia rany. Reprezentativne snimky z mikroskopu s fazovym kontrastom, ziskané z troch
nezavislych testov, ukazali migraciu buniek cez 500 um poranenu oblast (obmedzent prerusovanymi
Ciarami) pri 0, 24, 48 a 72 hodinach v kazdom experimentdlnom stave (Obrazok 2A). Obrazky ukazuju,
Ze migracia buniek v 6D bunkdch osetrenych CBD bola pomalsia ako v 6D bunkdach. Kvantifikacia
percenta uzavretia rany v priebehu ¢asu je uvedend vObrazok 2B. Po 48 hodinach pokryli bunky 6D
91,7 % plochy rany a bunky 6D osetrené CBD iba 42,2 %. Po 72 hodinéach bola oblast rany na 100 %
uzavretd bunkami 6D, zatial ¢o bunky oSetrené CBD pokryvali iba 47,5 % oblasti poranenia. V tomto
Case bolo uzavretie rany 6D buniek osetrenych CBD v porovnani s tymi, ktoré boli pozorované po 48
hodinach, iba 5, 3%, ¢o ukazuje, Ze liecba CBD vyznamne oneskorila migraciu buniek 6D.
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Testy bunkovej migracie a Zivotaschopnosti buniek. Bunky MCF-7 a 6D sa kultivovali do 90%
konfluencie a poranili sa, aby sa ziskala Cistd plocha 500 um ohrani¢end bodkovanymi paralelnymi
Ciarami. Po vytvoreni rany bola sada 6D buniek osSetrend 10 uM CBD. ( A ) Uzavretie rany sa
zaznamenavalo kazdych 24 hodin pomocou mikroskopie s fazovym kontrastom az do 72 hodin. ( B)
Percento uzavretia rany sa meralo vo vietkych experimentalnych podmienkach analyzou obrazu a
predstavuje priemer troch nezavislych davok buniek (biologické replikaty), z ktorych kazda bola
skimana stvormo (replikacia testu, n = 12). ( C) Rezistencia na 100 uM cisplatinu bola hodnotena



testami Zivotaschopnosti buniek. Udaje z troch nezdvislych experimentov sU prezentované ako
percento Zivotaschopnych 6D buniek vzhladom na kontrolné bunky MCF-7 ( n =9). Hviezdicky oznacuju
vyznamnost pri p < 0,05.

Ako dalsi agresivny znak sa urcila odolnost buniek vocéi protirakovinovému liecivu cisplatine.Obrazok
2C ukazuje, Ze bunky 6D po osetreni CBD mali 60,5 % Zivotaschopnost a v pritomnosti cisplatiny
vykazovali Zivotaschopnost 75 %, zatial ¢o bunky predtym oSetrené CBD a potom cisplatinou vykazovali
Zivotaschopnost 1,8 %. Nizsia Zivotaschopnost 6D buniek osetrenych CBD a cisplatinou je v stlade s
tym, Ze CBD zvysuje citlivost buniek na lieéivo. Bunky MCF-7 ako neinvazivny rakovinovy typ vykazovali
88 % zivotaschopnost v pritomnosti CBD a iba 38 % pri liecbe cisplatinou. Neoc¢akavane, ak boli tieto
bunky vopred oSetrené CBD, ich Zivotaschopnost v pritomnosti cisplatiny klesla na 24%. To naznacuje,
Ze kombinacia tychto dvoch lieciv zvysuje citlivost buniek. Tieto vysledky spolu s vyssie uvedenymi
vysledkami ukazali, Ze dva znaky malignity pritomné v 6D bunkach boli zniZzené lie¢bou CBD.

2.3. CBD indukuje tvorbu adherenskych spojov v 6D bunkach

Pocas hladania molekuldrnych mechanizmov, ktorymi by CBD mohlo spdsobit zniZzenie bunkovej
migracie a rezistencie na cisplatinu v 6D bunkdach, sme analyzovali morfolégiu kontaktov bunka-bunka
narusenych v 6D bunkdch IL-1B [ 3 ].Obrdzok 3ukazuje imunofluorescencné obrazky monovrstiev 6D
buniek oSetrenych MCF-7, 6D a CBD zafarbenych Specifickymi protilatkami proti E-kadherinu a B-
kateninu, dvom proteinom, ktoré su hlavnymi zlozkami adherencnych spojeni [ 14, 15 ]. E-kadherin je
tiez markerom epitelového fenotypu, zatial ¢o B-katenin okrem svojej Strukturalnej dlohy v membrane,
ked' je internalizovany a transportovany do jadra, reguluje expresiu niekolkych génov zapojenych do
progresie EMT [ 4, 5 ].0Obrdzok 3A, B ukazuju, Ze konfluentnd bunkova monovrstva MCF-7 ma jasne
definované adhézne spojenia na bunkovej periférii, ktoré obsahuju E-kadherin a B-katenin. naproti
tomuObrazok 3C, D ukazuju, Ze bunky 6D su od seba oddelené a ziskali mezenchymalny fenotyp. E-
kadherin je lokalizovany v cytoplazme a B-katenin je translokovany do jadier. Zvyskova frakcia
proteinov zostdva v dezorganizovanych bunkovych spojeniach. Ked boli bunky 6D oSetrené CBD
(Obrazok 3E, F), E-kadherin bol pozorovany v adhéznych spojeniach rekonstituovanej monovrstvy. B-
katenin uZ nie je lokalizovany v jadrach, ale je akumulovany v zhrubnutych bunkovych kontaktoch.
Tieto vysledky ukazali, Ze liecba CBD podporuje relokalizaciu komplexu E-kadherin / B-katenin, aby sa
obnovil epitelovy fenotyp.
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Imunolokalizacia adhéznych spojovacich proteinov E-kadherin a B-katenin. Bunky MCF-7 a 6D oSetrené
alebo neosetrené 10 uM CBD boli kultivované 48 hodin, fixované a zafarbené Specifickymi protilatkami
proti E-kadherinu a B-kateninu. ( A ) E-kadherin je lokalizovany na periférii buniek MCF-7. Adherens
krizovatky su oznacené Sipkami. ( B ) PB-katenin v bunkdch MCF-7 je tieZz lokalizovany na
medzibunkovych spojeniach (Sipky). ( C ) V 6D bunkach zafarbenych na vizualizaciu E-kadherinu je
protein v cytoplazme a okolo jadier (Sipky). ( D ) B-katenin v dispergovanych 6D bunkach je lokalizovany
v jadrach (Sipky) a slaby signal je stale viditelny v zostavajucich spojeniach (prazdna Sipka). ( E) 6D
bunky oSetrené 10 uM CBD vykazovali normalnu lokalizaciu E-kadherinu na periférii kontaktnych
buniek (Sipky). ( F) V 6D bunkach osetrenych CBD je B-katenin lokalizovany a vaésinou zvyseny v
rekonstituovanych adherentnych spojeniach (Sipky). Okrem toho B-katenin uZ nie je detegovany v
jadrach. Stipec = 50 um.

2.4. Kvantifikdcia B-kateninu v bunkovych spojeniach a jadrach v 6D bunkach oSetrenych CBD

B-katenin v 6D bunkach oSetrenych a neoSetrenych CBD sa kvantifikoval v bunkovych kontaktoch a v
jadrach.Obrazok 4A ukazuje reprezentativne obrazky buniek zafarbenych B-kateninom. Uskutocnil sa
profil hustoty fluorescencie cez bunkovd membranu buniek a kvantifikoval sa v 150 bunkach v Siestich
nahodnych poliach. Integrované hodnoty vSetkych merani su zobrazené v grafe vpravo. Hodnoty
ukdzali, Ze B-katenin v bunkovych kontaktoch buniek oSetrenych CBD sa zvysil 2-nasobne v porovnani
s B-kateninom v 6D bunkach. Nizsie hladiny tohto proteinu v 6D bunkach mozno vysvetlit tym, Ze je
zname, Ze tento protein je degradovany, ked zostava v cytoplazme.
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Kvantifikacia hladin B-kateninu v bunkovych spojeniach a jadrach. ( A) Tri panely na obrazku ukazuju
reprezentativne obrdzky odobraté z ndhodne vybranych poli na meranie hladin fluorescencnej hustoty



B-kateninu v bunkovych spojeniach buniek MCF-7 a 6D oSetrenych alebo neosetrenych CBD. Graf
vpravo ukazuje ziskané jednotky hustoty fluorescencie. ( B) Horné panely zobrazuju obrazky buniek
MCF-7 a 6D oSetrenych alebo neosetrenych CBD a zafarbenych protilatkou proti B-kateninu na
vizualizaciu a meranie proteinu v jadrach. Graf vpravo ukazuje ziskané hodnoty hustoty fluorescencie.
Spodné panely zobrazuju bunky zafarbené faloidinom na vizualizaciu aktinovych vlakien (Cervenad),
jadier (modrd) a B-kateninu (zelend). Graf v spodnej ¢asti ukazuje ziskané hodnoty hladin jadrového -
kateninu. Vysledky jednotiek fluorescenénej hustoty predstavuju priemer troch nezavislych davok
buniek (biologické replikaty, n = 3) £ SD. PIné Sipky oznacuju aktinové vlakna, prazdne Sipky oznacuju
kolokalizaciu aktinu a B-kateninu v bunkovych spojeniach (ZIté). Hviezdicky oznacuju vyznamnost pri p
<0,05. Stfpec =20um.

In Obrazok 4B, horné panely ukazuju, Ze B-katenin sa nachadzal hlavne v jadrach 6D buniek, hoci v
niektorych bunkach bol stale spojeny so zvySkami dezorganizovanych bunkovych kontaktov. Po
oSetreni CBD bol B-katenin premiestneny do bunkovych spojov a uZ sa nenachdadzal v jadre. Na
kvantifikaciu jadrového B-kateninu sa pouZilo modré fluorescencné farbenie DNA DAPI (Obrazok 4B,
spodné panely). Udaje z profilu intenzity fluorescencie ziskaného zo 150 buniek v Siestich réznych
poliach su uvedené v grafe vpravo, ¢o naznacuje, ze hladiny jadrového B-kateninu boli 3-krat vyssie v
6D bunkach ako v MCF-7 a vyrazne znizené v 6D oSetrenych CBD. bunky. Faloidinové kontrastné
farbenie sa pouzilo na vizualizaciu distribucie aktinovych filamentov, pretoZze maju dolezitu ulohu pri
zachovani morfolégie a polarity epitelovych buniek. 6D bunky oSetrené CBD ukazali, Ze periférny kruh
aktinu sa lokalizuje spolu s B-kateninom na adhéznych spojeniach a stresovych vlaknach v cytoplazme.
Tieto Struktury nie su pritomné v 6D bunkach, kde aktin difundoval v cytoplazme a do migracne
vytvorenych Struktur.

2.5. CBD upregulované mRNA B-kateninu a E-kadherinu a hladiny bielkovin

KedZe jadrova translokacia B-kateninu je kl'i¢ovym faktorom v IL-1B-indukovanej EMT, reguldcia génov
a proteinov, ktoré sa podielaju na prechode, sa analyzovala v pritomnosti alebo nepritomnosti CBD.
Kvantitativna RT-PCR génov CTNNB1 a CDH1, ktoré kéduju B-katenin a E-kadherin, v uvedenom poradi,
ukazala, Ze v bunkdch 6D oSetrenych CBD bola transkripcia tychto dvoch génov upregulovand v
porovnani s transkripciou v 6D a v kontrolnej MCF- 7 buniek (Obrazok 5Aa, Ba). Western bloty ukazali,
Ze hladiny B-kateninu boli zvySené v bunkovych extraktoch buniek 6D v porovnani s hladinami v MCF-
7 a eSte viac v bunkach osetrenych CBD (Obrazok 5Ab).Obrazok 5Bb ukazuje, Ze E-kadherin sa zvysil
iba vtedy, ked' boli bunky 6D oSetrené CBD. Denzitometrickad analyza z troch nezavislych bunkovych
extraktov ukazala nizky obsah B-kateninu v MCF-7 bunkdch, v 6D bunkach bol B-katenin nadmerne
exprimovany 0,5-krat a v 6D bunkach osetrenych CBD sa expresia zvysila 2-nasobne. E-kadherin v 6D
bunkach bol pod zakladnymi hladinami v kontrolnych bunkach, ale bol zvyseny 0,5-krat v bunkach
oSetrenych CBD (Obrazok 5Ab, Bb). Tieto vysledky ukazali, Ze CBD upreguluje génovl expresiu a
proteinové hladiny strukturalnych komponentov adherenskych spojeni. Zvysené hladiny E-kadherinu
a B-kateninu prostrednictvom CBD a ich akumulacia v medzibunkovych spojeniach umozZni obnovenie
epitelovej architektury.
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CBD zvysilo hladiny adherentnych spojovacich proteinov. ( Aa ) Expresia génu CTNNB1 , ktory kdduje
B-katenin, bola stanovena v 6D bunkach osetrenych MCF-7, 6D a CBD pomocou qRT-PCR a ziskané
hodnoty boli normalizované na hladiny expresie génu RPLPO. ( Ab ) Western blot p-kateninu v troch
typoch buniek uvedenych vyssie. ( Ba ) relativne hladiny expresie mRNA génu CDH1, ktory kéduje E-
kadherin v bunkdch neosetrenych a oSetrenych CBD. ( Bb) Reprezentativny Western blot hladin E-
kadherinu v troch typoch buniek a denzitometrické hodnoty hladin E-kadherinu. Hodnoty boli
normalizované na aktin a vyjadrené relativne k hodnotam ziskanym v bunkach MCF7. Expresia mRNA
a vysledky Western blotu predstavuju priemer troch nezavislych davok buniek (biologické replikaty, n
= 3) + SD. Hviezdi¢ky oznacuju p < 0,05.

2.6. CBD znizilo expresiu proteinov suvisiacich so signalnou drahou IL-1p

KedZe vysSie uvedené udaje odhalili, Ze pridanie CBD k 6D bunkam spo6sobilo morfologické a
molekularne zmeny opisané v IL-1B-indukovanej EMT, skimali sme, ¢i CBD moze mat negativny vplyv
na expresiu génov a proteinov, ktoré sa podielaji na tomto procese [ 16 17 ] . Preto sa vykonala analyza
gRT-PCR pre gény BIRC3, TP63 a ID1 .Obrazok 6Aa ukazuje, Ze BIRC3, ktory uz bol nadmerne
exprimovany 5-krat v 6D bunkach, sa zniZil na menej ako 1-nasobok, ked' boli bunky oSetrené CBD.
Expresia TP63 sa tiez zvysila v 6D bunkach (3-ndsobne) a znizila sa na hladiny mRNA MCF-7, ked' sa
lie¢ila CBD (Obrazok 6Ba).
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CBD modifikovala nadmerntl expresiu efektorovych proteinov v smere drahy v IL-1p-indukovanej
drahe. ( Aa) Relativne Urovne expresie mRNA génu BIRC3 , ktory kdduje protein BIRC3, boli stanovené
v bunkdch MCF-7 a 6D bunkach oSetrenych alebo neosetrenych CBD. Udaje o expresii mRNA vo
vsetkych pripadoch boli normalizované na expresiu génu RPLPO . ( Ab ) Reprezentativny Western blot
BIRC3 v troch typoch buniek uvedenych vyssie. Denzitometrické hodnoty zodpovedajlce hladinam
BIRC3 boli normalizované na aktin a vyjadrené relativne k hodnotdm v bunkach MCF-7. ( Ba ) mRNA
relativna expresia génu TP63 a izoformy ANP63a ( Bb ). ( Cca) mRNA relativne hladiny expresie génu
ID1 a proteinu ID1( Cb ). Reprezentativny Western blot hladin ID1 v bunkach. Expresia mRNA a vysledky
Western blotu predstavuju priemer troch nezavislych davok buniek (biologické replikaty, n = 3) + SD.
Hviezdicky oznacuju p < 0,05.

Okrem toho sa hodnotila expresia génu ID1 kvoli jej asociacii s progresiou rakoviny v niekolkych
bunkovych modeloch [ 11 ]. Prvykrdt tu uvadzame, Ze nadmerna expresia ID1 je indukovana
stimulaciou IL-1 p. Jeho expresia mRNA bola zvy$ena 3-nasobne v 6D bunkdch a zniZzena oSetrenim CBD
na uroven buniek MCF-7 (Obrazok 6Ca). Rovnaky ucinok sa ukazal na hladinach proteinov, pretoze
bunky 6D nadmerne exprimovali BIRC3 8-krat, ANP63a 3-krat a ID1 5-krat. V 6D bunkdach oSetrenych
CBD boli hladiny BIRC3 a ID1 zniZené na Urovne v bunkach MCF-7 a ANP63a sa zniZil 0 33 % v porovnani
s hladinami v 6D bunkach (Obrazok 6Ab, Bb, Cb).

Tieto vysledky ukazali, Ze nadmerna expresia génov a proteinov, ktoré su efektormi v signalnych
drahach aktivovanych IL-1p, bola zniZzena prostrednictvom CBD.

2.7. CBD inaktivovany Akt a blokovana migrdcia buniek

Rozhodujucim krokom v IL-1B-indukovanych signalnych drdhach, ktoré vedd k EMT a inym draham
zapojenym do progresie rakoviny, je zvySena fosforylacia AKT(ser 473), zlozky proteinového komplexu
PI3K/AKT [ 5, 18 ]. KedZe sa ukazalo, Ze liecba kanabinoidmi znizila fosforylaciu AKT v roéznych
modeloch rakoviny [ 12, 19, 20 ], skimali sme, ¢i zniZenie celkového AKT CBD, ako aj jeho aktivacia,



mbze suvisiet s progresiou IL-1B EMT.Obrazok 7A ukazuje reprezentativny Western blot celkového AKT
v bunkdach MCF-7 a 6D osetrenych alebo neosetrenych CBD. Celkové hladiny AKT boli 3-krat vyssie v
6D ako v bunkach MCF-7. CBD a wortmannin znizili hladiny celkového AKT na polovicu hladin ndjdenych
v 6D bunkach.Obrazok 7B ukazuje pomer AKTSer473 k AKT (pAKT/AKT). Pridanie CBD k 6D bunkam
spbsobilo znizenie pomeru pAKT/AKT o 80 % a pridanie wortmanninu spbsobilo 50 % znizenie. Aby sa
potvrdilo, Ze inaktivacia fosforylacie AKT tymito zliéeninami moZe inhibovat vysokd migracnu
schopnost buniek 6D, uskutocnil sa test hojenia ran. Mikroskopické snimky migrujucich buniek ukazali,
Ze aj po dlhych ¢asoch mali bunky osetrené CBD a wortmanninom niz$iu schopnost migrovat a uzavriet
ranu. Po 72 hodinach 6D bunky uzavreli 100 % poranenej oblasti, zatial ¢o bunky oSetrené CBD alebo
wortmanninom to nedokazali (Obrazok 7C).
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CBD znizilo expresiu a aktivaciu AKT, ¢im blokovalo migraciu buniek. ( A ) Reprezentativny Western blot
AKT v MCF-7 a 6D osSetrenych alebo neosSetrenych CBD a 6D bunkach oSetrenych 100 uM
wortmanninom. Denzitometrické hodnoty zodpovedaju celkovej AKT ziskanej z troch nezavislych
experimentov ( n = 3) + SD. VSetky hodnoty boli normalizované na aktin a vyjadrené relativne k
hodnotam v bunkach MCF7. Hviezdicky oznacuju p < 0,05. ( B ) Reprezentativny Western blot
pAKT(Serd73) za podmienok uvedenych vyssie. Percento fosforylacie AKT vyjadrené ako pomer
PAKT/AKT. ( C) Na ilustraciu U¢inku wortmanninovej inhibicie fosforylacie AKT pri migracii buniek sa
uskutocCnili testy hojenia rdn s bunkami 6D, CBD a wortmanninom. Percento uzavretia rany sa
vypocitalo tak, ako sa to urobilo vObrazok 2. Hviezdicky oznacuju p < 0,05.



Diskusia

Studie in vitro a in vivo uk&zali, ze funkcie CBD sa li$ia pri kazdom type rakoviny a zavisia od expresie
kanabinoidnych receptorov spojenych s réznymi signalnymi drdhami [ 13 ]. U agresivnych bunkovych
linii rakoviny prsnika, ako je MDA-MB-231, CaCo2 bunky hrubého c¢reva a plucne tkanivo A549, sa
uvadza, Zze maju velku citlivost na CBD, zatial ¢o neinvazivne bunky nie si ovplyvnené [ 12, 21]. Tato
praca je zamerand na blokovanie CBD a reverziu bunkovych a molekuldrnych mechanizmov
indukovanych IL-1p, ktoré transformovali neinvazivne bunky na invazivny fenotyp. V invazivnych 6D
bunkach sa zistilo vyznamné zvySenie expresie receptora CB1, zatial ¢o v neinvazivnych kontrolnych
bunkach MCF-7 bol exprimovany v nizkych hladinach. Tento stav by mohol vysvetlit vyssiu citlivost 6D
buniek na lie¢bu CBD, ako je zndzornené vpostava 1. Specifickost vdazby CBD na CB1 bola stanovend s
pouzitim agonistu AM251. Predchadzajuca liecba 6D buniek agonistom a potom CBD zvysila
Zivotaschopnost buniek, ¢o naznacduje zavislost Zivotaschopnosti od hladin receptora. Analyza expresie
CB1mRNA ukazala, Ze CBD nemalo Ziadny vplyv na transkripciu génu CNR1, ale vyrazne znizilo hladiny
receptora, migraciu buniek a rezistenciu na cisplatinu. K negativnej regulacii hladin CB1 pomocou CBD
mbze dojst internalizaciou komplexu CB1/CBD a recyklaciou CB1 do rdznych bunkovych drah. V
centrdlnom nervovom systéme sa uvdadza, ze komplex CB1/CBD je internalizovany a degradovany a
tiez, Ze de novo syntetizovany receptor je nasmerovany na bunkovy povrch [ 22, 23]. Bunky oSetrené
CBD stratili takmer 50 % svojich receptorov CB1 a ddlezité znaky malignity; preto by sa dalo ocakavat,
Ze p6jde o menej agresivne bunky.

Aby doslo k migracii, musi dojst k strate bunkovych kontaktov a dezorganizacii aktinového cytoskeletu,
ktory zachovava architekturu epitelu. Zistili sme, Zze CBD upregulovalo hladiny mRNA E-kadherinu a p-
kateninu a proteiny obnovili svoju lokalizaciu na adhéznych spojeniach. Tieto procesy uprednostriovali
obnovu bunkovych kontaktov a epitelidlnej morfolégie, ¢im blokovali migraciu buniek.

Dalej tu uvadzame, 7e CBD je inhibitorom jadrovej translokacie B-kateninu. Uz sme predtym ukazali,
Ze endokanabinoidny anandamid blokuje vstup B-kateninu do jadra indukovany IL-1 p pocas EMT.
Degradacia cytoplazmatického B-kateninu inhibovala expresiu génov suvisiacich s malignitou [ 5 ]. V
oboch pripadoch dva kanabinoidy blokovali jadrovu translokaciu. Avsak anandamidom indukovana
degradacia cytoplazmatického PB-kateninu, zatial ¢o CBD premiestriovala B-katenin na adhézne
spojenia. V oboch pripadoch bola expresia malignych markerov v 6D bunkdach znacne znizend [5, 16,
17 ]. V tejto praci sme analyzovali expresiu dvoch génov, BIRC3 a TP63, ktorého expresia bola zvysend
aktivaciou IL-1p/IL-1R/p-kateninovej drahy. Nadmernda expresia proteinov BIRC3 a ANp63a, dvoch
dolezitych efektorov v drdhach, ktoré reguluju rezistenciu na doxorubicin a cisplatinu, bola vyznamne
znizena pomocou CBD. Znizena regulacia rezistencie na cisplatinu pomocou CBD vysvetluje ziskanu
citlivost na lieky 6D bunkami. VSetky tieto aktivity CBD podporuju jeho ulohu ako inhibitora IL-1B/IL-
1R/B-kateninovej drahy a mozného induktora mezenchymalnej reverzie na epitelialny fenotyp (citlivy
na liecivo).

Okrem toho tu poskytujeme prvy dokaz, Zze gén ID1 a protein ID1 si nadmerne exprimované v 6D
bunkach stimulovanych IL-1p. Nemdzeme vsak dospiet k zaveru, Ze k expresii proteinu dochadza
cestou IL-1p/IL-1R/p-kateninu. ID1 protein bol opisany v aktivne proliferujidcich bunkach a bol
identifikovany u viac ako 20 tumorigénnych typov rakoviny [ 24 ]. Vyznamné znizenie expresie ID1 a
inych proteinovych markerov malignity prostrednictvom CBD podporuje nasu hypotézu, Zze CBD m4a



ulohu pri reverzii maligneho fenotypu. Bolo publikované, Ze nadmerna expresia ID1 v pokrocilych
bunkach nddoru mocového mechura je spojena s expresiou mezenchymalnych markerov, a ked' je
downregulovana ID-1si-RNA, bunky exprimuju epitelové markery [ 25].

Aktivacia AKT je kfu¢ovym krokom v IL-1p-indukovanej EMT, ktord reguluje downstream progresiu IL-
1p/IL-1R/p-kateninovej drahy. Sucasné vysledky ukazali, Ze CBD prostrednictvom downregulacie
fosforylacie AKT inhibovalo downstream aktivitu IL-1p drahy a expresiu malignych markerov, ako je
migracia a liekova rezistencia. Ked'sa k 6D bunkam pridal wortmannin, Specificky inhibitor fosforylacie
AKT, tieto vykazovali znizend migraciu na Urovne podobné tym v bunkach osetrenych CBD. V studii in
silico sa nedavno ukazalo, Ze CBD sa viaze na aktivne miesto PI3K a AKT [ 26 ]. V dbsledku inaktivacie
AKT pomocou CBD, kluc¢ového bodu pre presluchy v drahach indukovanych IL-1p a CBD, by 6D bunky
mohli prejst reverziou na epitelialny fenotyp.

Kysly prekurzor CBD (kyselina kanabidiolova, CBDA) bol schopny inhibovat migraciu buniek rakoviny
prsnika a downregulovat protoonkogén c-fos a cyklooxygenazu-2 (COX-2), ¢o poukazuje na moznost,
Ze CBDA moze po6sobit na spoloénej drahe zapalovych a rakovinovych mechanizmov [ 27 ]. Tu sme
prvykrat demonstrovali tito suvislost medzi CBD a zdpalovou drahou IL-1p/IL-1R/p-kateninu
prostrednictvom aktivacie CB1.

Diagramovy model nasich vysledkov a hypotézy o indukcii reverzie fenotypu CBD je uvedeny v Obrazok
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CBD blokuje drahu IL-1p/IL-1RI/p-kateninu a indukuje epitelialny fenotyp. Hypoteticky model blokady
CBD IL-1p-aktivovanej signalnej drahy, ktord vedie k malignemu fenotypu, predstavuje Cierna draha.
Vazba CBD na svoj receptor CB1 indukuje aktivaciu AKT a blokuje translokaciu B-kateninu do jadra. CBD



tiez znizuje expresiu malignych markerov, ako je izoforma ANP63a, BIRC3 a ID1 ( modrd draha ). CBD
zvysilo epitelidlny marker E-kadherin a s nim spojeny B-katenin v adhéznom spojeni, ¢o vedie k bunkam
s epitelidlnym fenotypom.

Predpokladalo sa, Ze preprogramovanie buniek zavisi hlavne od genetického programu; ukazalo sa
vsak, Ze nadmerna expresia E-kadherinu nahradza pritomnost génu Oct4 , ktory je povaZovany za
kfu€ového ucastnika procesu. Bolo identifikovanych mnoistvo faktorov, ktoré inhibuju alebo
podporuju preprogramovanie prostrednictvom rozpoznavania molekularnych programov zahfnajucich
PI3K/AKT a Wnt/B-katenin [ 28]. Tieto procesy sme pozorovali in vitro, ked boli neinvazivne bunky
rakoviny prsnika MCF-7 oSetrené IL-1 p, ¢o vyvolalo program EMT, ktory zmenil bunky na agresivny
mezenchymalny fenotyp. NaSe sucasné Udaje ukazali, Ze CBD by mohol byt induktorom
mezenchymalno-epitelidlneho prechodu, ktory by premenil 6D bunky na neinvazivny fenotyp. Tato
schopnost CBD mdze byt velmi uZitoéna pri lieCbe rakoviny, pretoZze maligne bunky lie¢ené CBD sa
stanu citlivymi na konvencna lie¢bu rakoviny.

Doplnkové materialy Obrazok S1 ukazuje predbezné vysledky ziskané s modelom in vivo s pouZitim
samic mysi nu/nu. Ked boli 6D bunky injikované subkutanne do pravého boku tela, po 40 drioch sa
vyvinuli nddory s priemerom priblizne 8 mm. CBD, injikované v tom ¢ase priamo do nadoru, zniZilo
velkost nadoru na 50 % po 72 drioch. Tieto Udaje ukazuju, Zze CBD ma potencial pdsobit ako
protinadorové liecivo.

Materidly a metody
4.1. Cinidla

RH-Qil5™ obsahujuci koncentraciu 23,36 mg/ml purifikovaného CBD bol ziskany od (HempMeds™,
Monterrey, NL, Mexiko). 1000 uM zasobny roztok sa pripravil zriedenim v DMSO. Alikvéty z tejto
zasoby sa odobrali na ziskanie koncentracii CBD, aby sa vytvorila krivka davka-odozva. Ako vehikulum
sa pouzil kokosovy olej (do TERRA ™ Pleasant Grove, UT, USA) s kone¢nou koncentraciou 0,01 %.
Wortmannin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) bol pouzity v koncentracii 250 nM a cisplatina (CDDP,
PISA™ Pharmaceutics, Guadalajara, Mexiko) bola pouZitd v koncentracii 100 uM. Obidve zluceniny sa
pouzili, ako uz bolo uvedené v 6D bunkach [ 3,17 ]. AM251 (Sigma-Aldrich, St Missouri, MO, USA) sa
pouzil pri 100 nM ako antagonista receptora CB1.

4.2. Primarne protilatky

Pouzité ludské protilatky boli anti-ANp63a, anti-CB1, anti-clAP2/BIRC3 a anti-ID1 (GeneTex, Irvine, CA,
USA). Anti-AKT a anti-Phospho-AKT-Ser473 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA); anti-E-
kadherin (BD; Baltimore, MD, USA); anti-B-katenin (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

4.3. Bunkova kultura

Bunky MCF-7 boli ziskané od (ATCC, Manasas, VA, USA). Ako bunkovy model boli pouZité bunky 6D,
klon vybrany z neinvazivnych buniek MCF-7, ktory vysoko reagoval na stimul IL-1p a transformaciu na
malignitu prostrednictvom IL-1p-indukovanej EMT [ 4, 5 ]. VSetky bunky sa kultivovali v médiu DMEM-
F12 doplnenom 10% fetdlnym bovinnym sérom (FBS), penicilinom (5000 U/ml) a streptomycinom
(5000 ug/ml) od Gibco BRL (Grand Island, NY, USA). Kultury sa inkubovali pri 37 °C s 5 % C02 . Pred



vykonanim experimentov s CBD sa bunky 6D inkubovali s 20 ng/ml ludského rekombinantného IL-1p
pocas 48 hodin (na zosilnenie ich reakcie na stimul IL-1p) a potom sa oplachli a kultivovali s beznym
médiom (Peprotech, Rocky Hill , NJ, USA).

4.4, Testy bunkovej Zivotaschopnosti v pritomnosti CBD

Bunky MCF7 a 6D (2 x 104bunky/jamka) kultivované v 96-jamkovych dosti¢kach pocas 48 hodin, ako
je uvedené vyssie, sa preniesli do kultivatného média doplneného iba 1% FBS pocas 18 hodin a potom
sa rozdelili do dvoch skupin: (1) bunky oSetrené CBD v konecnych koncentraciach 5 10, 15 a 20 uM; a
(2) bunky osetrené kokosovym olejom (vehikulum) v konecnej koncentracii 0,01 %. Po 48 hodinach sa
do kazdej jamky pridalo 10 ul roztoku WST-1 (Roche Applied Science, Mannheim, Nemecko) a po 2
hodindch sa merala optickd hustota, ktora je vysledkom redukcie tetrazéliovej soli v roztoku
ivotaschopnymi bunkami. pri 450 nm v ¢itacke mikrodostic¢iek (Sunrise™, Tecan, Svajéiarsko).
Zivotaschopnost buniek MCF-7, pouZitych ako kontrola neinvazivnosti, a 6D buniek kultivovanych v
médiu s iba 1% FBS v nepritomnosti CBD boli dané 100% hodnotami. Ak chcete analyzovat udaje o
Zivotaschopnosti,n =9).

4.5. Antagonista CB1 receptora

Specificky antagonista CB1 receptora AM251 bol pouzity v kone¢nej koncentracii 100 nM [ 9 ]. AM251
sa pridal k bunkovym kultdram pred pridanim CBD a potom sa bunky kultivovali 48 hodin, ako je
uvedené vyssie.

4.6. Rezistencia na cisplatinu

Patdesiattisic buniek (MCF-7 alebo 6D) na jamku sa naockovalo do 96-jamkovych kultivaénych platni a
inkubovalo sa 24 hodin, potom sa preslo na médium s iba 1 % FBS na 18 hodin. Potom boli bunky
oSetrené r6znymi podmienkami: (1) bunky so 100 uM cisplatiny; (2) bunky s 10 uM CBD; (3) bunky s
10 uM CBD a 100 uM cisplatinou; (4) bunky inkubované iba v 1 % FBS kultivathom médiu. VSetky bunky
sa inkubovali 48 hodin pri 37 °C. Na kvantifikaciu Zivotaschopnosti buniek pre kazdy stav sa pouZil test
WST-1 opisany vyssie.

4.7. Test hojenia ran

Migracna schopnost buniek bola uréena testom hojenia ran prisp6sobenym od Shi a spolupracovnikov
[ 29]. Rodi¢ovské bunky MCF-7 a 6D boli pestované v 24-jamkovych miskach, aby sa dosiahlo 90%
konfluencie v normdalnom kultivatnom médiu. Potom sa médium vymenilo tak, aby obsahovalo iba 1
% FBS a bunky sa kultivovali 18 hodin. Monovrstvy boli poranené v konfluentnej zéne poSkriabanim
buniek sterilizovanou $pi¢kou 10 ul pipety, aby sa ziskala ¢ista oblast Sirky 500 um. Zranené monovrstvy
sa premyli 1 x PBS, aby sa odstranili zvysky, a inkubovali sa v 1 % kultivaénom médiu FBS v pritomnosti
alebo nepritomnosti 20 ng/ml IL-1 p, 10 uM CBD alebo 250 uM wortmanninu pocas 1 hodiny. Po tomto
Case sa migracia buniek zaregistrovala po 0, 24, 48 a 72 hodinach pomocou objektivu s fazovym
kontrastom v inverznom mikroskope Olympus. Bunky vyc¢nievajlice z okrajov rany a bunky, ktoré
migrovali do poranenej oblasti, sa kvantitativne vyhodnotili obrazovou analyzou pomocou softvéru
Image-Pro Plus.n = 12).



4.8. Génova expresia a kvantitativna PCR v realnom case (qRT-PCR)

Celkova RNA bola extrahovana z buniek pomocou ¢inidla Trizol™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) podla
odporucani vyrobcu. Integrita zloZiek celkovej RNA bola hodnotend elektroforézou v 2% agarézovych
géloch. VytaZzok nukleovej kyseliny, kvantifikacia a Cistota (pomer 260/280 nm) sa analyzovali pouZzitim
Nanodrop 2000, Microvolume UV-visible spectrofotometer (Thermo-Scientific, Wilmington, DE, USA).
Vzorky sa skladovali pri -20 °C.

Syntéza cDNA sa uskutocnila podla protokolu reverznej transkripcie s vysokou kapacitou cDNA
(Applied Biosystems, CA USA) s pouzitim 500 ng celkovej RNA. Reakcie obsahovali 2 ul 10x RT timivého
roztoku, 0,8 ul 25x dNTPs zmesi (100 mM), 2 ul 10x nahodnej sady primérov, 50 U Multi-Scribe
reverznej transkriptazy a vody bez nukledzy na objem 10 ul . Tabulka S1 ukazuje sekvencie primérov
vybranych génov [ 5, 30] a podmienky qRT-PCR. Kazdy par primérov pre cielovy gén bol navrhnuty na
zaklade sekvencnych udajov ziskanych z GenBank. Real-time PCR sa uskutocnila s pouZzitim Luminaris
color HiGreen gPCR master mix (Thermo Fisher Scientific) v systéme Step One Real-Time PCR (Thermo
Fisher Scientific) podla protokolu vyrobcu. gPCR obsahovali 0,3 uM kazdého paru primérov RT-PCR, 5
ul 2x Master mix, 1 ug cDNA a vodu bez nukledzy do koneé¢ného objemu 10 ul. Podmienky tepelného
cyklovania boli nasledujice: 1 cyklus pri 50 °C pocas 2 minut, 1 cyklus pri 95 °C pocas 10 minut, 40
cyklov pri 95 °C pocas 15 s, 60 °C pocas 30 s a 72 °C pocas 30 s . Z kazdého stavu boli analyzované tri
vzorky cDNA. Udaje sa normalizovali pomocou RPLPOhousekeeping gen. Kvantifikacia expresie génu a
relativna expresia sa vypocitali pomocou analyzy kvantitativnych udajov RT-gPCR (ARn) pomocou
softvéru LinRegPCR (ver. 11.0, Academic Medical Centre, University of Amsterdam, Amsterdam,
Holandsko).

4.9. SDS-PAGE a Western blotting

Proteinové extrakty sa ziskali z bunkovych lyzatov s pouzitim 1 x RIPA pufra doplneného o Complete ™
Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science, Mannheim, Nemecko). Koncentracie proteinov boli
stanovené metdédou BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit). Tridsat mikrogramov proteinu bolo
nanesenych na drahu a separované pomocou SDS-PAGE v 10% polyakrylamidovych géloch, blotované
na nitrocelulézové membrany a blokované odtu¢énenym mliekom. Membrany boli vystavené anti-
fudskym protilatkam uvedenym v casti Materidly. Na detekciu aktinu sa pouzila anti-aktinova
monoklonalna protilatka, laskavo darovana JM Hernandezom (CINVESTAV-IPN). Sekundarne protilatky
oznacené HRP boli anti-kralicie alebo anti-mysie (1:5000) (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA,
USA). Chemiluminiscenénd detekcia sa uskutocnila pomocou Immobilonu™ a zaznamenané na
zobrazovacom zariadeni ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) na denzitometrické
analyzy so softvérom Imagelab™ (v 6.0, Bio-Rad Laboratories, CA, USA). VsSetky proteiny boli
identifikované Western blotom z troch nezdvislych experimentov (biologické replikaty, n = 3).

4.10. Imunofluorescencia

Na imunolokalizaciu boli bunky MCF-7 a 6D pestované na sklenenych krycich sklickach a fixované 3,7%
formaldehydom pocas 20 minut a permeabilizované 0,1% Tritonom X-100 v PBS 1x poc¢as 5 minut pri
teplote miestnosti. Bunky boli oSetrené PBS obsahujicim 0,1 % Tween 20, 2 % BSA a premyté PBS pred



vystavenim na 1 hodinu pri 37 °C réznym primdarnym protilatkam: B-kateninu (riedenie 1:100) a E-
kadherinu (1 : 100 riedenie). Bunky sa potom inkubovali s anti-mysim IgG alebo anti-krali¢im I1gG
konjugovanym s Alexa 488 v riedeni 1:100 pocas 1 hodiny pri teplote miestnosti. Vizualizacia aktinu sa
uskutocnila farbenim TRITC-faloidinom pocas 20 minut pri teplote miestnosti. Jadrd boli zafarbené
0,1% 4',6-diamidino-2-fenylindolom (DAPI) v roztoku PBS/Triton poc¢as 5 minut. Krycie skli¢ka boli
namontované pomocou VectaShield H-1000. Bunky boli pozorované v 50-ndsobnom
epifluorescenénom inverznom mikroskope Olympus.n = 3). Obrazky ziskané digitadlnym fotoaparatom
Olympus DP72 boli analyzované softvérom Image-pro Plus (v. 3.0, Media Cybernetics, Rockville, MD,
USA).

4.11. Kvantifikacia p-kateninu analyzou obrazu

Bunkové obrazky zachytené na imunolokalizaciu sa poutzili na kvantifikdciu mnozZstva p-kateninu v
Specifickych bunkovych kompartmentoch (medzibunkové spojenia a jadrd) pomocou analyzy hustoty
fluorescencie. Pred zacatim analyzy boli zachytené obrazky podrobené procesu dekonvollcie na
odstranenie Sumu pozadia (softvér Deconvolution Image J, Rasband, WS, US National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Ndsledne sa vybralo 150 buniek v Siestich nahodne vybranych poliach na
kvantifikaciu relativnych hladin signalu B-kateninu spojeného s medzibunkovymi spojeniami pomocou
nastroja povrchového grafu. Ziskané udaje boli pouzZité na Statisticki analyzu. Na meranie jadrového
B-kateninu, bunky boli zafarbené Alexa 488 a kontrastne zafarbené TRITC-faloidinom, aby sa nastavili
bunkové limity a vizualizovala sa organizécia aktinu a DAPI na identifikaciu jadier. Vzhladom na velkost
a okruhlost jadier (oznacenych bodkovanym kridzkom) bola vykonana IF kvantifikacia tychto oblasti. Z
troch nezévislych experimentov sa skimalo 150 buniek. Udaje IF sa poufili na $tatistické stanovenia.
Zachytené obrazy buniek boli spracované v Image-Pro Plus Ver. 7.0 a softvér Image J.

4.12. Statisticka analyza

Udaje su prezentované ako priemer + SD. Vo vietkych pripadoch predstavuju aspofi tri nezavislé
stanovenia (biologické replikaty), kazdé uskutocnené v troch vyhotoveniach. Na Statisticki analyzu
bola pouZita v 6.0 od GraphPad Software (La Jolla CA, USA). Viacndsobné porovnania sa uskutocnili
pomocou 2-cestnej ANOVA a Dunnettovho testu viacnasobného porovndvania. Hodnoty p < 0,05 sa
povazovali za vyznamné.

Zavery

Prvykrat sme uviedli, Ze CBD vracia epitelovo-mezenchymadlny prechod indukovany zapalovym
cytokinom IL-1p, preprogramovanim invazivnych 6D buniek, aby sa stali bunkami s epitelovym
fenotypom.
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