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1 UvoD

Nanomaterialy a nanocastice naSly jiz své vyuziti v mnohych védnich odvétvich,
napiiklad v elektrotechnice, robotice, optice, farmacii ¢i biomedicin¢. Ro0zvO0j
nanotechnologii mize byt v mnoha ohledech velice prospésny, ovsem skryva také urcita
rizika. UCinky nanodastic na lidské buiiky, hlavné ty dlouhodobé, nejsou zatim
dostate¢n¢ zmapovany. Pfi zpracovdni nejruznéjSich nanomateridli dochazi
k uvolnovani jejich nanocastic do prostiedi, kde je jejich koncentrace prozatim nizka,
ovSem s postupnym rozvojem oblasti nanotechnologii se tato koncentrace bude
zvySovat. Je tedy na misté stanovit, zda n¢které nanomateridly nemohou vuci lidskym
buinkam vykazovat toxické ucinky, ¢i dokonce ovliviiovat jejich buné¢nou aktivitu nebo
metabolické pochody. Jednou z mozZnosti jak mohou tyto latky ovliviiovat bunky
lidského téla je jejich interakce s intracelularnimi receptory. Mezi intracelularni
receptory fadime napftiklad jaderné receptory neboli ligandem aktivované transkripéni
faktory. Do kategorie jadernych receptor spada také receptor pro vitamin D (VDR).
Tento receptor hraje v lidském téle dulezitou roli v riznych fyziologickych procesech,
zejména pii udrZzovani homeostazy vapniku a fosforu. Jeho pfirozenym ligandem je
biologicky aktivni forma vitaminu D3, neboli kalcitriol. Po vazb¢ ligandu na receptor
dochazi ke spusténi exprese cilovych gent, které jsou pod kontrolou VDR. Jeho
nespravna funkce miZe mit za nasledek vznik zdvaznych onemocnéni, ptipadné az smrt
Vv disledku selhani ledvin. Cilem této diplomové prace bylo stanovit hladiny transkript
vybranych cilovych geniit VDR a nasledné stanovit hladiny vybranych proteint
regulovanych VDR po 24 h expozici lidskych bunék nanocasticim GO V piitomnosti
modelového ligandu VDR, kalcitriolu. Byla testovana hypotéza, zda piitomnost GO

v kombinaci s kalcitriolem vyvola vyssi odezvu aktivity VDR, nez kalcitriol samotny.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vitamin D

Vitamin D je pravdépodobné jednim z nejstar$ich, ne-li nejstar§Sim hormonem na nasi
planeté. Bylo prokazano, ze fytoplankton Emilianii huxleyi byl jiz pted 750 miliony lety
schopen produkovat velké mnozstvi ergosterolu (provitamin D). Po vystaveni tohoto
fytoplanktonu slune¢nimu zateni doslo k pfeméné ergosterolu na molekulu previtaminu
D, a nasledné k jeho rychlé pfeméné na vitamin D,. OvSem divod, pro¢ byla tato rana
zivotni forma schopna produkovat tak velké mnozstvi provitaminu Dy, zlistdva neznamy
(Holick, 1989; Holick, 2003). Vitamin D se v piirod¢ piirozené vyskytuje ve formé
ergokalciferolu (vitamin D;) a cholekalciferolu (vitamin D3). Z chemického hlediska
se tyto dvé formy liSi pouze ptitomnosti ¢i absenci dvojné vazby na pozici C22 a C23
a vedlejsi methylové skupiny (CHs) na pozici C24 (obr. ¢. 1 a 2) (Jovivi¢ et al., 2012).
Z biologického hlediska se odliSuji i procesem biosyntézy. Ergokalciferol vznika
Vv rostlindich pfeménou ergosterolu, zatimco cholekalciferol vznikd pfeménou
7-dehydrocholesterolu v epidermis Zivo€icht. Steroidni latka ergosterol je piitomna
pouze v pletivech rostlin, nikoli v zivo¢isnych tkanich (Murray et al., 2002). Pro lidsky
organismus predstavuje hlavni zdroj vitaminu D fotochemickd reakce probihajici
v epidermis (Jovivi¢ et al., 2012). Lidsky organismus muze vitaminy D, a D3 pfijimat

také z potravinovych zdroji. Mezi takové potraviny patii vajeny Zloutek, rybi tuk

Ergokalciferol
(vitamin D)

Ergosterol
(provitamin D)

Obrazek ¢. 1: Struktura ergosterolu a ergokalciferolu. Tento obrazek znazoriuje strukturu
ergokalciferolu, vitaminu D, a jeho prekurzoru ergosterolu, provitaminu D,. V pozici C24
se nachazi vedlejsi CHj skupina a mezi C22 a C23 je dvojna vazba (obrazek pievzat z Jovivié
et al., 2012, upraveno).



Cholekarciferol

HO (vitamin Ds)

7-dehydrocholesterol
(provitamin Dj3) )
HO™

Obrazek ¢. 2: Struktura 7-dehydrocholesterolu a cholekalciferolu. Tento obrazek
znazornuje strukturu cholekalciferolu, vitaminu D3 a jeho prekurzoru 7-dehydrocholesterolu,
provitaminu D3. V pozici C24 se nenachazi vedlejsi CH; skupina a mezi C22 a C23 neni dvojna
vazba (obrazek prevzat z Jovivi¢ et al., 2012, upraveno).

Citres¢i jatra (Koolman a Rohm, 2012). Stopové mnozstvi vitaminu D, obsahuji
obilniny (Holick, 2004). Vitamin D fadime, spole¢né s vitaminy A, E a K, do skupiny
vitaminli rozpustnych v tucich, i pfes to, Ze se Vpravém slova smyslu o vitamin
nejedna. Lidsky organismus je totiz schopen si jej sam vytvaret (Dastych et al., 2015).
Jedna se spiSe o prohormon steroidni povahy produkovany v epidermis pomoci
fotochemické reakce z prekurzoru 7-dehydrocholesterolu (Bouillon etal., 2008;
Dastych et al., 2015). V lidském téle je vitamin D nejvyznamnéj$im regulatorem
metabolismu vapniku a fosforu (Murray et al., 2002). Regulaci téchto dvou mineralt

ovliviiuje také proces tvorby kosti (Koolman a Réhm, 2012).

2.1.1 Metabolismus vitaminu D;

V lidském organismu je proces biosyntézy vitaminu D3 zavisly na expozici kize
slune¢nimu zateni. V priabéhu dvoustupnové fotochemické reakce dochazi v epidermis
k absorpci fotont 7-dehydrocholesterolem, ktery je lokalizovan v plazmatickych
membranach (Rojas-Rivera et al., 2010). Vlivem absorpce UVB zateni (ultrafialové
zateni typu B) o vlnové délce 290-315nm dochazi ke S$tépeni molekuly
7-dehydrocholesterolu. Konkrétné v jeho struktufe dochazi ke Stépeni a rozpojeni B
kruhu mezi pozicemi C9 a C10 (Bikle, 2009; Holick et al., 2009). Timto procesem je
7-dehydrocholesterol preménén na provitamin Ds. Vznika termodynamicky nestabilni
cis-cis konformace provitaminu Ds, ktera samovolné izomerizuje na cholekalciferol, ¢ili
vitamin D3 (Holick et al., 1995). Nasledn¢ je vitamin D3 vyloucen ptes plazmatickou

membranu do extraceluldrniho prostoru, kde se vaze na specificky vitamin D vazebny



protein (VDBP; z anglictiny ,,vitamin D binding protein®) (Whyte et al., 1979). Pomoci
VDBP je transportovan do jater, kde je dale metabolizovan (Dastych et al., 2015). Cely
proces piemény 7-dehydrocholesterolu na cholekalciferol neni katalyzovan enzymy.
Klicovy je stupenn intenzity UVB zafeni a mira pigmentace pokozky (Bikle, 2009).
Intenzita UVB zafeni, jakoZz i biosyntéza a vysledna koncentrace vitaminu Ds, jsou
zavislé na riznych faktorech, jako je naptiklad ro¢ni obdobi ¢i zemépisna Sitka
(Dastych et al., 2015). Veskeré faktory, které by mohly ovlivnit pocet UVB fotoni
dopadajicich na lidskou pokozku, zna¢né€ ovliviiuji produkci vitaminu Ds;. Naptiklad
pfitomnost melaninu, ktery je schopen absorbovat fotony UVB zafeni, jeho produkci
vyrazn¢ snizuje (Clemens et al., 1982).

Vjatrech je vitamin D3 pomoci specifickych hydroxylas metabolizovan
na 25-hydroxyvitamin D3 [25(0OH)D3] a dale na jeho biologicky aktivni formu.
Prostiednictvim jaterniho enzymu 25-hydroxylasy dochazi v jatrech k primarni
hydroxylaci na pozici 25 (Dastych et al., 2015). Tato hydroxylace vede k tvorbé
25(0OH)D3 a podili se na ni 6 mikrosomalnich enzymi cytochromu P450 — CYP2D25,
CYP2C11, CYP2J2, CYP2J3, CYP2R1 a CYP3A4 a mitochondrialni enzym CYP27A1
(Bouillon et al., 2008). Katalyzovat tuto hydroxylaci v podminkach in vivo je schopen
pouze CYP2R1 (Zhu a DelLuca, 2012).

Po primarni hydroxylaci Vv jatrech je 25(OH)Dj transportovan pomoci VDBP
ptes krevni fecisté do ledvin (Rojas-Rivera et al., 2010). V ledvinach dochazi
k sekundarni hydroxylaci v pozici la. Tato reakce je katalyzovana mitochondrialnim
enzymem la-hydroxylasou, oznacovanou jako CYP27B1 (Bouillon et al., 2008).
Vznika biologicky aktivni forma vitaminu D3 - la,25-dihydroxycholekalciferol
(1a,25(OH),D3), ktera se oznauje jako kalcitriol. (Dastych et al., 2015). Proces
biosyntézy kalcitriolu je znazornén na obrazku ¢. 3. Kalcitriol vykazuje biologickou
aktivitu, vaze se na specificky receptor pro vitamin D (VDR), se kterym vytvari
komplex a vstupuje do jadra konkrétni bunky. V jadfe aktivuje produkci transportnich
proteindl, které reguluji stfevni absorpci vapniku, fosfatl, hoi¢iku & zinku (Sima
a Turek, 2015). Kalcitriol zvySuje interakci s VDR t¢innost absorpce vapniku ve stievé
z 10-15% na 30-40% a tim podporuje funkci kanalku pro pienos vapenatych iontl
(TRPV®G, transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 6),
cytoplazmatického proteinu kalbindinu 9K a proteinu vézajici vapnik (CaBP,

,calcium-binding protein”) (Zhang et al., 2010). V kostech indukuje diferenciaci
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Obrazek ¢. 3: Schéma regulace metabolismu Kkalcitriolu. Biologicky aktivni forma
vitaminu D3 vznika z prekurzoru 7-dehydrocholesterolu dvoustupiiovou hydroxylaci v jatrech
a ledvinach. Syntéza kalcitriolu v ledvinach je pozitivné regulovana (+) PTH, ovSem
po dokonceni procesu syntézy kalcitriolu je sekrece PTH =z pfistitnych t€lisek snizovana
zpétnovazebnou inhibici (-). Pritomnost kalcitriolu v tenkém stfevé zvySuje interakci
s VDR-RXR vstiebavani vapniku (+). Dochazi ke zvySeni funkce kanalu pro ptenos vapenatych
iontll (TRPV6) a CaBP. V osteoblastech je kalcitriol rozpoznan VDR, dojde k navédzani ligandu
RANKL na receptor RANK a indukci dozravani preosteoklastii v osteoklasty. Zralé osteoklasty
udrzuji Grovné spravné mineralizace kosti a uvoliuji Ca** a HPO,* do krevni plazmy. Enzym
24-OHasa katalyzuje reakci pfemény piebytecného kalcitriolu na kyselinu kacitriovou, ktera je
nasledné transportovana do Zluce a poté vyloudena z té€la ven (obrazek pievzat z Holick et al.,
2007, upraveno).
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osteoklastil, ¢imz je usnadnéno uvoliiovani vapniku a nasledné se zvySuje jeho zpétné

vstiebavani v proximalnim tubulu ledvin (Bouillon et al., 2008; Sima a Turek, 2015).

2.1.2 Regula¢ni mechanismy

Zejména sérovy fosfor, vapnik, fibroblastovy rastovy faktor (FGF-23) a dalsi faktory
vlastni syntézu prostfednictvim zpétnovazebné inhibice. Snizuje také syntézu
parathormonu (PTH) a jeho sekreci pfistitnymi télisky (Holick, 2007). Kalcitriol
zvySuje expresi enzymu 25-hydroxyvitaminu Ds-24-hydroxylasy (24-OHasa). Tento
enzym katalyzuje hydroxylaci na pozici 24, coz vede k produkci degradovanych forem
vitaminu D3 (Jovici¢ et al., 2012). 24-OHasa je mitochondrialni enzym slozeny ze tii
podjednotek (CYP24A1, ferredoxin a ferredoxin reduktasa). Katalyzatorem
hydroxylace je pravé CYP24Al, jehoZz indukce je zplsobena zvySenim koncentrace
25(0OH)D3; nebo Kalcitriolu. CYP24A1 v renalnich bunkach reguluje jak mnozstvi
25(0OH)D; preménovaného na biologicky aktivni kalcitriol, tak mnozstvi kalcitriolu
transportovaného do cilovych tkani (Aboraia et al., 2010). Procesem hydroxylace
na pozici 24 vznika ve vodé rozpustna, biologicky neaktivni kyselina kalcitriova. Tento
findlni metabolit je sekretovan do Zlue a vyloucen ztéla ven. Kalcitriol zvySuje
vstiebavani  vapniku  vtenkém stfevé interakci S komplexem vitamin D
receptor-retinoidni X receptor (VDR-RXR). Kalcitriol je také rozezndvan VDR
v buiikach primarnich osteoblastli, coz zpisobuje zvySeni exprese ligandu receptoru
aktivovaného jadernym faktorem kappa-B (RANKL, ,receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand). RANKL je rozeznavan receptorem aktivovanym jadernym
faktorem kappa-B (RANK, ,receptor activator of nuclear factor kappa-B”). RANK,
lokalizovany v preosteoklastech, vaze RANKL, ktery indukuje zrani preosteoklastii
Vv osteoklasty. Zralé osteoklasty se podileji na odstranéni vapenatych (Ca2+)
a fosfatovych (H PO,%) iontd z kosti a udrzuji hladinu vapniku a fosforu v krevnim séru.
Adekvatni hladiny Ca?* a HPO, podporuji proces kalcifikace kosti. Aktivace
osteoblastli, které stimuluji transformaci preosteoklasti na zralé osteoklasty,
je indukovana PTH (Holick, 2007). Schéma regula¢nich mechanismu Kkalcitriolu je

znazornéno na obrazku ¢&. 3.



2.1.3 Deficience vitaminu D

Spolehlivym indikatorem hladiny vitaminu D v lidském téle je 25(OH)D vznikajici pfi
primarni hydroxylaci v jatrech. Jeho koncentrace se zvySuje pfimo imérné s koncentraci
kalcitriolu a je tak vhodnym parametrem pro diagnostické stanoveni hladin vitaminu D
Vv krevnim séru. Nedostatek vitaminu D (hypovitaminéza) je diagnostikovan pfi
koncentraci 25(OH)D mensi nez 20 ng.ml’l, mirny deficit je diagnostikovan pii
koncentracich 25(OH)D v rozmezi 21-29 ng.ml™. Koncentrace 25(0OH)D 30 ng.ml™* je
povazovana za dostate¢nou. Normalni koncentrace 25(OH)D se pohybuje v rozmezi
40-60 ng.ml™ (Holick et al., 2011; Ross et al., 2011). Na zakladg experimentalnich
studii se odhaduje, Ze nedostatkem vitaminu D trpi zhruba 1 miliarda celkové populace
(Bischoff-Ferarri et al., 2006). Jelikoz ma vitamin D nezastupitelnou roli v udrZzovani
homeostazy véapniku v t¢le, vznikaji jeho nedostatkem problémy spojené s riistem
a formovani kosti. Nedostatecna mineralizace kostni matrix se mize u déti projevit jako
kiivice (rachitis) a u dospélych jako osteomalacie, kdy dochazi k ubytku kostni hmoty
(Aaron et al., 1974). Osteomalacie byva spojovana s chronickym selhanim ledvin
(CKD, ,,chronic kidney disease”). CKD se také fadi mezi onemocnéni spojené
s deficitem vitaminu D (Rouached et al., 2008). Dalsim piikladem mize byt
¢i osteoartroza, ktera se projevuje ubytkem kloubni chrupavky (McAlidon et al., 1996).
Bylo také prokazano, ze nizké hladiny kalcitriolu v krevnim séru mohou korelovat
se zvySenym rizikem propuknuti rakoviny (Hanchette et al., 1992). Dalsi studie
potvrdily, Ze kalcitriol a jeho analogy mohou inhibovat proliferaci riiznych typt

rakovinnych bunék (Finlay et al., 2001).



2.2 Jaderné receptory

Jaderné neboli nuklearni receptory (NR) funguji jako ligandem aktivované transkrip¢ni
faktory. Kontroluji endogenni signalizaci, reguluji velké mnozstvi fyziologickych d&ja
a hraji také nezaménitelnou roli ve vyvoji ¢i reprodukci organismu. Napiiklad v lidském
téle mohou byt mutace nuklearnich receptorti pfi¢inou vzniku vzacnych onemocnéni
(Lazar M. A., 2017; Santos R. et al., 2017). N¢které z nuklearnich receptord jsou
primarné lokalizovany v cytosolu a pronikaji do jadra az po navazani ligandu.
Jiné, naptiklad tyroidni a retinoidni receptory, jsou vazany na DNA piimo v jadfe i bez
pritomnosti ligandu. Inaktivované receptory jsou v mnoha piipadech vazany
v komplexu s inhibiénimi chaperonovymi proteiny. Navazani ligandu zpusobi zménu
konformace, dojde Kk disociaci stabilizacnich proteini a nasledné¢ k translokaci
komplexu receptor/ligand do jadra (Alberts et al.,, 2008). Schéma aktivovaného
a inaktivovaného receptoru je znazornéno na obrazku ¢. 4. V jadie dochazi k formovani
dimert. Receptory v aktivnim stavu tvoii samy se sebou homodimery a v kombinaci
sjinymi receptory vytvaieji heterodimery (Koolman a Rohm, 2012). Homodimery
a heterodimery se dale vazou na specifické sekvence DNA, které se nazyvaji
responzivni elementy (¢i receptor vazebné element, RE). Navazanim na RE dojde
k aktivaci exprese cilovych genu (Cave et al., 2016). Velké mnozstvi malych

hydrofobnich signalnich molekul difunduje ptes plasmatickou membranu cilové bunky

ligand vazebna

: koaktivator
doména

transkripci aktivujici
doména

ligand
HoN €
DNA:
DNA vazebna doména
i e COCH receptor vazebny transkripce cilového
inhibitor element genu
A. Inaktivovany jaderny receptor B. Aktivovany jaderny receptor

Obrazek ¢. 4: Inaktivovany a aktivovany jaderny receptor. Cast A znazoriuje
inaktivovany jaderny receptor s navazanym inhibitorem, kdy je proces transkripce blokovan.
Cast B znazoruje aktivovany jaderny receptor. Po navazani ligandu a dalsiho regulaéniho
proteinu (koaktivatoru) dojde ke zméné konformace, komplex se navaze na responzivni
element na DNA (receptor vazebny element) a spusti se transkripce cilového genu (obrazek
prevzat z Alberts et al., 2008, upraveno).
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Obrazek ¢. 5: Ligandy nuklearnich receptori. Tento obrazek znazoriuje piiklady nékterych
ligandti nuklearnich receptort a jejich strukturni vzorce (obrazek pievzat z Mangelsdorf et al.,
1995).

a vazou se na specifické intracelularni receptory. Mezi tyto signdlni molekuly, takzvané
ligandy (obr. ¢. 5), fadime naptiklad steroidni hormony, tyroidni hormony, retinoidy
¢ivitamin D. T pifes to, ze se tyto signalni molekuly 1i§i svou strukturou i funkci,
mechanismus jejich interakce s nuklearnimi receptory je velice podobny. Dochazi
k jejich vazbé na specificky intercelularni receptor a nasledné maji Sschopnost
ovliviiovat genovou expresi. Aktivace receptoru vede ke zvySeni nebo snizeni exprese

ptislusného genu (Alberts et al., 2008).

2.2.1 Nomenklatura

Pii pocatecnich studiich nuklearnich receptortt dochazelo k problémim s jejich
identifikaci, jelikoZz nebyla stanovena jasna nomenklatura pro pojmenovavani
jednotlivych genli. Vysledkem byla existence né€kolika riznych nazvii pro jeden gen,
proto bylo nutno ustanovit jednotnou nomenklaturu. Na zakladé specifickych sekvenci
a fylogenetickych studii bylo klasifikovano celkem 6 evolu¢nich skupin nuklearnich
receptord. Byl zkonstruovan fylogeneticky strom propojujici 65 znamych druhd
nuklearnich receptori mezi obratlovci, Clenovei a hlisticemi. Rozdé€leni nukledrnich

receptorti do 6 rodin:



I. rodina Thyroid hormone receptor-like: velka skupina zahrnujici naptiklad tyroidni
receptor (TR), receptor pro vitamin D (VDR), ale také sirotéi receptory jako
pregnanovy X receptor (PXR) nebo jaterni X receptor (LXR)

Il. rodina Retinoid X receptor-like: zahrnuje retinoidni X receptor (RXR) nebo sirotéi
receptor COUP-TFI

I1l. rodina Estrogen receptor-like: zahrnuje steroidni receptory jako napiiklad
estrogenni receptor (ER) ¢i androgenni receptor (AR)
IV. rodina Nerve growth factor IB-like: mala skupina zahrnujici receptory rustovych
faktorii
V. rodina Steroidogenic factor-like: mala skupina zahrnujici receptor pro steroidogenni
faktor 1
V1. rodina Germ cell nuclear factor-like: zahrnujici pouze GCNF1 receptor (NR6A1),
ktery nevykazuje piibuznost s zddnou jinou rodinou
Existuje také subrodina 0, do které spadaji nuklearni receptory Sneuplnou DNA
vazebnou doménou nebo ligand vazebnou doménou. Samotnd nomenklatura nuklearnich
receptorl byla stanovena dle DNA vazebné domény (DBD , DNA binding domain) a ligand
vazebné domény (LBD, ligand binding domain), napi. NRI1I1, kde NR je zkratkou
pro nuklearni receptor, prvni Cislo je oznaceni pro podrodinu, nasleduje pismeno skupiny

a dale ¢islo genu (Auwerx et al., 1999; Germain et al., 2006; Zhengdong et al., 2004).

2.2.2 Struktura a signalni transdukce
Nuklearni receptory sdileji podobnou modularni strukturu. Od N-konce k C-konci se jedna
0 vysoce variabilni A/B doménu, DBD, LBD a ptipadné F-doménu, kterd vSak neni
ptitomna u vSech nuklearnich receptoru (Adams et al., 2000; Zhengdong et al., 2004).
DBD je vysoce konzervovana doména obsahujici dva zinkové prsty, které jsou umistény
za sebou v tandemu a zahrnuji zhruba 80 aminokyselinovych rezidui. Tyto zinkové prsty
se vazi na specifickou sekvenci DNA, ktera se nazyva hormon responzivni element (HRE).
Mezi DBD a LBD se pravdépodobné nachazi flexibilni ,,hinge region®, ktery obé domény
spojuje (Warnmark et al., 2003). DBD a LBD jsou nejvice konzervované domény celé
struktury nuklearniho receptoru, proto jsou také determinujicim znakem pro zafazeni
receptoru do pfislusné rodiny (Auwerx et al., 1999; Zhengdong et al., 2004).

Transkripéni odezva se obvykle odehrdva ve vice krocich. Po vazbé ligandu nastava
primarni odpovéd’, kdy dochdzi k aktivaci transkripce. Proteinovy produkt téchto
transribovanych geni mize aktivovat dal$i geny, které nasledné vyvolavaji zpozdénou

sekundarni odpovéd’ atd. Nekteré proteiny produkované v ramei primarni odpovédi mohou
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také zpUsobit zpétnovazebnou inhibici transkripce, ¢imZ dochéazi k potlaceni ¢i zastaveni
transkripce a omezeni bunécné odpovedi na piijaty signal. Timto zptisobem miize pisobeni
malého mnoZzstvi inhibi¢nich proteini zptsobit velice komplexni zménu v celém procesu
exprese genu (Alberts et al., 2008). Odpovéd’ jadernych hormoni na steroidni a tyroidni
hormony, vitamin D ¢i retinoidy je dana jak konkrétnim typem cilové bunky, tak typem
signalni molekuly. Mnoh¢ bunky maji identicky typ intracelularnich receptoru, ale regulace
transkripce se vkazdém typu buiky znacné lisi. Je to zplsobeno tim, ze V piipadé
eukaryotickych gent musi dojit k navazani vice riznych regulacnich proteind, aby doslo
k ovlivnéni transkripce. K regulaci transkripce tedy muze dojit pouze v pfipadé, Ze doslo
k navazani spravné kombinace regulacnich proteini, které jsou vétSinou specifické
pro urcity typ bunky (Alberts et al., 2008; Wagner et al., 1995).

U mouchy Drosophila melanogaster bylo identifikovano 21 druhti nuklearnich
receptoru, v piipadé lidského organismu bylo identifikovano 48 druhi (Adams et al.,
2000; Robinson-Rechavi et al., 2001).

2.2.3 Receptor pro vitamin D

Receptor pro vitamin D, zkracen¢ VDR, nese dle nomenklatury oznaceni NRI1I1
(nuclear receptors subfamily 1, group I, member 1). Jeho objev je datovan roku 1969
(Haussler a Norman, 1969). Svou velikosti, ktera ¢itd pouhych 427 aminokyselin
(48kDa), se fadi mezi jeden z nejmensich jadernych receptort a jako jediny nevytvari
zadné subtypy (Sunn et al., 2001; Lennarz et al.,, 2004). Pavodné byl objeven
ve tkanich, které se podileji na regulaci homeostadzy vapniku a fosforu v lidském téle,

konkrétné ve stievech, ledvinach, pfistitnych téliskach a kostech (Hsieh et al., 1993).

100 kb
L |
I 1
Promotorova oblast
1f 1e¢ 1d 1b 1c 2 45 6 8 ) 3'UTR
+—HH—H! —HHHH{— .
u

1a

Obrazek ¢. 6: Struktura VDR genu. VDR gen tvoii 14 exonu, znichz 6 se nachazi
Vv promotorové oblasti (1f, le, 1a, 1b a 1c) a podileji se na alternativnim sestiihu genu. Kodujici
oblast obsahuje exony 2-9 vyskytujici se u vSech znamych izoforem. Oblast UTR (,,untranslated
region”) predstavuje oblast mRNA, ktera neni piekladana do proteinti (obrazek ptevzat z Jehan
et al., 2007, upraveno).
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Tyto tkdn€ maji nejvyssi uroven exprese VDR. Pozdéji byla exprese VDR detekovéana
také v jinych tkanich, coz naznacilo pravdépodobnost jeho zapojeni do dalSich
metabolickych funkci (Abe et al., 1981). Dnes je jiz znamo, ze VDR je exprimovan
ve velkém mnozstvi typtt bunék regulujicich hladinu vapniku, vcéetné dermalnich
fibroblasti a keratinocytd, V buiikdch imunitniho systému, v nékterych typech
kardiovaskularnich bunék a v mnohych dalsich (Wang et al., 2010). Naopak exprese
VDR ve svalovych buikach ¢i bunkach centralni nervové soustavy (CNS) je
detekovatelna jen minoritné. I pies vysokou citlivost kvantitativni metody reverzni
transkripce s naslednou polymerazovou fetézovou reakci (RT-gPCR) byly v téchto
bunkach detekovany pouze velice nizké hladiny mMRNA transkriptt, jejichz potvrzeni
na urovni proteint je velice obtizné (Eyles et al., 2014; Girgis et al., 2014). Na zakladé
analyz byla lokalizace VDR potvrzena v bunééném jadie (Taymans et al., 1999).
Ovsem pozdé&ji byla jeho pievladajici jadernd lokalizace vyvriacena za pouziti
fluorescenéni a konfokalni mikroskopie (Wu-Wong etal., 2006). VDR je v jadie
lokalizovan pouze po navazani ligandu. V ptipadé absence ligandu je vétSina
inaktivniho receptoru lokalizovana V cytoplazmé (Bouillion et al., 2008). Jeho
pfirozenym ligandem je kalcitriol, mtize vSak byt minoritn¢ aktivovan i jinymi
chemickymi slou¢eninami, jako naptiklad kyselinou litocholovou (Masuno et al., 2013).
VDR je koédovan genem VDR, jehoz lokalizace v oblasti centromery na chromozomu

12 (12cen-q12) byla dokazana metodou fluorescenéni in situ hybridizace — FISH

2 3 45 6 7 8 9 VDRA
MWU —

1d e 2 3 45 6 7 8 9 VDRB1
L i — ===
Foklvarianta

L i — =

Fokl

Obrazek ¢. 7: Schéma kompozice VDR proteinu. Nejvyznamnéjsi izoformou je VDRA
vznikajici alternativnim sestiihem, ktera se sklada z exont 2-9 a obsahuje 427 aminokyselin
(AA). Druhou variantou, kterd vznika pii alternativnim sestfihu, je izoforma VDRB1. VDRB1
je oproti VDRA prodlouzena na N-termindlnim konci o 2 exony (1d a 1c) a obsahuje 477 AA.
Zkracenim VDRA v dasledku polymorfismu vznika varianta Fokl, ktera obsahuje 424 AA
(obrazek pievzat z Zenata a Vrzal, 2017, upraveno).
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Obrazek ¢. 8: Schéma aktivace VDR. Biologicky aktivni forma vitaminu D; — Kalcitriol
(1a,25(0OH)D3) pisobi jako ligand VDR a po vazbé aktivuje expresi cilového genu
na transkripéni urovni. Po navézani ligandu vznika komplex RXR-VDR-ligand. Néasledné
se tento komplex vaze na specifickou sekvenci v DNA, ktera se nazyva VDRE. V dalsim kroku
dochazi k navazani specifickych transkripcnich faktorti, aktivuje se exprese cilového genu
a jeho translace na tiroven proteinu (obrazek pievzat z Kato, 2000, upraveno).

(Taymans et al., 1999). Tento gen je slozen ze 14 exont o velikosti ptiblizné 100 kb
a lze jej rozdélit do dvou hlavnich oblasti. Prvni exon se nachazi v promotorové oblasti
a ma 6 variant, které jsou dulezité pro alternativni sestfih genu. Exony 2-9 v kodujici
oblasti se vyskytuji u vSech znamych transkripti (Jehan et al., 2007; Li et al., 2015).
Schéma je znazornéno na obrazku €. 6. Celkem byla prokazéna existence 3 izoforem
VDR (obr. ¢. 7), z éehoz dvé vznikaji alternativnim sestiihem (VDRA a VDRBL1)
VDRA skladajici se ze 427 aminokyselin (48 kDa). Druha izoforma, VDRBI, je ve své
N-terminalni doméné prodlouZzena piiblizné¢ o 50 aminokyselin, tudiz jeji celkova
velikost &ini 477 aminokyselin (54 kDa) (Sunn et al., 2001; Zenata a Vrzal, 2017). Toto
prodlouzeni zapfi€ifiuje riznou velikost izoforem VDRA a VDRBI a umoZiiuje riznou
reakci na konkrétni ligandy (napft. kalcitriol ¢i kyselina litocholova). Experimentalné

bylo potvrzeno, Ze se aktivace pomoci VDRBI lisi od VDRA. Vysledky studii ukazuji,
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ze regulace aktivity VDRA a VDRBI zavisi na bunécném kontextu (typu tkan¢),
promotoru a povaze ligandu (Esteban etal., 2005; Grandiner etal., 2004). Tteti
izoforma vznika v dusledku Fokl polymorfismu (pojmenovan dle typu restrikéni
endonukleazy bakterie Flavobacterium okeanokoites), ktery je pfitomen pii iniciaci
translace. Tvofi se kratsi VDR s vyssi transkripéni aktivitou, nez u VDR normalni délky
(Jurutka et al., 2000). Fokl patii mezi jednonukleotidové polymorfismy (SNP, single
nucleotide polymorphism) a je také znam pod oznaCenim rs2228570 (Mayer et al.,
2018). Bylo provedeno nékolik studii, které prokazaly souvislost mezi Fokl a diabetem
mellitus typu II, ovSem s pomémé nejednoznac¢nymi vysledky. Meta-analyza 30 studii
potvrdila vyznamnou souvislost mezi Fokl a timto typem diabetu prevazné u ¢inské
populace (Yu et al., 2015). Ovsem vysledky tohoto experimentu nekoreluji s vysledky
rozsahlé studie u evropské populace (konkrétné u Italt), ktera tvrzeni, Ze by byl Fokl
asociovan s vyskytem diabetu mellitus typu II, jednozna¢né popira (Bertoccini et al.,
2017). Na druhou stranu, dvé piedchazejici studie evropské populace prokazaly, ze Fokl
je spojen se snizenou citlivosti na inzulin (Filus et al., 2008; Chiu et al., 2001). Opacné
vysledky téchto studii by mohly byt alesponi ¢astecné vysvétleny individualni hladinou
vitaminu D u rGznych populaci (Mayer et al., 2018). Na riznou expresi VDR v ruznych
typech tkani mohou mit vliv také post-transkripéni a post-translacni modifikace.
Vyznamnou roli hraji pfedev$im fosforylace, ubikvitinace, sumoylace ¢i acetylace
(Zenata a Vrzal, 2017).

Po vazbé ligandu na VDR dojde k propojeni tohoto komplexu s RXR a vznika
heterodimer VDR-RXR. Heterodimer je translokovan z oblasti cytosolu do buné¢ného
jadra, kde se v promotorové oblasti cilového genu vaze na VDRE (Nagpal et al., 2005).
Na VDRE se mimo jiné také nespecificky vazi herodimery tvofené PXR, konstitutivnim
androstanovym receptorem (CAR) a RXR (PXR-RXR a CAR-RXR). Toto spojeni
S VDR reguluje vazbu metaboliti zlucovych kyselin a vede k aktivaci enzymu
cytochromu P450, ktery je zodpovédny za biotransformaci xenobiotik (Lennarz et al.,
2004). Proces aktivace genové exprese nastava az po vazbé specifickych transkripénich
faktorti, koaktivatori ¢i korepresorti. Tyto faktory prostfednictvim modifikace
histonovych oktamerti moduluji funkci chromatin-remodela¢niho komplexu a ovliviiuji
tak Groven genové exprese (Rachez et al., 2000). Schéma aktivace VDR je znazornéno

na obrazku ¢. 8.
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2.2.3.1 Cilové geny regulované VDR

VDR se podili na regulaci fady genti, které jsou zapojeny v rtiznych bunécnych
procesech. Jedna se napiiklad o geny zapojené do regulac¢nich drah udrzovani
homeostazy vapniku a fosforu v lidském organismu, imunitni odpovédi nebo procesu
osteogeneze.

CYP24A1 je ¢lenem superrodiny cytochromti P450 (cytochrome P450 family 24,
subfamily A, member 1) a je kodovan genem CYP24A1. Tvoii hlavni slozku enzymu
24-OHasy — mitochondridlni monoxygenasy, ktera katalyzuje katabolické reakce
vitaminu D, napt. hydroxylaci kalcitriolu na pozici 24 (Jones et al., 2012; Sakaki et al.,
2005). Enzym 24-OHasa byl poprvé popsan na pocatku 70. let a byla mu pfifazena
funkce renalni hydroxylace 25-hydroxyvitamin D3 na pozici 24 (Knutson a Deluca,
1974). Pozd¢jsi studie ukazaly, ze tento enzym je kombinaci tii slozek, konkrétné
ferredoxinu, ferredoxinu reduktdzy a CYP24A1 a pouze CYP24A1 katalyzuje danou
reakci (Jones et al., 1998; Rhieu et al., 2011). Tento enzym pomaha regulovat mnozstvi
kalcitriolu v lidském tele. Gen CYP24Al je vlidském organismu lokalizovan
na dlouhém raménku (q) chromozomu 20 (20g13.2) a je pravdépodobné exprimovan
ve vSech tkanich, ve ktery je lokalizovan i VDR, v¢etné ledvin, kosti, stiev atd. (Sakaki
et al., 2005). Bylo zjisténo, ze vice nez 20 mutaci v genu CYP24A1 zpusobuje infantilni
hyperkalcémii typu 1, kterd se projevuje vysokymi hladinami vapniku v Krvi
(hyperkalcémie) a moc€i (nefrokalcindza). Tyto mutace sniZzuji nebo eliminuji aktivitu
enzymu 24-OHasy, jehoz nedostatecnd funkce znesnadnuje odbourani kalcitriolu.
Vysledny piebytek kalcitriolu v téle zvySuje absorpci vapniku do krevniho obéhu, coz
vede k hyperkalcémii (Colussi et al., 2014; Pronicka et al., 2017).

Mezi geny regulované VDR patii také BGLAP (,,bone y-carboxyglutamate protein”),
jehoz proteinovym produktem je osteokalcin. V lidském organismu je gen BGLAP
lokalizovan na dlouhém raminku chromozomu 1 (1g22). Heterodimer VDR-RXR
funguje jako zesilovac¢ exprese genu BGLAP a zvySuje bazalni transkripéni rychlost
tvorby proteinu osteokalcinu (Rivera-Leon et al., 2015). Osteokalcin piedstavuje
abundantni, vysoce konzervovany protein vyskytujici se v kostni matrix, ktery je
syntetizovan v osteoblastech (Raymond et al., 1999). Tvoii asi 15 % nekolagenové
slozky kosti a 1-2 % z celkového mnozstvi proteinti v kosti (Neve et al., 2013). Tento
protein hraje roli pii resorpci kosti, jelikoZ je schopen ovliviiovat diferenciaci

osteoklastd na povrchu kosti (Raymond et al., 1999). Diky své produkci v osteoblastech
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je casto vyuzivan jako marker pro studium procesu tvorby kosti. Experimentalné bylo
prokazano, ze vyssi sérové hladiny osteokalcinu koreluji se zvySenou mineralni
hustotou kosti (BMD, bone mineral density). Pouziva se také jako pifedbézny biomarker
ucinnosti daného 1é¢iva na tvorbu kosti ¢i pro stanoveni aktivity osteoblasti (Bharadwaj
et al., 2009). Protein osteokalcin je také exprimovan v bunkach karcinomu pankreatu,
kde potencidln¢ zvySuje rast a diferenciaci nadorovych bunék prostfednictvim
autokrinnich a/nebo parakrinnich mechanismu (Kayled et al., 2007).

Roku 1986 byl v osteoblastech identifikovan také protein osteopontin, ktery je
kodovan genem SPP1 (sekretovany fosfoprotein 1, secreted phosphoprotein 1). Detekce
probihala pomoci klonovani a sekven¢ni analyzy cDNA (Oldberg et al., 1986). Gen
SPP1 ma velikost 5kb a v lidském organismu je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 4 v oblasti 22 (4922.1). Je slozen ze 7 exoni, z nichZ 6 obsahuje kodujici
sekvenci (Wang a Denhardt, 2008). Protein osteopontin (OPN) je vysoce zaporn¢ nabity
asklada se piiblizné z 300 aminokyselinovych rezidui. Po expresi jeho molekulova
hmotnost ¢ita 44 kDa a nasledné muze podléhat post-translaénim modifikacim, které
zvysuji molekulovou hmotnost az na 70 kDa (Young et al., 1990). OPN je exprimovan
v ruznych typech tkani, jako napiiklad v bunikach kostni dfené, fibroblastech,
myoblastech ¢i dendritickych buiikach. Jeho syntéza je fizena kalcitriolem (Ashizawa
etal., 1996; Murry et al., 1994). Pfesné regula¢ni mechanismy genu SPP1 jesté nejsou
zcela prozkoumany. Rizné typy bun€k se mohou v regulacnich mechanismech SPP1
lisit. Pro expresi SPP1 v osteoblastech a osteoklastech je vyzadovana piitomnost
specifickych transkripcnich faktorti (napft. transkripéni faktor osterix), které¢ se vazi
na promotor a umoznuji proces transkripce (Nakashima et al., 2002). Hypokalcémie,
kdy dojde ke stimulaci produkce kalcitriolu renalnimi bunkami, vede ke zvyseni
transkripce SPP1, translace a sekrece OPN. To je zpisobeno piitomnosti vysoce
specifického VDRE v promotoru SPP1 genu (Yucha a Guthirie, 2003).
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2.3 Nanotechnologie

Nanotechnologie je multidisciplindrni oblast vyzkumu, ktera pokryva nékolik riznych
disciplin — biologii, chemii, fyziku, strojirenstvi, vyrobu materiald, 1ékatstvi i farmacii.
Toto védni odvétvi predstavuje slibné vyuziti nanomateridlli pro syntézu a vyrobu
materidli S jedineCnymi chemickymi, biologickymi, mechanickymi a fyzikalnimi
vlastnostmi (Liao et al., 2018). Evropska komise definuje nanomaterial jako ,, prirodni
material, material vznikly jako vedlejsi produkt nebo materidal vyrobeny obsahujici
castice v neslouceném stavu nebo jako agregat c¢i aglomerat, ve kterém je u 50%
nebo vice castic ve velikostnim rozdéleni jeden nebo vice vnéejsSich rozméri v rozmezi
velikosti 1 nm — 10 nm “ (Evropska komise, 2012).

Materialy na béazi uhliku, jako jsou uhlikové nanotrubice ¢i grafen, jsou vSeobecné
znamé vysokou pruznosti v tahu (definovano Youngovym modulem — pomér napéti
ajim vyvolané deformace), vysokou propustnosti svétla a vynikajici elektrickou
vodivosti (Lee et al., 2008). Tyto vlastnosti vedly je zvySenému zajmu o pouziti téchto
typlt materidll pro vyrobu elektronickych zafizeni, kompozitnich materiala,
¢i biokompatibilnich implantata (Alshehri et al., 2016; Liao et al., 2014; Tao et al.,
2016). Stale vice se magnetické nanocastice vyuzivaji na poli mediciny a to konkrétné
jako nosice pro specificka 1é¢iva, které jsou sméfovany do tkani pomoci magnetického
pole (Tietze etal., 2015). Takovyto magneticky nosi¢ nese ve své struktufe kov
(ptipadné jeho oxid), nebo také superparamagnetické nanocastice oxidu Zeleza,
tzv. SPIONs (Laurent et al., 2014). Néktera 1é¢iva vSak mohou byt vysoce citliva
Kk rozkladu enzymy, jsou degradovany a tim padem je terapeuticky ucinek minimalni
(Wu etal., 2007). Byl tedy vyvinut stabilni nosi¢ tvofeny polyakrylamidovymi
nanoCasticemi, ktery enzymatické degradaci nepodléhd a zvySuje efektivitu uinku
daného 1éciva (Wang etal., 2014). Nicméné bylo také prokazano, ze uhlikové
nanotrubicky mohou pronikat do bun¢k, kde pisobi cytotoxicky a indukuji apoptozu
(Long et al., 2017). Analyza pomoci elektronové mikroskopie zaznamenala pfitomnost
Casti nanotrubicek v bunétné cytoplazmé. Doslo k indukci oxida¢niho stresu, sniZila
se metabolicka aktivita a v nékterych pripadech doslo i k usmrceni bun¢k (Shang et al.,
2015).

2.3.1 Grafen

Dtive se védci domnivali, Ze 2D struktury nemohou volné existovat, jelikoz jsou

termodynamicky nestabilni (Landau et al.,, 1980). Toto tvrzeni bylo vyvraceno
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Obrazek ¢. 9: Struktury grafenu. Dvojdimenzionalni grafen piedstavuje vychozi strukturu pro
uhlikové materidly vSech ostatnich rozmérd. 0D rozmér struktury piredstavuji grafenové
kvantové tecky a fullereny, 1D rozmér zaujimaji nanotrubicky a jejich dalsi modifikace — stuhy
(nanoribbons), rohy (nanohorn) ¢i vicevrstvé nanotrubicky. Spojenim vice vrstev grafenu dojde
ke zformovani 3D struktury, znamé jako grafit (obrazek pievzat z Nakano etal., 2018,
upraveno).

popsanim struktury grafenu. Grafen byl vroce 2004 izolovan z grafitu Andréem
Geimem a Konstantinem Novoselovem mechanickou metodou exfoliace s pouzitim
lepici pasky (Novoselov et al., 2005). V roce 2010 byla témto dvéma ruskym védcim
udélena Nobelova cena za fyziku za ,,prikopnické pokusy tykajici se dvojrozmérného
materialu grafenu” (Nobelova cena za fyziku, 2010). Mechanicky exfoliovany
grafenovy list ma sice vysokou Cistotu, ovsem jeho vytézek je velice maly (Ghoneim
etal., 2013). Grafen je zakladnim stavebnim kamenem uhlikovych materialt vSech
ostatnich rozmérti — 0D grafenovych kvantovych tecek (GQD, graphene quantum dot)
a fullerenti, 1D uhlikovych nanotrubi¢ek ¢i 3D struktur grafitu (Nakano et al., 2018).
Dalsi struktury grafenu jsou zndzornény na obrazku ¢. 9. Grafen ma teoreticky
specificky povrch (SSA, specific surface area) roven 2630 m%g™. To je mnohem vice,
nez bylo kdy zjisténo u jinych uhlikovych materiala, napt. sazi (obvykle SSA mensi nez
900 m?.g™) nebo uhlikovych nanotrubicek (100-1000 m®.g™) (Bonaccorso et al., 2015).

Vyznacuje se vysokou pevnosti v tahu, ktera ¢itd vice nez 100 GPa a také vysokou
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pruznosti vtahu okolo 1 TPa (Novoselov et al., 2005). Grafen je polovodic,
ve dvouvrstvé zkroucené formé byla pozorovana supravodivost (Cao et al., 2018).

Nanomaterialy na bazi grafenu mohou vzhledem k lidskym bunikam vykazovat jako
biologickou kompatibilitu, tak toxicitu. Odezva zivych bun€k na tyto nanocastice
znaén€ zavisi na jejich koncentraci, lateralni velikosti, Cistoté, chemickém povrchu
I hydrofilnich vlastnostech. Chemicky povrch se znaéné lisi kvili riznym strategiim
jejich syntézy a zpracovani. Spravné porozumeéni tomu, jak grafenové nanomaterialy
interaguji s lidskymi bunkami, ma zésadni vyznam pro jejich vyuziti v Iékaiskych
aplikacich (Liao et al., 2018).

Grafen miize byt obecné syntetizovan top-down piistupem, nebo také bottom-up
pfistupem. Top-down metoda zahrnuje mikromechanické Sté€peni grafitu, exfoliaci
Vv kapalné fazi a dale také chemickou exfoliaci k produkcei grafen oxidu (GO). Chemicka
exfoliace mize byt nasledovana dal$i chemickou ¢i tepelnou Upravou pro vznik
redukovaného grafen oxidu (rGO) nebo tepeln¢ redukovaného grafen oxidu (trGO).
Metoda bottom-up zahrnuje proces chemické depozice z plynné faze (CVD, chemical
vapor deposition) a expitaxni rst na substratu obsahujici karbid kiemiku (SiC) (Wang
etal., 2017).

2.3.1.1 Struktura grafenu

Grafen piedstavuje alotropni formu uhliku tvofenou dvojrozmérnou monovrstvou sp2
hybridizovanych atomu uhliku (Liao et al., 2018). Vyznacuje se mnozstvim unikatnich
vlastnosti — jedna se o nejtvrdsi znamy material, vykazuje nelinearni diamagnetismus, je
elektricky vodivy a témé&f transparentni (Balandin et al., 2008; Li et al., 2015). Atomy
grafenu jsou uspotfadany do pravidelného hexagonalniho vzoru, coz na pohled vytvafi
typickou strukturu medové plastve. Kazdy atom ma pravé 4 vazby — jednu vazbu o
s kazdym ze tii sousednich atomu a jednu vazbu w, ktera je orientovana mimo rovinu.
Jednotlivé atomy jsou od sebe vzdaleny o 1,42 A (Cooper et al., 2012). Stabilita grafenu
je zajisténa diky t&sné vazb& atomi uhliku a sp® hybridizaci. Po hybridizaci dojde
K vytvofeni m-vazby am*-vazby, které jsou zodpovédné za vétSinu unikatnich
elektronickych vlastnosti grafenu, jelikoz je zajistén volny pohyb elektronid (Meyer
etal., 2007). Pokud je grafen vystaven molekulam obsahujici uhlik, napiiklad
uhlovodikiim, ma schopnost opravit vzniklé mezery ve vlastni struktufe.
Bombardovanim vysoce ¢istymi atomy uhliku Ize mezery kompletné zaplnit (Zan et al.,

2012). Pokud ma jednoducha grafenova vrstva velikost mensi nez 20 nm, je
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termodynamicky nestabilni. Nejstabilngj$i strukturou je grafen je formé fullerent
(Polini et al., 2013).

2.3.1.2 Grafen oxid

Modifikacemi grafenu mohou vznikat dal$i struktury, jako naptiklad grafen oxid (GO),
ktery vznika oxidaci grafenu, ¢i redukovany grafen oxid (rGO), ktery vznika néslednou
redukci GO (Marcano et al., 2010). GO je grafenovy derivat vyrobeny chemickou
oxidaci grafitovych vlocek v pfitomnosti silného oxida¢niho cinidla. Vyuziva
se modifikovany Hummerstv proces, kdy se Supinky grafitu vlozi do smési kyseliny
sirové (H2SO,), dusi¢nanu sodného (NaNOs) a manganistanu draselného (KMnQy),
ktera je za intenzivniho michani sonikovana (Guerrero-Contreras et al., 2015). Vysledna
suspenze se zfedi vodou, pro dosazeni vys§iho stupné oxidace se pfidd peroxid vodiku
(H202). Nevyhodou tohoto procesu je ¢asova naro¢nost a tvorba toxickych plynt (napf.
NO; — oxid dusicity) v prubéhu reakce. Z toho divodu byla metoda optimalizovana
nahrazenim dusi¢nanu sodného ve smési kyselinou fosfore¢nou (H3PO4) pfi smésném
poméru s kyselinou sirovou H,SO4/H3PO, 9:1 (Marcano et al., 2010). Tento piistup
vytesil problém s tvorbou toxickych plynii, ovS§em mezi vyrazné nevyhody patii vysoka
spotfeba manganistanu draselného a nutnost velkého mnozstvi mezikrokii zahrnujicich
filtrace, centrifugace aprocesy promyvani. Bylo tedy vyvinuto nékolik taktik
optimalizace Hummersovy metody — napf. pouziti zelezanu draselného (K,FeQ,) jako
silného oxida¢niho ¢inidla misto manganistanu draselného (Peng et al., 2015). Schéma
syntézy grafen oxidu z grafenu je znazornéno na obrazku ¢. 10.

Poznatky o chemické struktuie GO poskytuji cenné informace o jeho mozné reaktivité
a vlastnostech, mimo jiné také o reaktivité samotného grafenu, ze kterého je GO
odvozen (Dreyer etal., 2010). Struktura GO je obecné bohata na funkéni skupiny,
piedev§im se jedna o karboxyly, hydroxyly a epoxidy (Freicht a Eigler, 2018).
Jednotlivé vrstvy GO jsou tedy amfipatické a vykazuji jak hydrofilni, tak hydrofobni
charakter (Neto a Fileti, 2018). Ma schopnost dobie dispergovat ve vodném prostiedi.
Atomy kysliku vazané ve struktufe grafen oxidu znaéné ovliviiuji jeho elektrické
vlastnosti (Park a Ruoff, 2010). Pozoruhodné vlastnosti GO jsou spojeny piedevsim
s chemickymi modifikacemi a kombinaci s rGznymi entitami, jako jsou polymery
¢i magnetické nanocastice (Liao et al., 2018). Diky svému extrémné¢ velkému povrchu
nachazi vyuziti jako soucast elektrod v bateriich a palivovych ¢lancich (Khan et al.,

2017). Uplatnéni nachazi také jako biosenzor — jednd se o material se schopnosti
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Obrazek ¢. 10: Syntéza grafen oxidu Hummersovou metodou. Schéma znazorfiuje syntézu
grafen oxidu z grafenu, kde i ptfedstavuje pisobeni KMnO4, NaNO;, H,SO, a H,0,. Vznika
grafen oxid obsahujici mnozstvi funkénich skupin — pfedevsim karboxyly, hydroxyly a epoxidy
(obrazek pievzat z Aliyev et al., 2018, upraveno).

fluorescence, a proto muze byt pouzit pro biosenzorické aplikace nebo vEasnou detekci
onemocnéni. GO nanocastice byly Uspésné pouzity jako biosenzor na bazi fluorescence
pro detekci specifické DNA a proteinii (Zhang et al., 2017). Na poli biomediciny
nachdzi vyuziti zejména jako nosi¢ pro doruceni 1éCiva. Byl syntetizovan komplex GO
a kaboxymethylcelulézy (CMC) pro doruceni protinadorového I1éku obsahujici
molekulu doxorubicin hydrochloridu (DOX). Studie prokazala, ze G¢innost doruceni
1é¢iva dosahuje pii pH = 5 hodnot az 65,2 %. Pomoci MTT testu byla sledovana také
cytotoxicita komplexu GO-CMC vzhledem k bunécnym liniim HelLa a NIH-3T3.
Vysledky studie ukazuji, ze komplex GO-CMC nevykazuje Zadnou ziejmou
cytotoxicitu a je vysoce biokompatibilni (Rao et al., 2018). Grafen oxid je také
kompatibilni s velkym mnozstvim polymerti. Ma schopnost zna¢né zvySovat vlastnosti
puvodniho polymeru, jako je pruznost, pevnost v tahu, elektrickd vodivost a tepelna
stabilita (Guo et al., 2017). V pevném skupenstvi maji GO vlocky tendenci agregovat
a vytvaret tenké a extrémné stabilni transparentni struktury, se kterymi je mozno dale
manipulovat. Takovéto struktury mohou nalézt vyuziti jako iontové vodice ¢i nano

membrany (Liao et al., 2018).

2.3.2 Grafen oxid v prostiedi a interakce s jadernymi receptory

Vzhledem ke stale se zvySujicimu vyuziti nanomaterialii v rtiznych spotiebitelskych
aplikacich od elektroniky po biomedicinu, dochazi k mnohonasobnému zvySeni
poptavky po biomateridlech na bazi grafen oxidu. Bylo jiz publikovano velké mnozstvi

studii, které¢ vyzdvihuji pfirozené schopnosti grafen oxidu a stavi jej do role
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nanomateridlu biomedicinské budoucnosti. I pies mnohé unikatni vlastnosti GO
vyvstava otazka, zdali nemtze dochazet k jeho agregaci, pfipadné k nechténé interakci
S jinymi latkami. V pribéhu syntézy a zpracovani grafenovych nanomateriali dochazi
k uvolnovani jejich nanocastic do ovzdusi. V soucasné dob¢ je koncentrace téchto ¢astic
V zivotnim prostfedi zanedbatelna, ovSem se stile naristajicim vyuzitim v riznych
prumyslovych odvétvich se jejich koncentrace bude postupné zvySovat (Xu et al.,
2012). Je tedy nutné stanovit, zda mize dochazet k jejich agregacim a akumulaci
v prostiedi, pfipadné k interakci s chemickymi polutanty, kdy by mohlo dojit
ke zménam ve struktufe a charakteru grafenovych nanomateriald a k pfipadnému
zvyseni jejich toxicity vici buikam zivych organisma (Lammel et al., 2015).
Experimentalné bylo zjisténo, Zze GO vykazuje toxicitu vici riznym bunénym liniim
v zavislosti na davce a velikosti nanoc¢astic. Wang et al. 2011 uvadi, ze koncentrace GO
nizsi nez 20 pg.ml™ nevykazuji vi¢i studovanym bun&énym liniim (buiiky lidskych
fibroblastil) zadny toxicky G&inek, oviem koncentrace GO vyssi nez 50 pg.ml™ indukuji
apoptézu. Zpiisobenou cytotoxicitu vysvétlili pronikdnim nanocastic GO do lysozomi,
mitochondrii, endoplazmy a bunééného jadra (Wang et al., 2011). Dalsi studie sledovala
ucinek nanocastic GO na viabilitu bunck lidského hepatocelularniho karcinomu
(HepG2). Byly pouzity nizsi koncentrace GO, a to 1, 2, 4, 8 a 16 pg.ml™. V buiikach
HepG2 byla potvrzena zavislost cytotoxicity na davce a ase. Tento trend byl pozorovan
1 pfi expozici bun€k niz§im koncentracim GO. Toxicita zpisobena GO vyvolala ztratu
strukturni integrity plazmatické membrany v disledku silné fyzikélni reakce GO
s fosfolipidovou dvojvrstvou. Doslo k priniku GO pies plasmatickou membranu
do cytosolu, coz mélo za nasledek produkci reaktivnich kyslikovych radikalt (ROS,
reactive oxygen species) a zvySeni mnozstvi apoptotickych bun¢k (Lammel etal.,
2013). Sledovana byla také Zivotaschopnost spermatu prasat, kdy byly buniky vystaveny
pusobeni nanoc¢astic GO o koncentraci 0,5-50 ug.ml'1 po dobu 1 az 4 h. Apoptdza byla
detekovana pii vystaveni bun€k plsobeni nanocastic GO o koncentraci vétsi nez
10 pg.mI™ po dobu 1 h (Bernabo et al., 2018). Nayak et al., 2011 uvadi, Ze grafenové
filmy syntetizované pomoci CVD urychluji specifickou diferenciaci lidskych
mesenchymadlnich kmenovych bunék na buiky kosti. Vysledky dokazuji, Ze vSechny
vzorky potazené grafenem vykazuji statisticky vyznamné zvySeni obsahu vapniku.
Taktéz vysledky MTT testu a imnofluorecencni snimky dokazuji dobrou viabilitu

a morfologii bunek (Nayak et al., 2011). Vysledky nezavislych studii prokazuji,
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ze cytotoxické ucinky grafenovych nanomaterialii jsou prokazatelné zavislé jak na dobé
expozice a koncentraci, tak na typu studované bunécné linie.

Studovana byla také interakce riiznych grafenoxidovych nanomateridlti s jadernymi
receptory. Lammel et al., 2015 ve své studii popisuji interakci GO a grafen karboxylu
(CXGY) saryluhlovodikovym receptorem (AhR). V této studii byla jako biologicky
material pouzita bunééna linie PLHC-1 odvozena z hepatomu ryby Poecilopsis lucida.
Vysledky potvrzuji tvrzeni, ze GO 1 CXGY maji schopnost prochdzet plazmatickou
membranou bunék a poté dochazi k jejich akumulaci v cytosolu. Ptitomnost GO
¢i CXGY a agonisti AhR vedla ke zvySeni exprese cytochromu CYPIA ve srovnani
s agonisty samotnymi (Lammel et al., 2015). Sledovan byl také ucinek pisobeni grafen
oxidovych kvantovych tecek (GQD) na vyvoj embryi ryby Danio rerio. Vysledky
uvadéji abnormality ve vyvoji embryi vznikajici v zdvislosti na pouZzité koncentraci
GQD. Taktéz uvadéji zvysenou aktivitu AhR a zvySeni exprese CYP1A vV pifitomnosti
GQD a agonisty (Zhang et al., 2017). Studie Xue et al, 2018 sledovala
imunomodula¢ni vlastnosti GO v procesu osteogeneze a angiogeneze. Vysledky
ukazuji, Ze GO je schopen indukovat tvorbu pfiznivého osteoimunomodula¢niho
prostiedi a predstavuje slibny material pro bioinzenyrstvi v procesu tvorby kosti (Xue
etal., 2018).

Byla tedy prok4zédna jak interakce GO s jadernymi receptory, tak jeho schopnost
ovlivilovat rist a vyvoj kosti. Receptor pro vitamin D spadd do rodiny jadernych
receptoriit a stejné¢ tak je zapojen do regulace véapniku a fosforu v téle, a tudiz
i do procesu osteogeneze. Vzhledem k tomu, Ze ligandy VDR jsou lipofilni, podobné
jako vétSina agonistl AhR a vyse citovana prace (Lammel et al., 2015) poukazala na to,
ze GO zvySuje pienos/akumulaci lipofilnich latek do bun€k, bylo mym ukolem
otestovat hypotézu, zda pfitomnost GO vyvola vyssi odezvu aktivity VDR v kombinaci
s ligandem VDR nez ligand samotny. V experimentalni ¢asti své diplomové prace
se tedy zabyvam modulaci indukované exprese cilovych genti VDR grafen oxidem.
Prace popisuje interakci VDR s riznymi koncentracemi GO v buiikach bunééné linie
L180 (odvozena od adenokarcinomu tlustého stfeva) a také v bunkach lidskych
osteoblastil, coz jsou primarni kostni buiiky podilejici se na procesu formovani kostni

matrix.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

3.1.1

Material

Biologicky material

adherentni nadorova bunééna linie LS180 (ECACC 87021202) odvozena
od adenokarcinomu tlustého stieva

primarni buné¢na kultura lidskych osteoblasti NHOst (Lonza, CC-2538)
VDR-responzivni bunécna linie (IZ-VDR) odvozena z adherentni nédorové

bunécné linie LS180

Material
6 jamkové kultivaéni desticky (TPP, Svycarsko)
12 jamkové kultivaéni desti¢ky (TPP, Svycarsko)
96 jamkové kultivaéni desticky (TPP, Svycarsko)
96 jamkové bilé desticky pro PCR (Roche, Svycarsko)
96 jamkové cerné desticky pro méteni luminiscence (NUNC, Dansko)
automatické pipety 0,1 — 2,5ul, 0,5 - 10ul, 2 - 20ul, 20 - 200ul, 10 - 100ul,
100 - 1000ul (Eppendorf, Némecko)
buni¢ina (Tork, Svédsko)
Biirkerova komirka (Assistent, Némecko)
filtra¢ni cela 99500 o objemu 500ml, velikost pord 0,2um (TPP, Svycarsko)
filtra¢ni papir pro western blotting (BioRad, Kalifornie, USA)
folie pro PCR (Roche, Svycarsko)
kapilary pro Sally Sue (Protein Simple, MR701, Kalifornie, USA)
kultivaéni lahev o obsahu 25¢m? (TPP, Svycarsko)
kultivaéni lahev 0 obsahu 75cm? (TPP, Svycarsko)
kultiva¢ni lahev o obsahu 150cm? (TPP, Svycarsko)
kryci sklicka 22x22mm (Menzel Gliser, Némecko)
multikanalové pipety 0,5 - 10ul, 30 - 300pl, 20 - 200ul (Eppendorf, Némecko)
nitrilové rukavice (Mercator Medical, Polsko)
papirova krabi¢ka do -80°C (Biologix, Cina)
Petriho misky (TPP, Svycarsko)
plastové mikrozkumavky o objemech 0,5ml, 1,5ml, 2ml (BIOplastics,
Holandsko)
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plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky (TPP, Svycarsko)
plastové $picky 0,1 - 10ul, 10 - 200ul, 100 - 1000ul (Eppendorf, Némecko)
plastové zkumavky o objemech 15 a 50ml (TPP, Svycarsko)

PVDF membrana (Thermo Scientific, Massachusetts, USA)

sérologické pipety 0,1 — 2ml, 1 —5ml, 1 — 10ml, 1 — 25ml (TPP, Svycarsko)
sklenéna kadinka (Simax, Ceska republika)

$krabka na buiiky (TPP, Svycarsko)

zamkové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Chemikalie

2x koncentrovany Laemmli Sample Buffer (BioRad, 1610737, Kalifornie, USA)
10x koncentrovany transferovy pufr Tris-glycinovy (Bio Basic, A0029, Kanada)
10x koncentrovany migra¢ni pufr Tris-glycin-SDS (Bio Basic, A0031, Kanada)
20x koncentrovany Tris Buffered Saline (Thermo Scientific, 28358,
Massachusetts, USA)

0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, T4049, Ceska republika)

40% roztok akrylamid/bisakrylamid (Bio Basic, 0007, Kanada)

75% ethanol (Sigma Aldrich, 459844, Ceska republika)
1a,25-dihydroxyvitamin D3 (Sigma, D1530-10UG, Ceska republika)

Antibody Stripping Solution (MilliporeSigma, 2504, Massachusetts, USA)
bovinni sérovy albumin (Sigma Aldrich, A2153, Ceska republika)

Bradfordovo ¢inidlo, 5x koncentrované (Serva, 39222.03, Némecko)

ethanol (Sigma Aldrich, 459844, Ceska republika)

deionizovana voda (dH,O)

dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich, D8418, Ceska republika)

dNTP nukleosidtrifosfaty (Takara, Japonsko):

dATP (4026)

aCTP (4028)

dGTP (4027)

STTP (4029)

dodecylsiran sodny (BioRad, 1610302, Kalifornie, USA)

fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich, F6178, Ceska republika)

fetilni bovinni sérum charcoal stripped (Sigma Aldrich, F6765, Ceska
republika)
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fosfatovy pufr PBS (Gibco, 10010031, USA)
grafen oxid (Sigma Aldrich, 763705, Ceska republika)
chloroform (Sigma Aldrich, C2432, Ceska republika)
inhibitor fosfataz (Roche, 04 906 837 001, Svycarsko)
inhibitor protedz, 100x konc. (Thermo Scientific, 78430, Massachusetts, USA)
inhibitor ribonukledz (New England BioLabs, M0307L, Massachusetts, USA)
isopropanol (Sigma Aldrich, 19516, Ceska republika)
Isorapid Spray (Schafferova s.r.o., 0C21025, Ceska republika)
komerc¢ni médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma Aldrich,
D6546, Ceska republika)
komeréni médium Osteoblast Grown medium (Promo Cell, C-27001, Némecko)
kyselina octova (Lach-Ner, 10047-A80, Ceska republika)
L-glutamin (Sigma Aldrich, F6178, Ceské republika)
LightCycler 480 Probes Master, 2x koncentrovany (Roche, 04 887 301 001,
Svycarsko)
methanol (Lach-Ner, 20038-ATO0, Ceska republika)
MTT ¢&inidlo (Sigma Aldrich, M2128, Ceska republika)
Nano-Glo® Luciferase Assay Substrate (Promega, N1113A, USA)
Nano-Glo® Luciferase Assay Buffer (Promega, N112A, USA)
neesencialni aminokyseliny (Gibco, 11140-035, Velka Britanie)
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, 26616, Massachusetts,
USA)
plasmid VDRA:

e VDR in pcDNA 3.1 (GenScript, Thermo Fisher, ORF Clone OHu25453,

Némecko)

plasmid VDRBL1:

e VDR in pcDNA 3.1 (GenScript, Thermo Fisher, ORF Clone OHu20926,

Némecko)

persiran amonny (Sigma Aldrich, A3678, Ceska republika)
Ponceau S. Rouge (Sigma Aldrich, P7170, Ceska republika)
primery pro PCR (Generi Biotech, Ceska republika):

e GAPDH

+ forward: 5> CTCTGCTCCTCCTCTTCGA 3*
- reverse: 5° ACGACCAAATCCGTTCACTC 3¢
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CYP24A1

- forward: 5° TCATCATGGCCATCAAAACA 3¢

- reverse: 5° GCAGCTCGACTGGAGTGAC 3¢
BGLAP

- forward: 5°* CCAGCCCTATGGATGTGG 3¢

- reverse: 5 TTTTCAGATTCCTCTTCTGGAGTT 3¢
e VDR

- forward: 5° CTTCTCTGGGACTCCTCCT 3¢

- reverse: 5 TGGACGAGTCCATCATGTCT 3¢
SPP1

- forward: 5° CGCAGACCTGACATCCAGTA 3¢

- reverse: 5 GGCTGTCCCAATCAGAAGG 3¢

= proby Universal Probe Library (Roche, Svycarsko):
e proba ¢. 35 — BGLAP (04 687 655 001)
e proba ¢. 60 — GAPDH (04 688 589 001)
e proba ¢. 88 — CYP24A1 (04 689 135 001)
= proby Custom Assay:
e proba &. 15— VDR (Roche, Svycarsko)
e proba & 61 — SPP1 (Roche, Svycarsko)
= protilatky:
e primarni protilatka B-aktin, mouse monoclonal (Cell Signaling Techology,
3700S, Massachusetts, USA)
e primarni protilatka CYP24A1, goat polyclonal (Santa Cruz, sc-365700,
Dallas, USA)
e primarni protilitka VDR, mouse monoclonal (Santa Cruz, sc-13133,
Dallas, USA)
e primarni protilitka BGLAP, mouse monoclonal (Santa Cruz, sc-74495,
Dallas, USA)
e primarni protilatka SPP1, mouse monoclonal (Santa Cruz, sc-73631,
Dallas, USA)
e sckundarni protilatka rabbit anti-mouse (Santa Cruz, sc-358914, Dallas,
USA)
e sekundarni protilatka rabbit anti-goat (Santa Cruz, sc-2768, Dallas, USA)
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pufr do déliciho gelu, 4x koncentrovany (BioRad, 161-0798, Kalifornie, USA)
pufr do zaostfovaciho gelu, 4x koncentrovany (BioRad, 161-0799, Kalifornie,
USA)
random primers 6 (New England BioLabs, S1230S, Massachusetts, USA)
reakéni pufr pro M-MuLV reverzni transkriptaizu (New England BioLabs,
B0253S, Massachusetts, USA)
Reporter Lysis Buffer (Promega, E3971, USA)
Resazurin Solution (Canvax, CA035, Spanélsko)
reverzni transkriptasa M-MuLV (New Englans BiolLabs, MO0253L,
Massachusetts, USA)
RNAse free water (Sigma Aldrich, W4502, Ceska republika)
Sally Sue reagencie (Protein Simple, Kalifornie, USA):

¢ wash buffer (042-520)

e matrix removal buffer 11 (042-518)

e running buffer Il (042-517)

e separation matrix 11 (042-512)

e stacking matrix Il (042-513)

e 10x sample buffer (042-195)

¢ antibody diluent 11 (042-514)

e |uminol-S (042-521)

e peroxide (042-522)

o streptavidin-HRP (042-414)

e sekundarni protilatka anti-mouse (042-205)
Standard Pack 1 pro Sally Sue (Protein Simple, PS-STO01, Kalifornie, USA):

¢ biotinylated ladder 1 (MW 12-230 kDa)

o fluorescent 5x Master mix (29 kDa systém control)

e DTT
Supplement mix pro médium s osteoblasty (Promo Cell, C-39615, Némecko)
susené mléko (Laktino, Ceska republika)
TEMED (Bio Basic, TB0508, Kanada)
TNT quick master mix (Promega, L1170, Wisconsin, USA)
Triton X-100 (Serva, 37240, Velka Britanie)
TriReagent (Sigma Aldrich, T9424, Ceska republika)
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» trypanova modf (0,4% Trypan blue v PBS)

= Tween 20 (Sigma Aldrich, P1379, Cesk4 republika)

= Western Sure PREMIUM Chemiluminiscent Substrate (Li-COR):
e Stable Peroxide Solution (826-13462)
e Luminol Enhancer Solution (826-13460)

3.1.4 Pristroje

= analytické vahy ABS 80-4N (Kern, Ceska republika)

= aspirator FTA-1 (Biosan, Litva)

= gparatura pro western blotting Trans-Blot SD Cell (BioRad, Kalifornie, USA)

= centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

= digitalni mikroskop (Novel Optics, Cina)

= clektroforeticka cela Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad,
Kalifornie, USA)

» hlubokomrazici box MDF-U53V (Sanyo, Japonsko)

» chladnicka (Gorenje, Némecko)

» inkubator Mitre 4000 (Conterm, Novy Zéland)

» kyvacka MR-12 (Biosan, Litva)

* laminarni box Labculture® (ESCO, Singapur)

= laminarni box Heat Force (Shanghai Lishen Scientific, Cina)

= Li-COR C-DiGit™ blot scanner (Li-Cor Biosciences, Nebraska, USA)

= Light Cycler 480 Il (Roche, Svycarsko)

» mikrocentrifuga 5414 R (Eppendorf, Némecko)

* minikyvacka MR-1 (Biosan, Litva)

= Nanodrop Lite (Thermo Scientific, Massachusetts, USA)

» pfistroj na vyrobu ledu F100 Compact (Icematic, Italie)

= Sally Sue (Protein Simple, Kalifornie)

» sonikaéni lazen Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 (Bandelin electronic,
Némecko)

= spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG, Svycarsko)

» stolni centrifuga Z 100M (Hermle, Némecko)

= svafecka folii (Eta, Ceska republika)

= termoblok Genius Dry Bath Incubator md-02n (Major Science, Cina)

= tfepacka Mini-Rocker Shaker MR-1 (Biosan, USA)
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vodni lazen LCB22D (Daihan LabTech, Jizni Korea)

vortex Reax top (Heidolph, Némecko)

vyrobnik ledu F100 Compact (Icematic, Italie)

zdroj napéti MP-500V (Cleaver Scientific Ltd., Velka Britanie)

Pocitacové programy
Compass for Simple Western
Image Studio Digits,

Software Scope Image 9.0
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3.2 Metodika prace

V experimentalni ¢asti byly stanovovany hladiny vybranych transkripti cilovych gena
VDR metodou PCR a hladiny vybranych proteint regulovanych VDR metodou western
blottingu. Studium vlivu nanocéstic grafen oxidu bylo provadéno na buitkach bunééné
linie LS180 a primérnich buiikach lidskych osteoblasti NHOst. Bunky bunécéné linie
LS180 byly udrzovany v nativnim stavu v kultiva¢nich lahvich v inkubatoru pii teploté
37°C, CO, 5% a vlhkosti 95%. Pro kultivaci bylo pouzito komeréni kultiva¢ni médium
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), do kterého bylo pfidano 50 ml 10%
fetalniho bovinniho séra (FBS), 5 ml L-glutaminu (2 mmol.1") a 5ml roztoku 1%
neesencialnich aminokyselin. Buniky priméarni bunééné linie NHOst byly udrzovany
V nativnim stavu v kultivacnich lahvich V inkubdtoru pii teplot¢ 37°C, CO; 5%
avlhkosti 95%. Pro kultivaci bylo pouzito kultivacni médium Osteoblast Growth
Medium (OGM), do kterého byl ptidan Supplement Mix.

3.2.1 Rozmrazeni bunék

Dlouhodobé je mozné buiiky lidskych bunéénych linii skladovat pii nizkych teplotach.
Snizenim teploty dochdzi ke zpomaleni metabolickych procestt uvniti bunck.
Problémem pfii zmrazovani bun€k byva tvorba intracelularnich krystalki ledu, které
mohou buniku zdvaznym zplsobem ponicit. V této praci byla vyuzita metoda
kryoprotekce zamrazenim buné€k V tekutém dusiku pfi teploté¢ -180°C, kdy dochazi
k tzv. vitrifikaci vody. Pfi tomto procesu dochazi k tvorbé krystalkli amorfniho ledu,
které svou malou velikosti buniky neposkodi (Pecka a Blaha, 2010).

Kryozkumavka obsahujici buné¢nou linii LS180, NHOst nebo 1Z-VDR byla vyjmuta
z tekutého dusiku a ptfenesena do laminarniho boxu, kde byl za sterilnich podminek
povolen uzavér, aby doslo k odvétrani par. Nasledné byla kryozkumavka opét uzaviena
a ponofena na 2 minuty do vodni lazné. Po rozmrazeni bunék byla kryozkumavka
umisténa zpét do lamindrniho boxu a cely obsah bunécné suspenze (1 ml) byl pienesen
do piedem piipravené kultivaéni lahve (plocha dna 25cm?) obsahujici 5 ml
kultivacniho média. Kultiva¢ni lahev s bunécnou suspenzi byla umisténa do inkubatoru
a inkubovana pfi teploté 37°C, 5% CO; a vlhkosti 95%. Nasledujici den bylo staré
médium spolecné s mrtvymi buiikami odstranéno a vyménéno za nové. V dalSich dnech

byly buniky pasaZovany a pieneseny na kultivacni lahve o vétSim obsahu.
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3.2.2 PasaZovani bunék

Po urcité dob¢ dochazi k vyc€erpani Zivin z kultivatniho média, bunky se stavaji zna¢né
konfluentni a je nutné jejich populaci zredukovat. Proces pasdzovani zahrnuje rozruseni
mezibunéénych kontakt a také kontaktti bunék s povrchem kultivaéni lahve. Vyuziva
se specifické proteasy trypsinu a tento proces se opakuje zpravidla kazdé 2 — 3 dny.
Mira konfluence bun¢k je stanovovéna mikroskopicky. Pocet jednotlivych pasazi je
zaznamenavan, aby bylo mozné urcit stafi bunécné kultury a také sledovat, zda dochazi
ke zméndm bunécné aktivity v zavislosti na potadi pasdze. V priub&hu experimentt bylo
zjisténo, ze bunky bunécnych linii LS180 a IZ-VDR vykazuji srovnatelnou aktivitu i pfi
vy$8ich poctech pasazi (15-20). Jedna se o bunééné linie, které maji charakter
nadorovych bungk, jsou adaptovany na podminky in vitro a déli se prakticky
neomezené. V piipadé bunécéné linie NHOst vSak bunky ztraceji svou aktivitu jiz
pii 3-4. pasazi a dale nedochazi k jejich déleni. Co se ty¢e NHOst, jedna se totiz
0 buiikky primdrni, které byly izolovany pfimo z lidského organismu a jsou schopny

v podminkach in vitro pfezit jen po omezenou dobu.

3.2.2.1 Pasazovani bunék bunéénych linii LS180 a I1Z-VDR

Zasobni lahve obsahujici kultivacni DMEM médium a PBS byly pfed za¢atkem procesu
pasazovani predehfaty ve vodni lazni na teplotu 37°C. Kultiva¢ni lahev se suspenzi
bun¢k byla pfenesena z inkubdtoru do lamindrniho boxu a dalSi kroky byly jiz
provadény ve sterilnich podminkach. Pomoci odséavacky bylo staré kultivaéni médium
odsato. Bunky adherované na povrchu kultiva¢ni lahve byly promyty 5 ml PBS, roztok
byl opét odstranén pomoci odsavacky a k bunkam byl ptidan 1 ml 0,25 % trypsinu.
Kultivacni lahev byla uzaviena a umisténa zpét do inkubatoru. Bunky byly vystaveny
plsobeni trypsinu po dobu 4 min. Po uplynuti této doby byla kultivacni lahev pfenesena
zpét do laminarniho boxu a proteolyticka aktivita zastavena pfidanim 9 ml DMEM
média. Pomoci sérologické pipety byly shluky bunék resuspendovany, aby bylo
docileno homogenni suspenze v celém objemu. Resuspendovand bunécna suspenze byla
pfevedena do sterilni 50 ml zkumavky. Pro nésledné pocitani bun€k bylo z této
suspenze do plastové zkumavky odebrano 10 pl. Do kultivacni lahve byl odebran
takovy objem bunécné suspenze, aby po pfidani kultivacniho média celkovy objem
24 ml obsahoval 1 x 10° bungk. Kultivadni lahev byla umisténa zp&t do inkubatoru.

V piipad¢ stabilné transfekované bunééné linie IZ-VDR bylo k bunikam jednou za tyden
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ptidano antibiotikum hygromycin B (HgB). Vysledna koncentrace HgB v bunécné
suspenzi byla 0,2 mg.I™.

3.2.2.2 Pasazovani bunék bunééné linie NHOst

Zasobni lahve obsahujici kultivacni OGM médium a HEPES-BSS byly pied zacatkem
procesu pasazovani piedehiaty ve vodni lazni na teplotu 37°C. Kultivac¢ni lahev
se suspenzi bun¢k byla pfenesena z inkubatoru do laminarniho boxu a dal$i kroky byly
jiz provadény ve sterilnich podminkach. Pomoci odsavacky bylo staré kultivacni
médium odsato. Bunky adherované na povrchu kultivacéni lahve byly promyty 5 ml
HEPES-BSS, roztok byl opét odstranén pomoci odsavacky a k buitkkam byly ptidany
2ml roztoku trypsin-EDTA. Kultiva¢ni lahev byla uzaviena a umisténa zpét
do inkubatoru. Bunky byly vystaveny pusobeni roztoku trypsin-EDTA po dobu 5 min.
Po uplynuti této doby byla kultivacni lahev pfenesena zpét do laminarniho boxu
a proteolyticka aktivita zastavena pfidanim 4 ml roztoku trypsin neutralizing solution
(TNS). Buné¢na suspenze byla pienesena do plastové zkumavky o objemu 15 ml.
Kultivaéni lahev byla promyta 2 ml roztoku HEPES-BSS a obsah ptenesen k bunécné
suspenzi do plastové zkumavky. Ze suspenze byl odebran vzorek 20 pl pro nasledné
pocitani bunck. Zbytek bunécéné suspenze, ktery nebyl pouzit pro experiment, byl
pfenesen zpét do kultivaéni lahve, doplnén kultivaénim médiem tak, aby celkovy objem

20 ml obsahoval 5 x 10° bungk. Kultivaéni lahev byla umisténa zpé&t do inkubatoru.

3.2.3 Pocitani bunék a vyseti na kultivac¢ni desticku

Proces pocitani bun€k probiha s vyuzitim Biirkerovy komurky (viz obr. ¢. 11) mimo
sterilni lamindrni box. V pfipadé vzorku pro pocitani bun¢k u linii LS180 a 1Z-VDR
bylo odebirano do plastové zkumavky 10 pl bunééné suspenze, které byly smichany
s 90 ul roztoku 0,4% (w/v) trypanové modii v PBS. V piipadé vzorku pro pocitani
bunék u linie NHOst bylo z buné¢né suspenze do plastové zkumavky odebrano 20 ul
a smichany s 80 pl roztoku trypanové modii. Na Biirkerovu komirku bylo naneseno
pfiblizn€ 10 pl promichaného roztoku a pomoci mikroskopu byl spocitan pocet Zivych
bunck. Pfi barveni vzorku trypanovou modii dochéazi k obarveni pouze mrtvych bunék.
Zivé buiiky zfistavaji neobarveny, jelikoZ nejsou schopny do svého intracelularniho
prostoru barvivo vpustit. Pocitdny jsou tedy jen bilé neobarvené buiiky. Byl spocitan
pocet zivych bun€k v deseti ¢tvercich a pfepocitan na mnozstvi zivych bun¢k v 1 ml

suspenze. Burnky buné¢né linie LS180 byly vysety na 6 nebo 12 jamkové desticky tak,
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aby vkazdé jamce byl piiblizn¢ 1 milion bunék v objemu 1,5ml, ¢ili na cely
experiment bylo potieba 7 milionti bunék ve 12 ml DMEM média, pokud je pfipoctena
i rezerva. Buiikky bunééné linie IZ-VDR byly vysety na 96 jamkové desticky tak, aby
v kazdé jamce bylo piiblizné 25000 bun¢k v objemu 200 pl. Jednotlivé koncentrace
byly vysety v triplikatu, ¢ili na cely experiment bylo potieba 0,5 milionu bunék ve 4 ml
DMEM média, pokud je pfipoctena i rezerva. Buiiky bunécné linie NHOst byly vysety
na 6 nebo 12 jamkové desticky v pfipadé stanovovani hladin vybranych transkripti
aproteini a na 96 jamkové desticky v pfipadé méfeni cytotoxicity. V piipadé
12 jamkové desticky je koncentrace vyseti 10% bundk na jamku v objemu 1 ml,
v piipadé 96 jamkové desticky je hustota vyseti 5000 bungk na 1 cm? (objem 200 pl).
Bunky jednotlivych bunéénych linii byly vysety na kultivacni desticky V potfebném
objemu dle vypocti. Desticky byly uzavieny a pfeneseny do inkubatoru. Nasledovala

stabilizace bun¢k po dobu 24 h pti 37°C, 5 % CO, a vihkosti 95 %.

3.2.4 Treatment

Po 24 h stabilizaci byla kultiva¢ni desti¢ka pfenesena z inkubatoru do laminarniho
boxu, star¢ médium bylo odsato a nahrazeno novym, ve kterém byly rozpustény
testované latky v potifebnych koncentracich. Testovany byly nanocastice grafen oxidu
0 vyslednych koncentracich v roztoku 0,02 pg.ml™?, 0,2 pg.ml™, 2 pg.ml™ a 20 pg.mi™.
Experimenty byly provadény v antagonistickém modu, proto byl ke kazdé koncentraci

grafen oxidu pridan synteticky kalcitriol o koncentraci 50nmol.I"* v poméru 1:1000.

[ >l |€
0,2 1 mm 0,05

A
v

Obrazek ¢. 11: Biirkerova komiirka. Komurka pouzivana k pocitani zivych bunék v bunééné
suspenzi, jejiz poéitaci sit’ je slozena z deviti velkych &tverct o celkové plose 1 mm? Jednotlivé
velké Gtverce jsou rozdéleny na skupinu malych, jejichz plocha tvoii 0,04 mm?. Po piekryti
komurky krycim sklem vznika prostor hluboky 0,1 mm (pievzato z Frébortova, 2016).
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kalcitriol

kalcitriol

Obrazek ¢. 12: Schéma rozvrZeni 6 a 12 jamkové Kkultivacni desticCky po naneseni
testovanych latek. V jamce Al je nanesena negativni kontrola — DMSO a kultiva¢ni médium
v poméru 1:1000, v jamce B1 je nanesena kontrola pozitivni — synteticky kalcitriol a kultivacni
médium v poméru 1:1000. Jamky A2, A3, B2 a B3 obsahuji jednotlivé koncentrace GO
rozpusténé v kultivacnim médiu.

Jako negativni kontrola bylo pouZito DMSO v kultivaénim médiu v poméru 1:1000,
ktera byla oznacena jako UT (untreated) a jako pozitivni kontrola byl pouzit synteticky
kalcitriol o koncentraci 50 uM v poméru 1:1000 (obr ¢. 12). Po pfidani rozpusténych
chemikalii k bunkam byla kultivacni desticka pfenesena zpét do inkubatoru. Bunky byly

vystaveny pusobeni testovanych latek po dobu 24 h pii 37°C, 5% CO- a vihkosti 95%.

3.2.5 lzolace mMRNA

Izolace mMRNA byla provedena s pouzitim TRI Reagent®. Po uplynuti 24 h inkubace
bylo star¢é médium zjamek vyklepnuto a kultivacni desticka osuSena na buniciné.
Buniky byly promyty 1 ml vychlazenym PBS a kultiva¢ni desticka opét osusena
na bunicing. Nasledné byl k buitkkdm pifidan 1 ml TRI Reagentu, pomoci Skrabky byly
adherované bunky oddé€leny od povrchu kultivacni desticky a homogenat byl pfenesen
do piipravenych plastovych zkumavek o objemu 1,5 ml. Ke kazdému vzorku bylo
pfidano 200 pl chloroformu a obsah protfepan po dobu 1 minuty. Po protfepani
se vzorky nechaly stat pfi laboratorni teplot€¢ po dobu 8 min, aby doSlo k oddéleni
jednotlivych fazi. Vzorky byly centrifugovany pii 13 000 otacek x min™ a 4°C po dobu
15 min. Po centrifugaci byla pfenesena horni vodna faze kazdého vzorku o objemu
500 pl do cistych plastovych zkumavek o objemu 1,5 ml. RNA byla precipitovana
pfidanim 500 pl isopropanolu, roztok zvortexovan po dobu 10 s. Vzorky byly
inkubovany po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté a po inkubaci znovu centrifugovany
pii 13 000 otacek x min™ a 4°C po dobu 5 min. Doslo k vysrazeni RNA na dné
zkumavky, supernatant byl odstranén a pelet promyt 1 ml 75% ethanolu, ktery byl
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vychlazeny na teplotu -20°C. Opét byla provedena centrifugace pfi
13 000 otagek x min™ a 4°C po dobu 5 min, supernatant odstranén slitim, pelet promyt
1 ml vychlazeného 75% ethanolu a jesté jednou centrifugace pii 13 000 otacek X min
a4°C po dobu 5 min, supernatant odstranén slitim. K peletu bylo pfidano 50 ul vody
zbavené ribonukleaz. Vzorky byly inkubovany v termobloku pfi teploté 65°C po dobu
5min a nasledné¢ zchlazeny na ledu. Pomoci pfistroje NanoDropl1000 byla
spektrofotometricky zméiena koncentrace a Cistota izolované RNA. Tento postup byl
pouzit pfi vyseti bunék na 6 jamkovou kultivacni desticku. V piipad¢ vyseti bun¢k
na 12 jamkovou kultiva¢ni desticku byl pouzit stejny postup, ale polovicni objem

uvedenych reagencii.

3.2.6 Reverzni transkripce

Na zéklad¢ koncentraci ziskané RNA byly pfipraveny vzorky pro reverzni transkripci
tak, aby kazdy vzorek o objemu 5 pl obsahoval 1000 ng izolované RNA. Do kazdého
vzorku byl pfidan 1 pl roztoku Random Primers 6 (c =100 pmol.I"), vzorky byly
inkubovany v termobloku pi#i 65°C po dobu 5 min. Po inkubaci byly vzorky zchlazeny
na ledu a zcentrifugovany (short spin). Dle tabulky 1 byla pfipravena reakéni smés
a do kazdého vzorku bylo pfidano 6 pl této smési. Vzorky Sreakéni smési byly
zcentrifugovany (short spin), inkubovany v termobloku pii teploté 42°C po dobu 1 h
a poté inkubovany v termobloku pfi teploté 65°C po dobu 10 min. Po inkubaci byly
vzorky zchlazeny na ledu po dobu 2 min a ziskana cDNA 5x natfedéna piidanim 48 pl
PCR H0.

Tabulka 1: SloZeni reakéni smési pro reverzni transkripci. Uvedené objemy jsou vztazeny
k reakéni smési pro 1 vzorek.

Reagencie Objem [pl]
Reverzni transkriptasa M-MuLV 0,6
Inhibitor ribonukleaz 0,3
dNTPs (10mM stock) 0,6
Reak¢ni pufr (10x koncentrovany) 1,2
PCR voda 3,3
Celkem 6,0
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3.2.7 RT-qgPCR

Piiprava reakénich smési pro RT-gPCR byla provedena s vyuzitim dvou rtznych
metod. Exprese geni GAPDH, CYP24Al a BGLAP byla studovana za pouziti
specifickych UPL sond. Smés primerd byla pfipravena smichanim 10 pl forward
primeru (F), 10 ul reverse primeru (R) a doplnéna 180 ul PCR vody. Pro studium
exprese geni VDR a SPP1 byla pouzita komercné piedpiipravend smeés primera
a specifické UPL sondy (Custom Assay). Jednotlivé reak¢éni smési byly piipraveny dle
tabulek 2 a 3. Mikrotitracni desticka (96 jamek) byla umisténa na led a do kazdé jamky
bylo napipetovano 8 ul reakéni smési pro kazdy vzorek v triplikdtu. Do kazdé jamky
bylo k reakéni smési pfidano 2 pl vzorku cDNA. Mikrotitraéni desticka byla pielepena
folii a centrifugovana pii 1500 otaéek x min™ po dobu 3 min. Destitka se vzorky byla
umisténa do pristroje Light Cycler, podminky PCR reakce byly nastaveny dle tabulky 4
a reakce byla spusténa.

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro RT-gPCR. Uvedené objemy jsou vztazeny k reakéni
smesi pro 1 vzorek.

Reagencie Objem [pl]
Sm¢és primert F+R 0,8
Specifickad UPL proba 0,2
Probe master (2x koncentrovany) 50
PCR voda 2,0
Celkem 8,0

Tabulka 3: SloZeni reakéni smési pro RT-PCR - Custom Assay. Uvedené objemy jsou
vztazeny k reakéni smési pro 1 vzorek.

Reagencie Objem [pl]
Real-Time Ready Assay (primery + UPL sonda) 0,5
Probe master (2x koncentrovany) 50
PCR voda 2,5
Celkem 8,0
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Tabulka 4: Nastaveni RT-gPCR reakce.

Format detekce Mono Color Hydrolysis Probe/UPL Probe
Celkovy objem 10 ul
Cyklus Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Preinkubace 95 10 min 1
95 10s
Amplifikace 45
60 30s
Chlazeni 40 30s 1

3.2.8 Izolace proteinii pro Western blotting a Sally Sue

Po uplynuti 24 h inkubace bylo staré médium z jamek vyklepnuto a kultiva¢ni desticka
osuSena na buni¢iné. Buniky byly promyty 1 ml vychlazenym PBS a kultivaéni desticka
opct osuSena na buni¢iné. Nasledné byl k buitkdm pfidan 1 ml vychlazeného PBS,
pomoci Skrabky byly adherované bunky oddéleny od povrchu kultivacni desticky
a homogenat byl pienesen do ptipravenych plastovych zkumavek o objemu 1,5 ml.
Roztok byl centrifugovan pii 4000 otacek x min™ pfi teploté 4°C po dobu 3 min.
Po centrifugaci byl supernatant odstranén a k peletu bylo ptfidano 80 pl lyza¢niho pufru,
jehoz slozeni je uvedeno v tabulce 5. Vzorky byly propipetovany, vortexovany
a sonikovany. Homogenat byl nasledné centrifugovan pii 13 000 otacek x min™
pfi teploté 4°C po dobu 15 min. Po centrifugaci byl supernatant obsahujici proteiny
pfenesen do novych mikrozkumavek. Koncentrace proteinii byla zméfena pomoci
metody Bradfordové. Jednotlivé vzorky byly méfeny v duplikatu v 96 jamkové desticce.
Pro vytvoteni kalibracni kiivky byla pouzita PCR voda a roztoky BSA o koncentraci
0,25 mg.ml™ a 0,5 mg.ml™. Do kazdé jamky bylo piidino 10 pl testovaného vzorku
a 200 pl Bradfordova c¢inidla. Spektrofotometricky byla zméfena absorbance roztokl
pii vinové délce 595 nm. Pomoci kalibraéni kiivky byla stanovena koncentrace proteinii

obsazenych v roztoku.
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Tabulka 5: SloZeni lyza¢niho pufru.

Reagencie SloZeni Celkovy objem
50 mM HEPES
Lysis buffer for proteins 5mM EDTA
pH 7,5 150 mM NaCl tom
1% Triton X-100
MnoZstvi
Inhibitor fosfataz 1 tableta
Inhibitor proteaz 100 pl

3.2.9 Western blotting

Stanoveni hladin vybranych proteind regulovanych VDR probihalo dvéma zpisoby.
Pro stanoveni hladin proteint CYP24A1 a VDR u bunééné linie LS180 byla proveden
SDS-PAGE, semi-dry blotting z gelu na PVDF membranu a vyhodnoceni probihalo
detekci chemilumiscence pomoci pfistroje Li-COR. Stanoveni hladin proteini
CYP24A1, osteokalcin, osteopontin a VDR u bunééné linie NHOst bylo provedeno

pomoci piistroje Sally Sue Simple Western.

3.2.9.1 Priprava vzorki pro SDS-PAGE

Vzorky byly nafedény do novych mikrozkumavek o objemu 0,5 ml tak, aby roztok
0 objemu 20 ul obsahoval 20 pg proteint. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 20 pul
vzorkovaciho 2x koncentrovaného LB pufru (vysledna koncentrace v roztoku 1x).
Vzorky byly denaturovany v termobloku pti 95°C po dobu 5 min. Po denaturaci byly

vzorky zchlazeny na ledu.

3.2.9.2 SDS-PAGE

PodloZni a kryci skla byla ociSténa ethanolem a upevnéna do stojanu. Byl pfipraven
roztok pro 10% separacni gel, jehoz slozeni je uvedeno v tabulce 6. Roztok byl
promichén a nalit mezi skla pfiblizné 1 cm od vrchniho okraje skla. Roztok separaéniho
gelu byl pfevrstven 2 x 200 pl isopropanolu. Po ztuhnuti separa¢niho gelu byl
isopropanol odstranén a omyt deionizovanou vodou. Nésledné byl pfipraven roztok pro
10% =zaostiovaci gel, jehoz slozeni je uvedeno v tabulce 7. Zaostiovaci gel byl
napipetovan na separacni gel, mezi skla byl vlozen hiebinek a gel se nechal ztuhnout.

Po ztuhnuti byl gel vyjmut ze stojanku a umistén do elektroforetické cely, do které byla
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Tabulka 6: SloZeni separacniho gelu. V tabulce je uveden seznam chemikalii pouzitych pro
pripravu 10% separac¢niho gelu o tloustce 1,5 mm a jejich objemy. Tetramethylethylendiamid
(TEMED) a peroxodisiran amonny (APS) byly pfidany jako posledni komponenty tésné pied
nalévanim gelu.

Reagencie Objem
dH,0 4,9 ml
4x running gel buffer (Tris/HCI, pH 8,8) 2,5 ml
40% solution akrylamid/bisakrylamid 2,5 ml
10% (w/w) roztok SDS 100 pl
TEMED 10 pl
10% (w/w) roztok APS 100 pl
Celkem 10,11 ml

Tabulka 7: SloZeni zaostfovaciho gelu. V tabulce je uveden seznam chemikalii pouzitych pro
ptipravu 10% zaostfovaciho gelu o tloustce 1,5 mm a jejich objemy. Tetramethylethylendiamid
(TEMED) a peroxodisiran amonny (APS) byly pfidavany byly pfidany jako posledni
komponenty tésné€ pied nalévanim gelu.

Reagencie Objem
dH,0 2,56 ml
4x stacking gel buffer (Tris/HCI, pH 6,8) 1,00 ml
40% solution akrylamid/bisakrylamid 0,40 ml
10% (w/w) roztok SDS 40 ul
TEMED 8 ul
10% (w/w) roztok APS 20 pl
Celkem 4,028 ml

naplnéna migracnim pufrem. Hiebinek byl opatrné vyjmut z gelu. Do prvni jamky byly
naneseny 2 ul standardu molekulové hmotnosti, do nasledujicich jamek byly
napipetovany ptipravené vzorky o objemu 37 pl. Elektroforeticka cela byla uzaviena
aptipojena je zdroji napéti, byl nastaven konstantni proud 40 mA. Vzorky byly

separovany po dobu 1 h.

3.2.9.3 Priprava transferového pufru a roztoku Ponceau S Rouge

Pfed samotnym semi-dry pfenosem proteini na membranu bylo potieba pfipravit
transferovy pufr a roztoku Ponceau S Rouge pro nasledné barveni membrany s proteiny.

Pro ptipravu transferového pufru byl pouzit roztok 10x koncentrovaného transferového
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pufru, methanol a dH,O v poméru 1:2:7. Pro barveni byl ptipraven 0,1% (w/v) roztok

Ponceau S Rouge v 5% kyselin¢ octové.

3.2.9.4 Pienos proteini na membranu (Semi-Dry)

Polyvinylidenfluoridova (PVDF) membrana byla rehydratovana v 100% methanolu
po dobu 3 min, promyta v dH,0 (2x po 5 min) a umisténa do transferového pufru. Byla
sestavena blotovaci aparatura. Na elektrodu byly umistény 2 filtracni papiry (navlhéené
transferovym pufrem), PVDF membréana, gel s proteiny a opét 2 navlhcené filtracni
papiry. Aparatura obsahuje celkem 4 pozice. V piipadé pienosu proteind z jednoho gelu
byly zbylé 3 prazdné pozice zaplnény 4 navlhéenymi filtraCnimi papiry. Aparatura byla
uzaviena a pfipojena ke zdroji, byl nastaven konstantni proud 380 mA. Proces pfenosu
proteini na membranu probihal po dobu 1,5h. Po dokonceni procesu byla PVDF
membrana obsahujici pfenesené proteiny promyta v dH,O (3x po 5 min) a barvena
pomoci piipraveného Ponceau S. Rouge po dobu 5 min, nasledné opét promyta v dH,O
(5x po 2 min). Membrana byla vysuSena na filtratnim papife, ofiznuta a zatavena

do folie.

3.2.9.5 Detekce proteinii

Membrana s proteiny byla rehydratovana v 100% methanolu, promyta dH,O (3x
po2min) a umisténa do pfipraveného roztoku 1x TBS-Tween (50 ml 2x
koncentrovaného TBS, 950 ml dH,O a 0,5 ml Tween 20). Byl ptipraven 5% (w/v)
roztok mléka v TBS-Tween a 5% (w/v) roztok BSA v TBS-Tween. Membrana byla
umisténa do pfipraveného 5% roztoku nizkotu¢ného mléka a inkubovana 1 h
na kyvackach (MR-12, Biosan, rychlost 19). Dle tabulky 8 byl pfipraven roztok
primarni protilatky v 5% roztoku BSA v TBS-Tween. Membrana byla umisténa do 5%
roztoku BSA v TBS-Tween a inkubovana s pfislusnou protilatkou na kyvackach,
pies noc, pii 4 °C. Nasledujici den byla membrana promyta v roztoku 1x TBS-Tween
(3x po 5 min). Byl pfipraven 2,5% (w/v) roztok mléka v TBS-Tween, do kterého byla
pfidana sekundarni protilatka (fedéni viz tabulka 8). Membrana byla inkubovana
s roztokem sekundérni protilatky na kyvackach, po dobu 45 min pfi laboratorni teploté.
Po inkubaci byla membrana promyta v roztoku 1x TBS-Tween (3x po 5 min) a byl
pfipraven substrat pro detekci (luminol substrat + luminol enhancer v poméru 1:1).
Membréana byla s timto roztokem inkubovana po dobu 5 min a nasledné¢ byl méfen

chemiluminiscen¢ni signal pomoci pfistroje Li-Cor.
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Tabulka 8: Pomér fedéni protilatek. Primarni protilatky byly fedény v 5% roztoku BSA
v TBS-Tween, sekundarni protilatky byly fedény v 2,5% roztoku mléka v TBS-Twenn.

Protilatka Redéni
primarni B-aktin (mouse monoclonal) 1:3000
primarni CYP24A1 (goat polyclonal) 1:250
primarni VDR (mouse monoclonal) 1:500
sekundarni -aktin (anti-mouse) 1:2000
sekundarni CYP24A1 (anti-goat) 1:5000
sekundarni VDR (anti-mouse) 1:2000

3.2.10 In vitro translace
Pii detekci proteinu VDR pomoci metody Western blottingu byl pozorovan velky
vyskyt nespecifickych past, které mohly byt zplsobeny vazbou protilatky na obé
izoformy VDR (VDRA a VDRB1). Pomoci metody in vitro translace byly za pouziti
plasmidové DNA izoforem VDRA a VDRBI pfipraveny vzorky pro kazdou izoformu,
aby bylo mozné ziskané nespecifické pésy pfifadit ke konkrétnimu typu a vysledky
vyhodnotit.

Reagencie byly vyjmuty z mrazaku (-80 °C), rozmrazeny a byla pfipravena reak¢ni
smés dle tabulky 9. Poté byly vzorky opatrné propipetovany a inkubovany v termobloku
pti 45 °C po dobu 1h. Pfipravené vzorky byly zpracovany metodou Western blottingu.

Tabulka 9: Priprava reakéni smési pro in vitro translaci.

Reagencie Objem
TNT Quick Master Mix 40 ul
Methionin (1ImM, soucast kitu) 1l
plasmidova DNA VDRA (OHu25453) 1w
plasmidova DNA VDRB1 (OHu20926) 0,9 ul
dH,0 doplnit do 50 ul

3.2.11 Sally Sue Simple Western

Proteiny izolované z NHOst byly analyzovany pomoci kapilarniho Western blottingu
s vyuzitim Sally Sue Simple Western. Jednotlivé proteinové vzorky byly po zméfeni

koncentraci pomoci Bradfordovy metody natfedény vysoce piecisténou vodou (PCR
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H,0) na vyslednou koncentraci 1 mg.ml™. Pfiprava reagencii, piiprava desticky
a spusténi samotné reakce probehly dle pokynl vyrobce. Analyzovany byly proteiny
CYP24A1, VDR, BGLAP, SPP1 a B-aktin. V ptipadé B-aktinu byla primarni protilatka
fedéna v roztoku Antibody diluent v koncentraci 1:500. U vSech ostatnich primarnich
protilatek byla pouzita maximalni koncentrace (10 pl). Analyza vysledkd probihala

pomoci softwaru Compass for SW.

3.2.12 MTT Assay

Jedna se kolorimetricky test, ktery je zaloZen na fungovani specifickych dehydrogenas
vV mitochondriich zivych (metabolicky aktivnich) bunék. Tyto dehydrogenasy redukuji
zluty solubilni 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid (MTT)
na nerozpustny formazan.

Cytotoxické pisobeni grafen oxidovych nanocastic bylo sledovano pomoci MTT testu
na bunkach bunécné linie NHOst a 1Z-VDR (stabilné transfekovana VDR-responzivni
linie), ktera byla odvozena z nadorové linie LS180. Koncentrace vyseti a proces
treatmentu viz kapitola treatment. Po treatmentu byla kultivaéni desticka vyjmuta
Z inkubatoru, staré médium bylo odstranéno a builky opatrné promyty PBS.
Po odstranéni PBS byla desticka osusena na buni¢iné a do kazdé jamky bylo
napipetovano 100 pl pfipraveného MTT ¢inidla (fedéni s kultivaénim médiem v poméru
1:9, finalni koncentrace MTT 0,3 mg.I™). Kultivaéni desticka byla uzaviena a umisténa
zpét do inkubatoru. Inkubace s MTT probihala po dobu 30 min, dokud nedoslo
k vytvofeni krystalti formazanu. Krystalky byly rozpustény ptidanim 30 pl rozpoustédla
DMSO (piisobeni 5 min). Vysledky byly vyhodnoceny spektrofotometricky pii vinové
délce 565 nm pomoci ptistroje Tecan I-Control (Infinite 200).

V priibéhu MTT testu bylo také provedeno mikroskopické pozorovani morfologie
bun¢k NHOst po vystaveni pisobeni GO. Buiiky byly fotografovany pomoci digitalniho
mikroskopu s kamerou a programu Scope Image 9.0.

3.2.13 Resazurin Cell Viability Assay

Tato metoda se pouziva pro stanoveni cytotoxického piisobeni. Jedné se o fluorescenéni
assay, kdy dochazi k redukci modrého nefluorescen¢niho barviva resazurinu na rizove
zbarveny a silné fluorescenéni resorufin. Ktéto konverzi dochdzi pouze
v Zivotaschopnych butikach, a proto je mnozstvi produkovaného resorufinu imeérné

poctu zivotaschopnych bun¢k ve vzorku.
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Buriky bunécné linie IZ-VDR a buiky NHOst byly vysety na 96 jamkovou desticku,
poté byl proveden treatment (koncentrace vyseti a proces treatmentu viz kapitola
treatment). Po inkubaci s nanoc¢asticemi GO bylo staré médium odstranéno a nahrazeno
roztokem resazurinu (10% pocate€niho objemu v jamce). Desticka byla pienesena
zpatky do inkubatoru, inkubovana 1,2 h pfi teploté¢ 37 °C, vlhkosti 95% a CO, 5%.

Nasledné byla zmétena troven fluorescence (excitace 560 nm, emise 600 nm).

3.2.14 Reporter Gene Assay

Touto metodou byla testovana transkripcni aktivita VDR meéfenim aktivity luciferazy.
Bunééna linie 1Z-VDR obsahuje VDRE sekvenci a za ni je zaklonovan reportérovy gen
pro luciferazu (NanoLuc). Po pfidani substratu furimazinu a ATP dojde k enzymatické
reakci a vznikda luminiscenéni zafeni, které je zaznamenano luminometrem a dale
vyhodnoceno. Emise svétla stanovuje aktivitu luciferazy. Mira aktivity reportérového
genu je pfimo umérna transkripéni aktivit¢ VDR.

Metoda reporter gene assay byla provadéna ve dvou modech — agonistickém
(bez piitomnosti piirozeného ligandu VDR Kkalcitriolu) a antagonistickém (kalcitriol
50nmol.ml™). Po treatmentu byla provedena lyze bungk. Kultivaéni destitka byla
vyjmuta z inkubatoru, staré médium odstranéno a desti¢ka byla osusena na buniéiné.
Do kazdé jamky bylo ptidano 30 pl pfipraveného lyza¢niho pufru (5x Reporter Lysis
Buffer, fedéni s dH,O v poméru 1:4), desticka byla uzaviena, pielepena lepici paskou
a umisténo do -80 °C na minimalni dobu 20 min. Po Gplném zamrazeni lyza¢niho pufru
byla desticka vyjmuta a umisténa na kyvacku, kde byla ponechana pii laboratorni
teploté¢ aZz do Uplného roztani lyzatu. Mezitim byl pfipraven substrat pro méteni
luciferazové aktivity smichanim 5 ml pufru Nano-Glo® Luciferase Assay buffer
se 100 pl substratu Nano-Glo® Luciferase Assay substrate. Do kazdé jamky cerné 96
jamkové desticky bylo preneseno 10 pl lyzatu a 10 ul pfipraveného substratu. Pomoci
pfistroje Tecan I-Control (Infinite 200) byla méfena troven luminiscence stanovujici

aktivitu luciferazy.
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4 VYSLEDKY

4.1 MTT Assay

Pomoci MTT testu byla stanovena cytotoxicita zkoumanych koncentraci GO
a porovnana s vysledky z bakalaiské prace. Bylo potieba verifikovat, zda nanocastice
GO od nového dodavatele (Sigma) nevykazuji jinou miru cytotoxicity, nez ty puvodni
pouzité v ramci experimentalni ¢asti bakalaiské prace (Bimake). Pro porovnani byly
testovany buniky bunééné linie 1Z-VDR a nésledné také buniky primarni bunécné linie
NHOst. Buiiky byly vystaveny ptisobeni nano&stic GO o koncentracich 0,02ug.ml™,
0,2ug.ml™, 2pg.ml™* a 20pg.ml* po dobu 24h. Vysledky byly vyhodnoceny
spektrofotometricky pii vinové délce 565 nm.

Vysledky ptsobeni nanocastic GO na bunky bunécné linie IZ-VDR ukazuji, Ze ani
V jednom piipadé nedoslo k signifikantnimu poklesu metabolické aktivity bunck vici
negativni kontrole (graf €. 1). Tyto vysledky potvrzuji vysledky ziskané v prubéhu
bakalaiské prace (dodavatel Bimake), tedy Ze ani nové ¢astice GO od dodavatele Sigma

nemaji vliv na metabolickou aktivitu bunék.

MTT Assay, 1Z-VDR
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Graf ¢. 1: Metabolicka aktivita linie 1Z-VDR stanovena metodou MTT testu. Tento graf
znazornuje procentualni metabolickou aktivitu bun¢k linie 1Z-VDR po vystaveni plisobeni
nanoéastic GO o koncentracich 0,02ug.ml™, 0,2ug.ml™, 2ug.mi™* a 20pg.ml™ po dobu 24 h.
Vysledky jsou vztazené vzhledem k negativni kontrole (FBS-DMEM médium bez nanocastic
GO), ktera predstavuje hodnotu 100% metabolické aktivity a je oznacena jako UT. Vysledky
jsou pruméry 4 nezavislych experimentu.
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Graf ¢. 2: Metabolicka aktivita linie NHOst stanovena metodu MTT testu. Tento graf
znazoruje procentudlni metabolickou aktivitu bunck linie NHOst po vystaveni plsobeni
nanoéastic GO o koncentracich 0,02ug.ml™, 0,2ug.ml™, 2ug.mi*a 20ug.ml™ po dobu 24 h.
Vysledky jsou vztazené vzhledem k negativni kontrole (OGM médium bez nanocastic GO),
ktera predstavuje hodnotu 100% metabolické aktivity a je oznacena jako UT. Vysledky jsou
priméery 6 nezavislych experimentti. Symbol * oznacuje hodnoty vyhodnocené Studentovym
t-testem (p < 0,05) jako statisticky vyznamné vi¢i UT.

Vysledky plsobeni nanocastic GO na builky bunécéné linie NHOst ukazuji,
ze k signifikantnimu snizeni metabolické aktivity doslo v pfipadé vystaveni bunék
nanoé&asticim GO o koncentraci 20pug.ml™ (graf €. 2). Zaznamenany pokles byl piiblizné
10%, a tak lze konstatovat, Ze nanocéastice GO neptisobi na tento typ bunék vyznamné

cytotoxicky.

4.2 Resazurin Assay
Vzhledem k tomu, Ze interakce GO s MTT muze vést k fale$né pozitivnim vysledkiim
(Liao et al., 2011), byla pro verifikaci sledovana cytotoxicita zkoumanych slouc¢enin
také pomoci metody Resazurin Assay. Buiiky bunééné linie 1Z-VDR a NHOst byly
vystaveny pisobeni nanocastic GO o koncentracich 0,02pg.ml?, 0,2ug.ml™, 2pg.mi™
a 20pg.ml™ po dobu 24 h.
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Resazurin Assay, 1Z-VDR
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Graf €. 3: Metabolicka aktivita linie IZ-VDR stanovend metodou Resazurin Assay. Tento
graf znazornuje procentualni metabolickou aktivitu bun¢k linie NHOst po vystaveni plisobeni
nano¢astic GO o koncentracich 0,02ug.ml™, 0,2ug.ml™, 2ug.ml™* a 20ug.ml™* po dobu 24 h.
Vysledky jsou vztazené vzhledem k negativni kontrole (FBS-DMEM médium bez nanocastic
GO), ktera predstavuje hodnotu 100% metabolické aktivity a je oznaCena jako UT. Vysledky
jsou pruméry 4 nezavislych experimentu.
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Graf ¢. 4: Metabolicka aktivita linie NHOst stanovena metodou Resazurin Assay. Tento
graf znazornuje procentudlni metabolickou aktivitu bun¢k linie NHOst po vystaveni ptisobeni
nano&astic GO o koncentracich 0,02ug.ml™, 0,2ug.ml™, 2ug.ml™ a 20ug.ml™ po dobu 24 h.
Vysledky jsou vztazené vzhledem k negativni kontrole (OGM médium bez nanocastic GO),
ktera predstavuje hodnotu 100% metabolické aktivity a je oznacena jako UT. Vysledky jsou
priméry 6 nezavislych experimentti. Symbol * oznacuje hodnoty vyhodnocené Studentovym
t-testem (p < 0,05) jako statisticky vyznamné.
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Vysledky plisobeni nanocdstic GO na bunky bunééné linie 1Z-VDR ukazuji,
ze ani v jednom piipadé nedoslo k signifikantnimu poklesu metabolické aktivity bunék
Naopak u pouzitych koncentraci 2ug.ml™ a 20pg.ml™ je pozorovatelné mirné zvyseni
metabolické aktivity bunék (graf ¢. 3). Tyto odchylky vsak nebyly pomoci Studentova
t-testu vyhodnoceny jako statisticky vyznamné. Vysledky potvrzuji, Ze zadna
Z pouzitych koncentraci nanocastic GO nevykazuje vici buitkdm bunééné linie IZ-VDR
cytotoxické ucinky.

Vysledky pisobeni nanocastic GO na bunky bunééné linie NHOst ukazuji
koncentra¢né zavisly pokles metabolické aktivity bunék NHOst (graf ¢. 4). U pouzitych
koncentraci 2pg.ml™ a20pg.ml™ byl tento pokles vyhodnocen pomoci Studentova
t-testu jako statisticky vyznamny. Je zde tedy patrné, Ze nanocastice GO piisobi na tento

typ buné¢k cytotoxicky.

4.3 Mikroskopické pozorovani nanocastic GO

V pribéhu experimentd byla sledovana zména morfologie bunék NHOst po vystaveni

pusobeni nanocastic GO (obr. ¢. 13). Ve srovnani s negativni kontrolou, kde je
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Obrazek ¢. 13: Buitky NHOst po 24 h inkubaci s GO. Cast A zachycuje UT a pozorovatelné
jsou pouze adherované buiiky bez GO. Cast B zachycuje buiiky vystavené ptisobeni nano¢astic
GO o koncentraci 0,2ug.ml™, ¢ast C zachycuje buiiky vystavené plisobeni nanogastic GO
o koncentraci 2ug.ml™ a &ast D zachycuje buiiky vystavené pisobeni nanodastic GO
o koncentraci 20pg.ml™. V &stech B, C a D jsou pozorovatelné struktury GO oznagené Eernou
Sipkou.
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pozorovatelny protahly ovalny tvar bun¢k (obr. €. 13 A), buniky vystavené piisobeni GO
mély lehce pozménénou morfologii a GO mél vétsi tendenci vytvaret shluky (obr. €. 13
B-D, oznacené¢ Sipkami). Nicmén¢ zména morfologie koreluje s poklesem metabolické

aktivity NHOst bunék stanovené pomoci metody Resazurin Assay.

4.4 Reporter Gene Assay
Bunky bunécné linie 1Z-VDR byly vystaveny ptisobeni nanoc¢éastic GO o koncentracich
0,02ug.ml™, 0,2ug.ml™?, 2pug.mi™* a 20pug.ml™* v nepfitomnosti (agonisticky mod) nebo
pFitomnosti (antagonisticky méd) kalcitriolu o koncentraci 50nmol.I™ po dobu 24 h.

Pii sledovani agonistického ptisobeni latek nebylo ani u jedné z pouzitych koncentraci
GO pozorovano signifikantni zvysSeni aktivace VDR receptoru, nicméné pozitivni
kontrola kalcitriol aktivoval signifikantné receptor asi o 14 néasobek vici negativni

kontrole (graf ¢. 5).

Reporter Gene Assay - Agonisticky méd
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Graf ¢. 5: Agonistické pusobeni liatek. Bunécna linie 1Z-VDR byla vystavena pusobeni
nanoéastic GO o koncentracich 0,02ug.ml™, 0,2ug.ml™*, 2ug.ml* a 20pg.mli* po 24 h.
Nasledn¢ byla stanovena aktivita luciferazy, kterd je pifimo umeérna mife aktivace VDR.
Vysledky jsou nasobky negativni kontroly (UT), ktera piedstavuje hodnotu 1. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit synteticky kalcitriol, pfirozeny ligand VDR. Vysledky jsou priméry 3
nezavislych experimenti. Koncentrace GO jsou uvedeny v jednotkach pg.ml™. Symbol *
oznacuje hodnoty vyhodnocené Studentovym t-testem (p < 0,05) jako statisticky vyznamné.
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Graf ¢. 6: Antagonistické pusobeni latek. Bunééna linie IZ-VDR byla po 24 h vystavena
piisobeni nanoéastic GO o koncentracich 0,02ug.ml™, 0,2pg.ml?, 2ug.ml™ a 20pg.mi*
s pridanim syntetického kalctiriolu (50nmol.I"") pro aktivaci VDR. Nasledné byla stanovena
aktivita luciferazy, kterd je pfimo umernd mife aktivace VDR. Vysledky jsou vztazeny
vzhledem K pozitivni kontrole (kalctiriol), ktera ptedstavuje hodnotu 100%. Negativni kontrola
je oznacena jako UT. Vysledky jsou priméry 5 nezavislych experimentti. Koncentrace GO
jsou uvedeny v jednotkach pg.ml™.

Pfi sledovani inhibice transkripéni aktivity VDR vedla kombinace kalcitriolu s GO
K nesignifikantnimu navyseni aktivity viuci kalcitriolu samotnému (graf ¢. 6). V piipade
koncentrace GO 20pug.ml™ bylo zaznamenéno snizeni aktivace VDR oproti pozitivni
kontrole, ovSem toto nebylo vyhodnoceno jako statisticky vyznamné. Vysledky
vykazuji stejny trend, jaky byl pozorovan v ramci predeslych experimentti v bakalarské
praci. Zadna zpouzitych koncentraci GO nevykazuje agonistickou aktivitu vici

aktivovanému VDR.

4.5 Exprese na urovni RNA v bunééné linii LS180

Pomoci RT-gPCR byla u genu CYP24A1 stanovena exprese na trovni RNA. CYP24A1
je cilovym genem VDR a funguje jako marker jeho aktivity (Anderson et al., 2006). Byl
sledovan vliv nanogastic GO o koncentraci 0,02ug.ml?, 0,2ug.ml™?, 2pg.mi™
a 20ug.ml™ v kombinaci s kalcitriolem o koncentraci 50nmol.I"* naindukci exprese
tohoto genu (graf ¢. 7). Nasledné byl proveden Studentiv t-test pro stanoveni statisticky

vyznamnych hodnot. Indukce exprese CYP24A1 kalcitriolem se pohybovala v rozmezi
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Exprese CYP24A1 na urovni RNA, LS180
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Graf ¢. 7: Exprese genu CYP24A1 na urovni RNA v bunééné linii LS180. Bunécna linie
L.S180 byla po 24 h vystavena pisobeni nanoéastic GO o koncentracich 0,02ug.ml™, 0,2ug.ml
L 2ug.mlt a 20pg.ml™ s pridanim syntetického kalctiriolu (50nmol.1™) pro aktivaci VDR.
Nasledné byl sledovan vliv GO na indukci exprese genu CYP24A1. Vysledky jsou vztazeny
vzhledem K pozitivni kontrole (kalcitriol), kterd pfedstavuje hodnotu 100%. Vysledky jsou
priméry 7 nezavislych experimentli. Ziskané hodnoty byly normalizovany vzhledem
k housekeeping genu GAPDH. Koncentrace GO jsou uvedeny v jednotkach pg.ml™.

3000-8000 nasobku FI oproti negativni kontrole (UT), coz zna¢i aktivaci VDR.
Vysledky jsou uvedeny v % a jsou vztazeny vzhledem k pozitivni kontrole z ditvodu
lepsiho porovnani indukce. Vysledky dokazuji, ze pouzité koncentrace GO nemaji
signifikantni vliv na kalcitriolem indukovanou expresi genu CYP24A1 na trovni RNA.

4.6 Exprese na urovni proteinu v bunécné linii LS180
Po stanoveni exprese na trovni RNA bylo pomoci Western blottingu sledovano, zda je
mira exprese CYP24A1l zaznamenana na urovni RNA pozorovatelnd také na trovni
proteinu. Na trovni proteinu byla sledovana také exprese samotného VDR. Byl
sledovan vliv nano&astic GO o koncentraci  0,02ug.ml™, 0,2ug.ml*, 2pg.ml™
a 20pg.ml™ v kombinaci s kalcitriolem o koncentraci 50nmol.I™. Nasledns byl proveden
Studentiv t-test pro stanoveni statisticky vyznamnych hodnot.

Pfi stanoveni proteinového produktu genu CYP24Al v bunécné linii LS180 vsak
nebyla pozorovdna indukce kalcitriolem (obr. ¢. 14). Pravdépodobné¢ mohlo jit
0 dusledek variant alternativniho sestfihu, které jiz byly popsany (Zhou et al., 2015),

pripadné mohlo také dojit k nespecifické vazbé protilatek.
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Graf ¢. 8: Exprese VDR na urovni proteinu v bunécné linii LS180. Buné¢na linie LS180 byla
po 24 h vystavena pusobeni nanocastic GO s ptfidanim syntetického kalctiriolu pro aktivaci
VDR. Nasledné byl sledovan vliv GO na indukci exprese na Urovni proteinu VDR. Vysledky
jsou vztazeny vzhledem k pozitivni kontrole (kalcitriol), kterd ptedstavuje hodnotu 100%.
Vysledky jsou pruméry 7 nezavislych experimentii. Ziskané hodnoty byly normalizovany
vzhledem k proteinu B-aktin. Koncentrace GO jsou uvedeny V jednotkach pg.ml™. Symbol *
oznacuje hodnoty vyhodnocené Studentovym t-testem (p < 0,05) jako statisticky vyznamné.
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Obrazek ¢. 14: Reprezentativni western blot detekce proteind B-aktin, CYP24Al1 a VDR.
Obrazek zobrazuje vysledky detekce proteinovych produktd f-aktin (43 kDa), CYP24A1
(59 kDa) a VDR, u kterého byly detekovany izoformy VDRA (48 kDa; ozna¢ena Cervenym
obdélnikem) a VDRB1 (54 kDa; oznacena zlutym obdélnikem). Stanoveni hladin proteinovych
produktti probihalo po vystaveni bunétné linie LS180 ptisobeni nanocastic GO (po 24 h)
S pfidanim syntetického kalcitriolu pro aktivaci VDR. Negativni kontrolu piedstavuje Cisté
DMEM médium (UT), pozitivni kontrolu piedstavuje synteticky kalcitriol (50nmol.I™).
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Pti sledovani exprese na Grovni proteinu VDR nebyla pozorovana stabilizace ligandem.
Pomoci metody in vitro translace byly tspésné ptipraveny vzorky izoforem VDRA
(48 kDa) a VDRBL1 (54 kDa), aby nedochazelo k problémtim pii vyhodnoceni vysledkd.
V piipadé koncentrace GO 0,02 ug.ml'1 bylo pozorovano signifikantni snizeni

exprese na urovni proteinu 0 zhruba 15 9% oproti pozitivni kontrole, které bylo
vyhodnoceno jako statisticky vyznamné. V pripadé koncentrace 0,2pug.ml™ byla exprese
na urovni proteinu rovna hodnotdm pozitivni kontroly. U koncentraci 2 ug.ml'1
a 20ug.ml™ bylo pozorovano sniZeni 0 zhruba 35 % oproti pozitivni kontrole, které bylo
vyhodnoceno jako statisticky vyznamné (graf ¢. 8). To poukazuje na fakt, ze GO snizuje
mnozstvi proteinu.

Reprezentativni western blot proteini B-aktin, CYP24A1 a VDR je zobrazen
na obrazku ¢. 14. Molekulova hmotnost proteinu B-aktinu je odhadnuta na pfiblizné
43 kDa, molekulova hmotnost proteinu CYP24A1 na pfiblizné 59 kDa a v piipadé
proteinu VDR byly detekovany také izoformy VDRA (48 kDa) a VDRBI1 (54 kDa), kde
ovSem doslo také k detekci nespecifického signalu, coz mohlo byt zapficinéno

kontaminaci pti SDS-PAGE.

4.7 Exprese na urovni RNA v bunééné linii NHOst

Pomoci RT-gPCR byla stanovena v primarni bunéc¢né linii NHOst hladina transkriptt
cilovych genit VDR, kter¢ jsou zapojeny do procesu osteogeneze. Konkrétné se jednalo
0 geny BGLAP a SPP1. Navic byl detekovan také CYP24Al jako citlivy indikator
aktivace VDR. Byl sledovan vliv nanoéastic GO o koncentraci O,O2pg.m|'1, O,Zug.ml'l,
2ug.ml™ a20pug.ml™ v kombinaci s kalcitriolem o koncentraci 50nmol.I™* na indukci
exprese téchto gend.

Hodnoty indukce exprese CYP24A1 kalcitriolem se pohybovaly v rozmezi 400-1200
nasobku FI negativni kontroly oproti negativni kontrole (UT), coz znaci aktivaci VDR.
Vysledky jsou uvedeny jako nasobky negativni kontroly (graf ¢. 9). Indukce byla
detekovana, ovSem vysledné hodnoty byly velice nekonzistentni a vykazovaly velkou
variabilitu. Jako signifikantni bylo vyhodnoceno zvyseni hladiny exprese u koncentrace
GO 0,02ug.ml ™, kdy se hodnoty indukce pohybovaly v rozmezi 1200 nasobku negativni
kontroly. U koncentrace GO 2ug.ml™ doslo mirnému zvy3eni hladin exprese, oviem

toto zvySeni nebylo Studentovym t-testem vyhodnoceno jako statisticky vyznamné.
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Exprese CYP24A1 na urovni RNA, NHOst
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Graf ¢. 9: Exprese genu CYP24A1 na arovni RNA v bunééné linii NHOst. Bunécna linie
NHOst byla po 24 h vystavena ptisobeni nano&astic GO o koncentracich 0,02ug.ml™, 0,2ug.ml™,
2ug.ml* a 20ug.ml™ s ptidanim syntetického kalctiriolu (50nmol.1™) pro aktivaci VDR.
Nésledné byl sledovan vliv GO na indukci exprese genu CYP24Al. Vysledky jsou vyjadieny
jako nasobky negativni kontroly (fold induction, FI), ktera predstavuje hodnotu 1. Negativni
kontrolu (UT) piedstavuje Cist¢ OGM médium. Vysledky jsou priméry 4 nezavislych
experimenti. Ziskané hodnoty byly normalizovany vzhledem k housekeeping genu GAPDH.
Koncentrace GO jsou uvedeny V jednotkach pg.ml™. Symbol * oznacuje hodnoty vyhodnocené
Studentovym t-testem (p < 0,05) jako statisticky vyznamné.
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Graf ¢. 10: Exprese genu BGLAP na trovni RNA v bunééné linii NHOst. Bunécna linie
NHOst byla po 24 h vystavena piisobeni nanoéastic GO s pfidanim syntetického kalcitriolu pro
aktivaci VDR. Nasledné byl sledovan vliv GO na indukci exprese genu BGLAP. Vysledky jsou
vztazeny vzhledem k pozitivni kontrole (kalcitriol), ktera pfedstavuje hodnotu 100%. Vysledky
jsou priméry 7 nezavislych experiment. Ziskané hodnoty byly normalizovany vzhledem
k housekeeping genu GAPDH. Koncentrace GO jsou uvedeny v jednotkach pg.ml™. Symbol *
oznacuje hodnoty vyhodnocené Studentovym t-testem (p < 0,05) jako statisticky vyznamné.
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Vysledky naznacuji, ze ostatni pouzit¢ koncentrace GO pravdépodobné nemaji
signifikantni vliv na kalcitriolem indukovanou expresi genu CYP24A1 na urovni RNA.
Geny BGLAP a SPP1 byly na urovni RNA indukovany kalcitriolem. Hodnoty indukce
exprese v ptipadé genu BGLAP se pohybovaly v fadu desitek (60-80) a v ptipad¢ genu
SPP1 v fadu jednotek (3-6) nasobku FI negativni kontroly (UT), coz znaéi aktivaci
VDR. Vysledky jsou uvedeny v % a jsou vztazeny vzhledem k pozitivni kontrole
z divodu lepsiho porovnani indukce. Pfi sledovani exprese BGLAP a SPP1 na trovni
RNA byl pozorovan podobny trend (graf ¢. 10 a 11). U koncentraci GO O,O2ug.m|’1,
2ug.ml™ a 20pug.ml™ doslo k signifikantnimu poklesu exprese obou genii. V piipads

koncentrace GO 0,2ug.ml™ nebyla zaznamenana signifikantni zména hladiny exprese.
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Graf ¢. 11: Exprese genu SPP1 na urovni RNA v bunééné linii NHOst. Bunécna linie NHOst
byla po 24 h vystavena ptsobeni nanocastic GO s ptidanim syntetického kalcitriolu pro aktivaci
VDR. Nésledné byl sledovan vliv GO na indukci exprese genu SPP1. Vysledky jsou vztazeny
vzhledem k pozitivni kontrole (kalcitriol), ktera ptedstavuje hodnotu 100%. Vysledky jsou
priméry 7 nezavislych experimenti. Ziskané hodnoty byly normalizovany vzhledem
k housekeeping genu GAPDH. Koncentrace GO jsou uvedeny Vv jednotkach pg.ml™. Symbol *
oznacuje hodnoty vyhodnocené Studentovym t-testem (p < 0,05) jako statisticky vyznamné.
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4.8 Exprese na urovni proteinu v bunééné linii NHOst

Po stanoveni exprese na urovni RNA byly pomoci kapilarniho western blottingu
S pouzitim pfistroje Sally Sue Simple Western sledovany hladiny proteinovych
produkti geni CYP24Al, VDR, BGLAP a SPP1. Bylo sledovano, zda exprese
osteokalcinu a osteopontinu na urovni proteinu vykazuje podobny trend, jako hladiny
exprese geni BGLAP a SPP1 na urovni RNA. Studovan byl vliv nanocastic GO
o koncentraci 0,02pg.ml™?, 0,2ug.ml™, 2ug.ml™* a 20pg.mi™ v kombinaci s kalcitriolem
o koncentraci 50nmol.I™.

V piipad¢ stanoveni hladin na Grovni proteinu CYP24A1 dochdzelo k nespecifickému
vazani protilatky. Molekulova hmotnost CYP24A1 je odhadnuta na piiblizn¢ 59 kDa,
ovSem vysledkem nespecifické vazby protilatky byla detekce velkého mnozstvi
nespecifickych signala a nikoli jednoho proteinového produktu (obr. ¢. 15 B). Vysledky
z RT-gPCR vsSak potvrzuji, ze dochazi k indukci exprese na urovni RNA, coz je
indikatorem aktivace VDR. Stanoveni proteinového produktu toho genu tudiz neni
prioritni.

V piipad¢ sledovani hladiny exprese na urovni proteinu osteokalcinu (produktu genu

BGLAP) byla jako u jediného zaznamenana indukce exprese proteinu pusobenim

Exprese BGLAP na urovni proteinu, NHOst

140,00

120,00

100,00 -[ T

80,00 -[

60,00

40,00

Exprese na urovni proteinu [%

20,00

0,00 T T T T
kalcitriol G0 0,02 +50nM GOO0,2+50nM GO2+50nM GO 20+ 50nM
kalcitriol kalcitriol kalcitriol kalcitriol

Graf ¢. 12: Exprese BGLAP na trovni proteinu v bunééné linii NHOst. Bunécéna linie
NHOst byla po 24 h vystavena ptisobeni nanoéastic GO s piidanim syntetického kalcitriolu pro
aktivaci VDR. Nasledné byl sledovan vliv GO na indukci exprese na urovni proteinu BGLAP.
Vysledky jsou vztazeny vzhledem k pozitivni kontrole (kalcitriol), ktera predstavuje hodnotu
100%. Vysledky jsou pruméry 6 nezavislych experimentd. Ziskané hodnoty byly
norma}izovény vzhledem k proteinu B-aktin. Koncentrace GO jsou uvedeny V jednotkach
ug.ml—=.
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kalcitriolu (obr. ¢. 15 C). Kombinace kalcitriolu s GO neméla zadny vliv na hladinu
osteokalcinu, s vyjimkou koncentrace GO 0,02ug.ml?, kde bylo zaznamenano
nesignifikantni snizeni (graf ¢. 12). Molekulovd hmotnost proteinu osteokalcin je
odhadnuta na pfiblizn¢ 10 kDa a u jediného ze sledovanych cilovych proteint VDR
byly namétené hodnoty relativné konstantni.

Vzhledem k tomu, ze osteopontin (produkt genu SPP1) muize zaujimat mnozstvi
izoforem s molekulovou hmotnosti v rozpéti od 44 kDa do 70 kDa, dochazelo
k nespecifickému navazani protilatky a ke $tépeni piku ve virtudlnim western blotu
(obr. ¢. 15 D). Z tohoto divodu nebyly naméfené data dale statisticky hodnoceny.

U stanoveni hladin exprese na urovni proteinu VDR byla pozorovatelna stabilizace
ligandem, coz je znamy fenomén. Nicméné zaroven mezi jednotlivymi experimenty
dochazelo k nespecifické vazbé protilatky a detekci nespecifickych proteinovych
produktt, pfipadné¢ az k detekci Sumu a nikoli proteinu. Z tohoto divodu nebyly
vysledky statisticky hodnoceny. Nicméné, dle ptiloZzeného obrazku (obr. ¢. 15 E) je

patrné, Ze nejvyssi koncentrace GO snizila VDR protein pod detekovatelnou hladinu.
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Obrazek €. 15: Reprezentativni virtualni western blot detekce proteinii. Obrazek zobrazuje
vysledky detekce proteinovych produktia B-aktin (¢ast A, 43 kDa), CYP24A1 (¢ast B, 59 kDa),
osteokalcinu (¢ast C, 10 kDa), osteopontinu (¢ast D, 44-70 kDa) a VDR (¢ast E, 48-54 kDa).
Detekované proteinové produkty jsou oznaceny cervenou Sipkou, Cerna Sipka oznacuje
detekovany nespecificky signal. Stanoveni hladin proteinovych produkti probihalo po vystaveni
bunééné linie NHOst plisobeni nanoc¢astic GO (po 24 h) s piidanim syntetického kalcitriolu pro
aktivaci VDR. Negativni kontrolu ptedstavuje ¢ist¢t OGM médium (UT), pozitivni kontrolu
predstavuje synteticky kalcitriol, oznaten jako kalc. (50nmol.1™).



5 DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyva modulaci exprese cilovych genl receptoru pro vitamin
D nanocasticemi grafen oxidu. VDR zaujimé v lidském organismu nezastupitelnou roli,
jelikoz je zapojen do mnozstvi fyziologickych pochodl, jako napiiklad udrzovani
homeostazy vapniku ¢i fosforu. Nespravna funkcnost tohoto receptoru ¢i jeho snizena
aktivita mize mit za nasledek naruSeni této homeostazy, coz muze vést az k rozvoji
zavaznych nemoci spojenych nejen s formovanim kosti, jako je naptiklad osteopordza,
osteomalacie ¢i rachitis u déti. V dnesni dobé se stile vice vyuzivaji grafenové
nanocastice v riiznych spotiebitelskych aplikacich. Pti jejich zpracovani vSak dochazi
k uvolnovani téchto ¢astic do ovzdusi, kde mize dochazet k jejich agregaci, ptipadné
mohou interagovat s chemickymi polutanty, pozménit svou strukturu a ziskat toxicky
charakter. Koncentrace téchto nanocastic v prostiedi je prozatim nizka, ovSem s jejich
zvySujicim se vyuzitim se bude postupné zvySovat (Lammel et al., 2014). Je tedy nutné
prokazat, zda tyto ¢astice mohou mit vici lidskym bunkdm cytotoxické uc¢inky, nebo
zda mohou dokonce ovliviiovat fyziologické procesy, zejména genovou expresi
a proteosyntézu dulezitych proteinovych produktt. Sledovan byl ucinek nanocastic GO
o riznych koncentracich (0,02ug.ml™, 0,2ug.ml?, 2ug.ml™ a20pg.ml™) na buiky
adherentni nadorové bunécéné linie LS180, ktera byla odvozena od adenokarcinomu
lidského stteva a na bunky primarni bunééné kultury lidskych osteoblasti NHOst. Tato
diplomova prace navazuje na mou bakalarskou praci, ve které byl zkouman vliv grafen
oxidu na transkripéni aktivitu VDR s pouzitim metod MTT Assay a Reporter Gene
Assay. V experimentalni ¢asti bakalaiské prace vSak byly pouzivany nanocastice GO
od jiného dodavatele (Bimake) nez v experimentalni ¢asti diplomové prace (Sigma
Aldrich), jelikoz pivodni dodavatel tyto castice piestal distribuovat. Pred zacatkem
experimentll bylo tedy nutné verifikovat, zda nové nanocéstice vykazuji stejné
vlastnosti jako ty, které byly pouzZity v experimentalni Casti bakalaiské prace.
Pro stanoveni cytotoxické aktivity byla pouZita metoda MTT Assay, stejné jako
v bakalarské praci. Bylo vSak zji$téno, Ze nanocastice GO mohou pii této metodé
v kombinaci s MTT vykazovat falesné pozitivni vysledky (Liao et al., 2011). Z tohoto
divodu byla cytotoxicita zkoumanych sloucenin verifikovana pomoci dalsi metody,
konkrétné pomoci Resazurin Assay. V této praci byl cytotoxicky t€¢inek nanocastic GO
sledovan za Gc¢elem stanoveni cytotoxického rozmezi vicéi pouzitym bunéénym liniim.

Bylo stanoveno, ze pouzit¢ koncentrace GO nevykazuji vi¢i bunécné linii [Z-VDR
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zadny cytotoxicky ucinek, ovSem vici bunécné linii NHOst byl cytotoxicky ucinek
zaznamenan a to pii pouziti metody Resazurin Assay. Mikroskopickym pozorovanim
byla sledovana zména morfologie NHOst, ktera korelovala pravé s vysledky Resazurin
Assay. Byl zaznamenan koncentratné zavisly nartist agregace nanocastic GO.
U nejvyssi pouzité koncentrace byly nanoc¢astice GO pozorovatelné také pouhym okem,
zejména jako soucast peletu pii izolaci RNA a proteint. Pfitomnost téchto agregatt
mohla byt jednou z pfi¢in problému pii analyze vzorki. Z dosazenych vysledki 1ze tedy
usoudit, Ze nanocastice GO maji vliv na metabolickou aktivitu bunék NHOst a lze je
povazovat za mirn¢ toxické. Pfitomnost vysokych koncentraci GO vede v buikach
zejména k oxidacnimu stresu a k uvolnéni reaktivnich kyslikovych radikala (Kang
etal., 2017).

V pribéhu poslednich nékolika let ziskal GO velky vyznam pro tkanové inZenyrstvi,
predevsim diky své dobré biokompatibilité. Funkéni skupiny na povrchu umoziuji jeho
interakci mezi extracelularni matrici a také se slozkami bunééné membrany (Tenorio
et al., 2019). Pfi sledovani vlivu ultra sonikovaného grafen oxidu (UGO) na regeneraci
kosti a hojeni koZnich ran bylo nejdiive zjisté€no, Ze vystaveni GO pusobeni ultrazvuku
zvySuje jeho disperzi a stabilitu (zvySuje se zeta potencial). UGO obsahuje ve své
struktufe mensi mnozstvi atomu kysliku, vykazuji vysokou biokompatibilitu pro buiky
bunécné linie lidskych fetdlnich osteoblasti (hFOB) a také pro buiiky endotelu. Bylo
stanoveno, ze nanocastice UGO mohou podporovat nejen bunééné déleni a proliferaci,
ale také podporuji proces osteogeneze a tvorbu novych kosti. V 1 % procentu ptipada
doslo v pfitomnosti nanocastic UGO K podpofeni uzavieni rany v koznim in vivo
modelu. Vysledky této studie ukazuji, ze nanocastice UGO jsou v nékterych piipadech
schopny podporovat hojeni kiiZze, coz naznacuje jeho potencidlni vyuZiti pfi regeneraci
tkani (Hussein et al., 2019). V literatufe je rovnéz popsan Vliv grafenoxidovych
nanotrubicek na osteogenni diferenciaci a hladinu exprese na urovni RNA
Vv osteosarkomové bunééné linii MG-63. Byly syntetizovany nanocastice O-GNR 0
koncentracich 100pug.ml™ a200pg.ml™ a naslednd zjistovan jejich efekt na exprese
gend zapojenych do procesu tvorby kosti — alkalicka fosfataza (ALPL), osteopontin
(SPP1), osteokalcin (BGLAP), kolagen typu I (COL I) aRUNX2. Vysledky dokazuji
statisticky vyznamné snizeni hladiny exprese na arovni RNA u genu BGLAP, COL |
a RUNX2 u nejvyssi pouzité koncentrace. V pfipadé genu SPP1 K signifikantni zmén¢
exprese nedoslo (Ricci et al., 2017). V mé praci bylo pozorovano signifikantni snizeni

indukovanych hladin exprese u geni BGLAP a SPP1 jiz v piipadé koncentraci GO
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0,02ug.ml™, 2pg.ml™ a 20pg.ml™. Tyto rozdilnosti v naméfenych hodnotich mohou byt
zpusobeny napfiklad typem pouzitych forem GO, pouzitymi koncentracemi nebo také
odliSnym pfistupem piipravy nanocastic GO. Ricci et al., 2017 také stanovuji, Ze
koncentrace GO 100ug.ml™ nevykazuje vii¢i pouzité bunééné linii cytotoxické uéinky.
V piipadé koncentrace GO 200pug.ml™ bylo pozorovano snizeni viability bunék o asi
30% a ke kritickému sniZeni viability bungk dolo pfi pouziti koncentraci 300pg.ml™.
Ke stanoveni viability bylo pouzito barveni bunck trypanovou modii, kdy bunky
s intaktni membranou obarveny nejsou.

CYP24A spada pod cilové geny VDR a slouzi jako marker jeho aktivity (Anderson
etal.,, 2006). U bunécné linie LS180 byla jeho exprese na trovni RNA spolehlivé
detekovdna, ovSem u bunécné linie LS180 dochdzelo k problémim pii detekci
a k vysokym odchylkam v naméfenych hodnotach. Problémy s detekci se projevily také
pii nasledném stanoveni proteinovych produkti tohoto genu. Gen CYP24Al kéduje
enzym 24-OHasu, kterd je zodpovédna za metabolizaci kalcitriolu. Byly publikovany
dikazy, ze v builkach lidskych tumorG dochéazi ke zvySené expresi tohoto genu
(Albertson et al., 2000; Bortman et al., 2002). Tento fakt potvrzuje pozorovani, ze
hladina indukce exprese CYP24Al kalcitriolem u nadorové bunééné linie LS180
se pohybovala v fadu tisici nasobktl negativni kontroly, v pfipadé primarni kultury
NHOst se hladiny indukce pohybovaly pouze v fadu stovek nasobku negativni kontroly.
Problémy s detekci na trovni proteinu mohly byt zpisobeny mnoZstvim rliznych variant
proteinovych produktd, které vznikaji alternativnim sestiihem. Hladiny exprese
CYP24A1 a jeho sestiihovych variant se mohou vzajemné lisit (Scheible et al., 2014).
V nddorové bunécné linii tlustého stfeva byly identifikovany celkem tfi1 sestfihové
varianty CYP24A1. Sekvenovani fragmenti vzniklych alternativnim sestfihem ukazalo,
ze ve dvou piipadech doslo ke ztraté jejich cilové mitochondridlni domény, v jednom
piipadé ke ztrat¢ domény vazajici hem (Horvath et al., 2010).

V experimentalnich studiich byly popsany zmény v expresi geni a nasledné i hladin
proteinovych produkti v dusledku ptsobeni GO. Studie Yuan etal., 2012 popsala
Zmeény exprese na urovni proteinu V bunééné linii lidského hepatocelularniho karcinomu
(HepG2) po expozici bunék nanoc¢asticim na bazi grafenu a grafen oxidu. Celkové bylo
identifikovano 30 odlisné exprimovanych proteint. Jednalo se napiiklad o proteiny
nalezici do tfidy thioredoxint, cytoskeletalni proteiny (profilin, filamin) a proteiny
zapojené v signalizacnich procesech, predev§im vapnik vazebné proteiny. Byla

provedena analyza proteomu pomoci kapalinové chromatografie a nasledné tandemové
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hmotnostni spektrometrie. V ramci této diplomové prace bylo taktéz pozorovano
signifikantni snizeni mnozstvi proteinu po expozici nanocasticim GO a to konkrétné
v piipadé proteinu VDR u buné¢né linie LS180. Zmény v expresi na urovni gent
| proteinti siln¢ zavisi na fyzikalné chemickych vlastnostech atypech pouzitych
nanocastic GO, ale také na typu pouzitych bun¢k nebo tkani (Chatterjee et al., 2014).
Nanomaterialy na bazi grafen oxidu tedy pifedstavuji do budoucna vhodny model
pro tkanové inZenyrstvi — pro studium alébu koznich onemocnéni, ale také jako
biomimetické materialy pro regeneraci kosti. Nez se vSak pfistoupi ke klinickym
studiim, je nutné dopfedu zvazit vS§echny mozné interakce GO s bunikami lidského téla.
To zahrnuje dikladné pochopeni interakei nanocastic GO s riznym typem bunék, tkdni
a orgédnil a takové mechanismus absorpce GO a jeho potencialni toxicity. Jak jiz bylo
publikovano ve velkém mnozstvi experimentalnich studii, biokompatibilita
nanomateridlll na bazi grafenu a stejné tak jejich mira cytotoxicity je ovlivnéna fadou
faktordi, vcetné slozeni funkénich skupin na povrchu castic, koncentraci, velikosti
i tvarem. Bylo napiiklad popsano, ze grafenové nanomaterialy ve formé filmu vykazuji
lepsi biokompatibilitu, jelikoz se predpoklada, Ze v jejich ptipad€ dochazi k menSim
interakcim s bunéénymi membranami, nez naptiklad u GO ve formé fullerent (Talukdar
et al., 2014). V nasledujicich vyzkumech je nutné také peclivé zvazit a optimalizovat
ptistup syntézy GO materidli, jelikoz mohou pii podobném zplsoby piipravy vznikat
materidly s velice odliSnym poctem reaktivnich skupin na svém povrchu a tim padem
také s odliSnymi vlastnostmi. Vysledky ziskané v ramci diplomové prace jsou vsak
specifické pouze pro pouzité bunécéné linie a koncentrace. Pro hlubsi pochopeni
mechanismu G¢inku grafenoxidovych nanocastic na buiiky lidského organismu by bylo
nutné provést velké mnoZstvi experimentll a stanovit plsobeni nanocastic GO

S pouzitim riznych typl bunéénych linii.

62



6 ZAVER

V mé diplomové praci jsem se =zabyvala vlivem nanoCastic grafen oxidu
0 koncentracich 0,02ug.ml™. 0,2ug.ml?, 2ug.ml™ a 20pg.ml™ na buiky bunéenych linii
LS180, 1Z-VDR a NHOst. V experimentalni ¢asti byla sledovéana cytotoxicita GO viici
bunéénym liniim IZ-VDR a NHOst metodou MTT Assay a nasledné také Resazurin
Assay. Ziskané vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi v ramci bakalarské
prace. Pouzit¢ koncentrace GO nevykazuji vaci bunécné linii [Z-VDR toxicky
charakter, ovSem je patrné, Ze nanocastice GO pisobi cytotoxicky na buniky NHOst.
Vysledky z mikroskopického pozorovani morfologie bunék NHOSst po vystaveni
pusobeni nanocastic GO po dobu 24 h toto tvrzeni potvrzuji. U bunék vystavenych
pusobeni GO byla patrnd lehkd zména morfologie oproti kontrole (UT) a GO mél vétsi
tendenci vytvéaiet shluky.

Transkrip¢ni aktivita receptoru VDR byla stanovena po 24 h pasobeni nanoc¢astic GO
na buiiky bunétné linie IZ-VDR metodou Reporter Gene Assay. Vysledky
agonistického plsobeni ukazuji, Ze Z4dnad z pouZzitych koncentraci GO neni schopna
aktivovat VDR vV porovnani s pfirozenym ligandem kalcitriolem, u né¢hoz hodnota
transkripéni aktivity VDR dosahovala hodnot az 14 nasobku negativni kontroly.
Vysledky antagonistického plsobeni ukazuji, ze u Zadné z pouZitych koncentraci GO
nedochdzi k signifikantni inhibici aktivovaného receptoru.

Pomoci metody RT-qPCR byly stanoveny hladiny vybranych transkriptii cilovych
genii VDR po 24 h pisobeni nano&astic GO v koinkubaci s kalcitriolem (50nmol.I™).
V ptipadé bunécné linie LS180 se jednalo o gen CYP24A1l, ktery je markerem aktivity
VDR. Byla potvrzena indukce exprese CYP24Al, coz potvrzuje aktivaci VDR.
Na urovni proteinu tohoto genu vsak indukce kalcitriolem pozorovana nebyla. Metodou
western blottingu byla u této bunééné linie sledovana exprese samotného VDR. V tomto
pfipadé nebyla pozorovana stabilizace ligandem, bylo ov§em sledovano, Ze pfitomnost
nanocastic GO snizuje mnozstvi proteinu.

V primarni bunécné linii lidskych osteoblasti byl sledovan vliv nanocastic GO
v koinkubaci s kalcitriolem (50nmol.I™") na expresi gent, které jsou zapojeny do procesu
osteogeneze. Metodou RT-gPCR byly stanoveny hladiny transkripti geni BGLAP
a SPP1. Byla také detekovana indukce exprese genu CYP24A1l, coz znaci aktivaci VDR.
U genti BGLAP a SPP1 byl zaznamenan signifikantni pokles exprese obou geni.

Na urovni proteinu byly sledovany hladiny proteinovych produktt téchto genti pomoci

63



metody kapilarniho western blottingu. Indukce kalcitriolem byla pozorovatelna pouze
Vv ptipad¢ osteokalcinu (produkt genu BGLAP). Signifikantni ovlivnéni exprese
proteinovych produkti téchto geni nanocasticemi GO v koinkubaci s kalcitriolem
nebylo prokazano.

Cile této diplomové prace byly splnény. Byly stanoveny hladiny transkripti vybranych
cilovych geni VDR metodou PCR a néasledné¢ byly stanoveny hladiny vybranych
proteinii regulovanych VDR metodou Western blottingu. Pfitomnost nanocastic GO
v kombinaci s ligandem VDR snizila hladinu transkriptt BGLAP a SPP1, nikoliv v8ak
CYP24A1 v NHOst. To poukazuje na promotor specifické ptisobeni grafen oxidovych

nanocastic.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1a,25(0OH),Ds
24-OHasa
25(0OH)D3
AA

AhR

APS

AR

BDM
BGLAP
BSA
DBD
DMEM
DMSO
Ca2+
CaBP
CAR
CMC
CNS
CKD
CvD
CXGY
DOX

ER

1a,25-dihydroxycholekalciferol
25-hydroxyvitamin D-24-hydroxylasa
25-hydroxyvitamin D3
aminokyseliny

aryluhlovodikovy receptor
peroxodisiran amonny

androgenni receptor

mineralni hustota kosti

bone y-carboxyglutamate protein
bovinni sérovy albumin

DNA vazebna doména

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dimethylsulfoxid

véapenaté ionty

vapnik vazebny protein
konstitutivni androstanovy receptor
karboxymethylcelul6za

centrdlni nervova soustava
chronické selhani ledvin

chemické depozice z plynné faze
grafen karboxyl

doxorubicin hydrochlorid

estrogenni receptor
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FBS
FGF-23
Fl
FISH
GAPDH
GO
GQD
HepG2
hFOB
HgB
HPO,*
HRE
1IZ-VDR
LBD
LXR
MTT
NO;
NHOst
OGM
O-GNR
OPN
PBS
PTH

PVDF

fetalni bovinni sérum

fibroblastovy rtstovy faktor

fold induction

fluorescencéni in situ hybridizace
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
grafen oxid

grafenova kvantova tecka

bunky lidského hepatoceluldrniho karcinomu
bunécnd linie lidskych fetalnich osteoblastl
hygromycin B

fosfatové ionty

hormon responzivni element
VDR-responzivni buné¢na linie

ligand vazebna doména

jaterni X receptor
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid
oxid dusicity

osteoblasty — Normal Human Osteoblasts
Osteoblast Growth Medium

grafenoxidové nanotrubicky

osteopontin

fosfatovy pufr

parathormon

polyvinylidenfluorid
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PXR
RANK
RANKL
RE

rGO
ROS
RT-gPCR
RXR
SiC
SNP
SPIONSs
SPP1
SSA
TEMED
TNS

TR
trGO
TRPV6
UuGO
uT
UTR
UvB
VDBP

VDR

pregnanovy X receptor

receptor aktivovany jadernym faktorem kappa B
ligand receptoru aktivovaného jadernym faktorem kappa B
responzivni element

redukovany grafen oxid

reaktivni kyslikové radikaly

reverzni transkripce s naslednou polymerazovou fetézovou reakci
retinoidni X receptor

karbid kifemiku

jednonukleotidovy polymorfismus
superparamagnetické nanocéstice oxidu Zeleza
sekretovany fosfoprotein 1

specificky povrch

tetramethylethylendiamid

trypsin neutralizing solution

tyroidni receptor

tepelné redukovany grafen oxid

kanal pro pfenos vapenatych iontl

ultra sonikovany grafen oxid

negativni kontrola — untreated cells

oblast mRNA, ktera neni piekladana do proteint
ultrafialové zafeni typu B

vitamin D vazebny protein

receptor pro vitamin D
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