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Fluorescen¢ni mikroskopie v kombinaci s obrazovou analyzou piedstavuje uéinny nastroj pro

analyzu morfologie i funkce bunéénych organel a kompartmentt. Jednou z cetnych metod pro

vizualizaci specifickych molekul az struktur je pouziti fluorescenc¢nich fuznich proteint. V této

praci byly ptipraveny reportérové bunééné linie s fluorescenénimi flznimi proteiny jako

subcelularnimi markery, za pouZiti komer¢né dostupnych lentvirovych systémi. Pfipravené

linie byly dale pouzity k mikroskopii Zivych bunék a néasledné charakterizovany pomoci MTS

testu. Pouzitim testu bylo zjisténo, ze citlivost bunék na cytotoxicky uc¢inek latek se znacenim

faznimi proteiny se neméni a transdukce tedy neovliviiuje Zivotaschopnost bunék ani jejich

proliferaci. V reSerSni Casti je vypracovan piehled studovanych bunéénych organel

a kompartmenti.
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Fluorescence microscopy in combination with image analysis is an effective tool for analysing

morphology and function of cellular organelles and compartments. One of the common

methods for visualizing specific molecules to structures is the use of fluorescent fusion proteins.

In this work, reporter cell lines were prepared with fluorescent fusion proteins as subcellular

markers using commercially available lentiviral systems. The prepared lines were further used

for live cell microscopy and then characterized using MTS test. Using the assay it was found

that the sensitivity of cells to the cytotoxic effect of fusion protein-labelled substances does not

alter and because of that transduction does not affect cell viability or proliferation. In the

research part, an overview of studied cellular organelles and compartments is elaborated.
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1 UVOD

Nezbytnym nastrojem pro studium nadorovych bunék a jejich 1é¢by je mikroskopie zivych
bungk. Diky této technice je mozné sledovat rust a vyvoj jednotlivych bunéénych organel a vliv
potenciondlnich 1€¢iv na tyto struktury. Aby bylo mozné struktury pod mikroskopem pozorovat,
je nutné jejich oznaceni. Jednou z nejpouzivané€jSich metod je znaceni fluorescencnimi fuznimi
proteiny, kdy je mozné znacit i vice objektd riznymi fluorescenénimi proteiny. Jednou
Z moznosti, jak tyto flzni proteiny do buniky vpravit, je transdukce lentivirovymi vektory. Ty
nesou v nukleové kyseliné geny exprimujici fluorofory cilené na urcitou bunécnou strukturu.
Sekvence je po transdukci integrovana do hostitelského genomu, coz zplisobi fluorescenci dané
organely. Takto pfipravené bunééné linie poté mohou byt pouzity Kk vizualizaci subcelularnich

struktur a dalSim experimentim.



2 CILE PRACE

Ptiprava bunécnych linii HeLa a U-20S s fluorescencné znacenymi subcelularnimi strukturami
prostiednictvim lentivirovych vektor pro nésledné testovani UcCinku potencionédlnich

nadorovych 1éCiv.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je jednim z hlavnich néstroji pouzivanych ke sledovani fyziologie
a dynamiky buné¢k. Hraje totiz dilezitou roli pii urovani aktivity bun¢k od velmi rychlého
zhodnoceni zivych bunék jednoduchym mikroskopem, az po podrobnosti o bunécnych
udalostech pomoci fady soucasnych zobrazovacich systémt (Sanderson et al., 2014).
Ty obsahuji organely a jiné struktury zajistujici komplexni biologické procesy. Spravna
regulace téchto funkci zabezpecuje transport makromolekul do cilovych organel buniky (Mehta
et al., 2007). Vétsina organel neni staticka, ale vysoce dynamicka vzhledem k jejich organizaci
a funkci. Navic nékteré bunééné kompartmenty se zde vyskytuji pouze prechodné, tj. sestavuji
se za urcitych fyziologickych podminek, kdyz bunka vyzaduje specifické¢ funkce. Tato
schopnost ptizplsobit a modulovat bunééné procesy na subcelularni Grovni je zvlasté dulezita,
pokud je homeostdza ohroZena stresem vyvolanym podminkami prostfedi nebo chorobou.
Kvantitativni méfeni organel a bunécnych kompartmentli je zasadni pro pozorovani
molekularnich mechanismd, které reguluji bunéénou fyziologii. Fluorescenni mikroskopie

tedy predstavuje efektivni zpuisob pro analyzu organizace a funkce bunék (Kodiha et al., 2014).

Aby bylo mozné studovat organely a jejich proteinové struktury pod fluorescenénim
mikroskopem, musi byt tyto proteiny oznaceny. Znackou muze byt bud’ geneticky kodovana
znacka, kterd Casto vyzaduje funkcionalizovany fluorofor, nebo synteticky fluorofor, ktery je
kovalentné konjugovan in vitro na protein nebo na proteinové specifickou protilatku. Vyhoda
prvni z nich je, zZe experimentovani mizZe byt provedeno v Zivych buikach, zatimco druha
vyzaduje mikroinjekci do Zivych bun€k nebo chemickou manipulaci pro fixaci bunék
a permeabilizaci. Fluorescencni proteiny se pouzivaji pii fluorescenénim mikroskopickém
zobrazovani z nékolika divodi. Za prvé, chromofor vytvoreny uvniti struktury fluorescen¢niho
proteinu umoziuje dlouhodobou vizualizaci daného znaceného proteinu. A za druhé, kodovani
fluorescenéniho proteinu minimélné naruSuje chod buniky ve srovnani s alternativnimi
strategiemi znaceni proteinl vyuzivajicich in vitro (Kodiha et al., 2014). Objev GFP (Green
fluorescent protein, zeleny fluorescencni protein) a jeho naslednych analogii zptsobil revoluci
ve studiu proteint a jejich intracelularni dynamiky. Védci izolovali a charakterizovali desitky
fluorescencnich proteinli z medizy a korald, jejichz vysledkem je repozitat fluorescencnich

proteintl liSicich se v barvé a stabilité.



Narozdil od bioluminiscence, kde enzymem katalyzovana reakce zahajuje excitaci
luminiscen¢ni molekuly, se fluorescence spusti, kdyz fotony z vnéjsiho zdroje excituji pigmenty
absorbujici svétlo. Prvnim fluorescencnim proteinem byl GFP, ktery byl objeven u meduaz,
konkrétn¢ u druhu Aequorea victoria. GFP je protein o velikosti 26,9 kDa, ktery excituje
V rozmezi 395 a 475 nm a emituje pti 509 nm (Kodiha et al., 2014). Za G¢elem zvySeni intenzity
fluorescence a stability bylo provedeno nékolik modifikaci GFP, jako naptiklad v roce 1995,
kdy Cubitt et al. zavedli jednobodovou mutaci, ktera vedla ke zvySené fluorescenci pii stejném

emisnim spektru, ale s posunem excitace od 395 nm do 488 nm (Kodiha et al., 2014).

Cerveny fluorescenéni protein (Red fluorescent protein, RFP) byl poprvé izolovan z koréalnatcti
s excitaci 558 a emisi 583 nm. Hlavni vyhodou RFP oproti GFP je jejich delsi excitacni vinova
délka, kterd zptisobuje mensi poskozeni bunék a mnohem mensi autofluorescenci v ¢erveném
spektru. Pivodni RFP mél tu nevyhodu, Ze tvofil tetramery, které mély obcas tendenci

agregovat se v buiikach (Kodiha et al., 2014).

V dnesni dobé je pro zobrazovani Zivych bunék vice pouzivanym fluoroforem mCherry. Tento
fluorescenéni protein byl izolovan z houbovych koralt rodu Discosoma (Shen et al., 2017).
Diky své vysoké rychlosti zrani, fotostabilit¢ a vysoké toleranci vii¢i pH je mCherry Siroce
vyuzivanym fluorescen¢nim proteinem s vyssi vlnovou délkou. Je povazovan za nejjasnéjsi

RFP se zvy$enou fotostabilitou (Kodiha et al., 2014).

Pokrok v optickych metodach, kultivac¢nich systémech in vitro a molekularni biologii vedl
K nastupu technik mikroskopie zivych bunék. Tato neinvazivni technika poskytuje lepsi
ptedstavu o biologické roli cilovych molekul tim, Ze umoziuje védcim zkoumat dynamické
procesy probihajici v zivych buiikach v realném case (Salipalli et al., 2014). Nejvyznamnéjsi
vyhoda mikroskopie zivych bunék spociva v tom, ze intracelularni pohyby proteinti 1ze méfit
V realném Case s vysokym prostorovym a Casovym rozliSenim. Po ptichodu GFP pomohla
mikroskopie zivych bun€k k velkému skoku v porozuméni komplexni bunécné dynamiky
(Kodiha et al., 2014). Fluorescen¢ni mikroskopie tak piedstavuje dilezity prostfedek pro

vizualizaci specifickych bunéénych struktur pouZzitim fluorescencnich fuznich proteini.



3.2 Reportérové lentivirové vektory

Viry zrodu Lentivirus jsou savéi viry z Celedi Retroviridae, které jsou charakteristické
pouzivanim virové reverzni transkriptdzy a integrazy pro stabilni inzerci virové genetické
informace do hostitelského genomu (Freed a Martin, 1994; Bukrinsky et al., 1993). Ve srovnani
s jinymi viry maji lentiviry silné vyhody v disledku jejich pfirozené ucinnosti. Lentiviry jsou
ze své podstaty nejucinnéjSimi infekénimi Ciniteli, které pienaseji geneticky material na své
hostitele. Piirozené vyhody lentivirovych vektorti jsou pienos genu do délicich i nedélicich
se bun¢k, snadna inkorporace od transdukce in vitro po injekci in vivo a stabilni exprese ur¢itého
genu diky jeho integraci do hostitelské DNA, a tedy do genomu hostitele (Sakuma et al., 2012;
Vectalys, 2019). Lentivirové vektory jsou néstroje pro pienos genti odvozené z vird. Pii jejich
vyrobé€ jsou vSechny patogenni a replikacni vlastnosti virii odstranény a zachovavaji se pouze
schopnosti prenosu gentl. Lentivirové vektory se mohou integrovat do délicich se i do ned€licich
se bunék. Pocet kopii sekvence, ktera se integruje do hostitelské DNA, se muze lisit, ale fidi se
mnozstvim lentivirovych vektori aplikovanych na cilové buiky. Integrace vybraného

genetického materidlu do hostitelského genomu je vzdy nahodna a stabilni (Vectalys, 2019).

Od prvniho pfenosu genu pomoci viru, konkrétné viru HIV z rodu Lentivirus, uplynulo jiz témé&f
zajimavych vlastnosti, jako napiiklad trvalé zaclenéni genli nebo relativné snadny systém pro
manipulaci a vyrobu vektortl. Vétsina lentivirovych vektort je zaloZena na viru HIV-1. Virus
HIV-1 je virus obsahujici jednovladknovou RNA s pozitivni polaritou o délce okolo 9 kb, ktery
koduje 9 virovych proteinil. Jak je mozné vidét na Obrazku 1, tfi nejvétsi ¢teci rdmce viru HIV—
1 koéduji ti1 hlavni strukturni proteiny: gag, pol a env. Gen gag koduje virové jaderné proteiny,
gen pol koduje enzymy potiebné pro replikaci viru a gen env koduje glykoprotein na povrchu

viru.

Kromé téchto hlavnich proteint virovy genom koduje také regulacni proteiny tat a rev, které

aktivuji transkripci viru, kontroluji sestfih a export virovych transkriptd z jadra. Virovy genom

ol
gag L PRIRTIN ]

LTR L MAICAINC/DE )

Obrazek 1: Schématické znazornéni virového genomu HIV-1 (pievzato a upraveno z Sakuma
etal., 2012)
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Obrazek 2: Schématické znazornéni zivotniho cyklu viru HIV-1 (pfevzato z Shukla et

Chauhan, 2019)

je lemovan LTR (Long terminal repeats, dlouhé repetitivni sekvence), které jsou potiebné pro

virovou transkripci, reverzni transkripci a integraci (Sakuma et al., 2012).

Pti infekei virem HIV-1 dochazi k rozeznani virové domény T—lymfocytem, makrofagem nebo
dendritickou buiikou. Nasledné dochézi ke slou¢eni virové membrany s membranou hostitelské
buriky a naslednému vstupu viru do buriky. Po vstupu do buiky jsou kapsidové proteiny holé
a uvoliiuji virovy genom s proteiny do cytoplazmy. VIdkno RNA s pozitivni polaritou se
reverzni transkriptdzou pievede na dvouretézcovou DNA, kter4 je prenesena do jadra a pomoci
virové integrazy je integrovana do genomu hostitelské buriky. Po integraci do nukleové kyseliny
LTR uzaviraji konce virového genomu a reguluji transkripci a polyadenylaci virové mRNA.
Exportované virové genomy se shromazd'uji v cytoplazmatické membrané hostitelské burky.
Po uvolnéni z bunky dochézi ke spojeni proteinti gag a komplexu gag—pol, coz aktivuje virové
proteazy, které prevadi nezralé viriony na zralé infek¢ni viry. Cely Zivotni cyklus je mozné

vidét na Obrazku 2.

V historii byly nejprve nejcasnéjSimi lentivirovymi vektory replikaéné kompetentni viry

vV

pouzivané pro baleni a produkci od sekvenci kodujicich virové proteiny. Pozd&ji byly

vytvoreny sofistikovangjsi vektory nesouci prvky pro baleni genomu, reverzni transkripce

6



a integrace, jako je naptiklad LTR.

Vektory HIV-1 prvni generace pro replikaci jsou produkovany ze tii samostatnych elementti:
obalovy konstrukt, plazmid env kodujici virovy glykoprotein a konstrukt genomového
transferového vektoru. Pro dalsi zvySeni bezpeCnosti byly modifikaci pomocnych genii
Vv systému vyvinuty vektory druhé generace. Vektory tfeti generace pouzivaji regulacni proteiny
tat a rev pro transkripci viru a jaderny export transkripti obsahujicich intron. U lentivirovych
vektord prvni a druhé generace miize byt misto integrace nepiedvidatelné, coz miize vést
k nezadoucim sekundarnim ucinkim, jako je napiiklad onkogeneze. Riziko nepfiznivych
sekundarnich ucinkl je vSak pfi pouziti lentivirovych vektort tieti generace velmi nizké

(Sakuma et al., 2012).

V soucasnosti maji lentivirové vektory Siroké vyuziti pfedev§im pii uml¢ovani gend, imunizaci,
modifikaci kmenovych bungk, tvorbé transgennich zvirat atd. Transdukce stabilniho genu
zprostiedkovana lentivirovym vektorem pak muize byt vyuzita pro zivé zobrazovani bunék
infikovanych vektorem. U rakovinovych bunék, které jsou konstruovany tak, aby exprimovaly
reportérové geny lentivirovymi vektory, miiZze byt monitorovan rist nebo metastazy in vivo.
Transdukce buné€k pomoci vektoru umozinuje vytvaieni bunécnych linii riznych druhii rakoviny
pii transdukci vektory cilenych na rtizné organely nadorové buiky (Vectalys, 2019). Soucasti
této bakalafské prace byla pravé transdukce nadorovych bunék lentivirovymi vektory, které
exprimuji fluorescencni proteiny cilené na specifické bunécéné struktury. V nasledujicich

kapitolach jsou tyto organely detailn¢ popsany.

3.3 Golgiho aparat

Golgiho aparat neboli Golgiho systém je jednou z dileZitych organel endomembranového
systému buiiky pojmenované podle italského patologa Camilla Golgiho, ktery jej objevil v roce
1898 v Purkynovych buiikach (Droscher, 1998). Tato organela hraje klicovou roli pfedevsim
pii endocytdze, exocytoze a regulaci vezikularniho transportu (Wortzel et al, 2017). Probiha
zde zpracovavani nov€ nasyntetizovanych protein, jenZ jsou sem dopraveny
z endoplazmatického retikula, nasledné jsou zde $t€peny nebo glykosylovany a rozttidény do
vezikul (Mowbrey a Dacks, 2009). Poté mohou byt tyto proteiny transportovany do cilovych
oblasti buniky, kterymi mohou byt lysozomy nebo plazmatickd membrana (Cooper, 2000).

Kromé modifikace proteinli probiha v Golgiho aparatu také iniciace signdlnich drah nebo
7
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Obrazek 3: Struktura Golgiho aparatu (pfevzato a upraveno z Bishopkingdom, 2020)

biosyntéza riznych molekul, kterymi jsou v pfipadé¢ zivocisné buiky glykolipidy
a sfingomyeliny, a v piipadé rostlinné buiiky polysacharidy, které se podili na vystavbé bunécné
stény (Wilson et al., 2011; Cooper, 2000; Mowbrey a Dacks, 2009).

Golgiho aparat tvoti vacky a zplostélé cisterny ohrani¢ené membranou, kde probihd Uprava
asyntéza bunéénych slozek. Tyto slozky jsou pii prochazeni Golgiho aparatem kromé
upravovani také tfidény, k ¢emuz dochézi v riznych ¢astech tohoto komplexu. Z tohoto diivodu
se predpoklada, ze je Golgiho aparat sestaven do vice samostatnych oblasti: Cis oblasti, stiedni
oblasti, kterd se skladd ze dvou casti a trans oblasti. Pfijem vezikul s proteiny
z endoplazmatického retikula probiha v cis oblasti Golgiho aparatu, ktera je smétuje k jadru.
Nasleduje postup do stiedni oblasti komplexu, kde probiha vétSina reakci (Cooper, 2000).
Jakmile jsou polysacharidy, proteiny a lipidy modifikované, pfechazeji do tfidici trans oblasti
komplexu regulujici jejich ptenos a distribuci do cilovych ¢asti buniky. Proteiny odtud mohou
byt transportovany bud’ k cytoplazmatické membrané, kde dochézi k jejich zaclenéni do
membrany, exkreci, anebo do ostatnich organel, kterymi mohou byt v ptipadé ZivociSnych
bunék lysozomy nebo vakuoly v kvasinkach nebo rostlinnych bufikach. Struktura Golgiho

aparatu je popsana na Obrazku 3.

Mechanismus, kterym jsou proteiny prepravovany v ramci Golgiho aparatu, zatim neni zcela
znam. Existuji dva modely, jak k témto procesim muze dochdzet. Prvni model pfedpoklada, Ze
proteiny jsou prepravovany mezi cisternami Golgiho aparatu pomoci vezikularnich systémi
COPI (coatamer protein I, obalovy protein I). Jelikoz ale nemohou byt ptili§ velké molekuly
obaleny vezikuldrnim systémem COPI, ptevlada v dneSni dobé model druhy, ktery tvrdi, ze
proteiny se nachazi ve stale stejné cisterné, ktera se ale sloZzenim enzymi postupné méni z Cis
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na trans oblast Golgiho aparatu za sou¢asného pohybu smérem od jadra (Wilson et al., 2011).

Proteiny se v Golgiho aparatu nachazeji ¢astéji na membrané nez v jeho lumenu, jako je tomu
napiiklad u endoplazmatického retikula. V membrané tohoto komplexu se také vyskytuji
specifické signaly, které tidi uchovavani proteinit v Golgiho aparatu. V piitomnosti téchto
signala totiz nedochazi k zabaleni proteinti do transportnich vezikul a proteiny tak nemohou

opustit trans oblast Golgiho aparatu.

Jak jiz bylo feceno, Golgiho aparat je zakladni organela, ktera se podili na pieziti nebo smrti
bunék. Funkce Golgiho aparatu byla zkoumana u bunék riznych typl nadort, véetné rakoviny
prostaty. Bylo zjisténo, Ze spolecnym znakem maligniho nadoru je aberantni glykosylace
avznik a vyvoj nadoru je tudiz na glykosylaci zavisly. U rakoviny prostaty byla zjisténa
abnormalni glykosylace, jeji vyznam vSak jesté neni znam. Pokud jde o 1é¢bu rakoviny
v budoucnosti, je dilezita identifikace nadorové specifickych proteinti Golgiho aparatu a jejich
funkce, jelikoz léky cilené na Golgiho aparat mohou ovlivnit jeho funkci i v normalnich

bunikach a zpusobit tak zavazné vedlejsi uc¢inky (Migita et Inoue, 2012).

3.4 Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum je jednou znejvétSich organel v buiice. Hlavni vyznam této
organely spoc¢iva v syntéze, transportu a skladani bilkovin, dale v syntéze lipidl a steroidd
a ukladani véapniku. Tato organela zahrnuje endoplazmatické retikulum na jaderném obalu
aperiferni  endoplazmatické retikulum (Cooper, 2000). Dale existuji dva typy
endoplazmatického retikula: drsné a hladké. Drsné endoplazmatické retikulum nese na svém

povrchu ribozomy (Obrazek 4), na kterych probiha syntéza proteini. Hladké endoplazmatické

Jadernd membrdna

Jaderny pér

Hladké endoplazmatické
retikulum 5

= S\
Cisterny Drsné endoplazmatické ™
retikulum

Ribozomy

Obrazek 4: Struktura endoplazmatického retikula (pfevzato a upraveno z Britannica, 2020)



retikulum nachdzejici se u jadra neobsahuje ribozomy a je mistem syntézy lipidi.

Endoplazmatické retikulum je tvofeno zploStélymi vacky a siti vétvicich se cisteren
obsahujicich lumen, ktery je od okolniho cytosolu oddélen jednou membranou (Oakes a Papa,
2015). Endoplazmatické retikulum je tvoreno nékolika strukturnimi doménami, z nichz kazda
vykonava specifické funkce. Tvar a distribuce téchto domén jsou regulovany fadou integralnich
membranovych proteint a interakcemi s ostatnimi organelami nebo cytoskeletem. Organizace
téchto subdomén i to, jakym zpisobem piechdzeji do riznych struktur, vSak zatim neni zcela

znama (Cooper, 2000).

Jak jiz bylo zminéno, jednou z dilezitych funkci této organely je syntéza vice nez tietiny vSech
proteinii vytvofenych v bunice, at’ uz se jedna o sekretované nebo integralni proteiny, nebo
proteiny cilené do cytosolu (Oakes a Papa, 2015). Aby k syntéze proteinu mohlo dojit, musi se
na cytosolickém endoplazmatickém retikulu nachazet ribozom. Cesta syntézy sekrecnich
a integralnich proteinti za¢ina na ribozomu v cytosolu, kde dochazi k translaci (Cooper, 2000).
Nésleduje transport ribozomu na membrdnu endoplazmatického retikula, kde dochézi
K rozpoznani a navazani N—koncové signalni sekvence vznikajiciho polypeptidu na SRP (signal
recognition particle, Signal rozpoznavajici castice), zatimco je polypeptid stale syntetizovan na
ribozomu (Oakes a Papa, 2015). Komplex mRNA (messengerova RNA), ribozomu,
vznikajiciho polypeptidu a SRP se na membrané vaze na receptor SRP, kde pokracuje translace
(Cooper, 2000). Vznikajici polypeptid se miiZze kotranslacn€ translokovat do lumenu
endoplazmatického retikula ptes translokon Sec6, coz je kanal skladajici se z trimeru proteina
prenasejici sekre¢ni a membranové proteiny (Becker et al., 2009). Béhem nebo v nékterych
ptipadech po dokonceni translace je signalni sekvence odSt€pena protedzou, coZ umoziuje
volnému proteinu vstupovat do lumenu endoplazmatického retikula (Oakes a Papa, 2015). Po
dokonceni translace se mRNA translatovana na ribozomech uvolinuje a ribozomy mohou ziistat
navazané na membrang a Ucastnit se dalsi translace. V ptipadé¢ membranového proteinu dojde
Kk zastaveni translokace, protein je posunut po membrané¢ a zakotven ve fosfolipidové
dvojvrstveé, odkud mize byt pozdéji pomoci vezikul transportovan na cilovou membranu

(Cooper, 2000).

Kromé syntézy bilkovin dochazi v endoplazmatickém retikulu také k syntéze membranovych
lipidi. Lipidy a fosfolipidy, jeZ jsou hlavnimi slozkami membran, jsou transportovany do ¢asti

endoplazmatického retikula, ktera se nazyva ERGIC (ER-Golgi intermediate compartment,
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intermedialni kompartment ER-GA). V tomto oddilu, ktery je v tésné blizkosti Golgiho aparatu
a je bohaty na tubuly a vezikuly, probiha biochemicka modifikace lipidd. Po upravé jsou lipidy

transportovany pomoci sekre¢nich vackt po buiice nebo do Golgiho aparéatu.

Endoplazmatické retikulum je také zasobnim mistem intraceluldrniho vapenatého kationtu. Za
uvoliiovani véapenatych iontti za do cytosolu pfi nizké hladiné véapniku jsou zodpovédné
pfedev§im vapenaté kandly a s nimi spojené ryanodinové receptory a IP3R (inositol 1,4,5-

trisphosphate receptor, inositol-1,4,5-trisfosfatovy receptor) (Cooper, 2000).

Bunécny stres vazné naruSuje funkci endoplazmatického retikula. To vede k abnormalnimu
vyskytu rozlozenych nebo Spatné slozenych proteini v endoplazmatickém retikulu
a intracelularni nerovnovaze v ustaleném stavu. Tento stav vede k rozvoji ERS (endoplasmic
reticulum stress, stres endoplazmatického retikula) a spusténi signalnich drah, které se souhrnné
oznacuji jako UPR (unfolded protein response, odpovéd’ na neslozené proteiny). Tyto dva
faktory se u klasickych bun€k podili na jejich ochrang, ale u bunék nadorovych mohou
indukovat tumorigenezi a podporovat tak jejich pieziti a vyvoj. Pochopeni ERS a znalost jeho
role pfi tvorbé metastaz je v dne$ni dobé omezena a bude rozhodujici pro inhibici metastaz

nadorovych bunék, ktera se stala hlavnim cilem nadorové terapie (Han et Wan, 2018).

3.5 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana je stejné jako vSechny membrany v bunice tvofena lipidy
a proteiny. Jeji zakladni strukturou je fosfolipidova dvojvrstva, ktera vytvaii bariéru mezi
vnitinim a vnéj§im prosttedim buiiky (Cooper, 2000). Do této dvojvrstvy jsou zabudované
proteiny zodpovédné za specifické funkce cytoplazmatické membrany, jelikoZ napomahaji
udrZovat celistvost a organizaci membrany. Na extracelularni strané membrany se vyskytuji

sacharidy, které jsou kovalentnimi vazbami vazany na né€které lipidy a proteiny.

V cytoplazmatické membrané Ize nalézt tf1 typy lipidi a to fosfolipidy, glykolipidy
a cholesterol. Fosfolipidy jsou tvofeny dvéma fetézci mastnych kyselin navdzanymi na glycerol
a fosfat. Diky tomuto sloZeni maji amfipaticky charakter, coZ znamend, ze obsahuji jak
hydrofobni, tak hydrofilni ¢asti. Tato vlastnost membranovych lipida zajist'uje jejich formaci
do dvojvrstvy, ve které hydrofilni ¢ast fosfolipidi sméfuje ven k vodnimu prostiedi

a hydrofobni ¢ast dovniti (Watson, 2015).
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Pro funkci membrany jsou dulezité dva obecné rysy fosfolipidovych dvojvrstev. Prvnim je
struktura fosfolipidi, které je zodpovédna za zakladni funkci membran jakoZto bariéry. Jelikoz
vnitiek fosfolipidové dvojvrstvy je tvoien hydrofobnimi fetézci mastnych kyselin, membrana
je nepropustna pro molekuly rozpustné ve vodé€, véetné iontil a vétSiny biologickych molekul.
Druhym je, Ze dvojvrstvy jsou viskdzni tekutiny, nikoli pevné latky. Dlouhé uhlovodikové
fetézce mastnych kyselin se voln¢ pohybuji uvnitt membrany, takZze samotnd membrana je
mékka a ohebna (Cooper, 2000). Tato vlastnost membran byla v roce 1972 Jonathanem

Singerem a Garthem Nicolsonem pojmenovana terminem fluidni mozaika (Watson, 2015).

Glykolipidy jsou svou strukturou podobné fosfolipidiim, ale namisto fosfatu je na glycerol
navazany sacharidovy fetézec (Watson, 2015). Glykolipidy se nachazeji vyhradné na vné&jsi
stran¢ cytoplazmatické membrany (viz Obrazek 5) a jejich zastoupeni je pomérné malé.
Cholesterol je naproti tomu hlavni membranovou sloZkou Zivo¢isnych bunék, ktera je pfitomna
v pfiblizné stejném mnozstvi jako fosfolipidy. Jeho struktura se od ostatnich lipidi
nachazejicich se v membrané pomérné 1isi. Vzhledem ke své pevné kruhové struktuie hraje
cholesterol v membranové struktufe vyraznou roli. Cholesterol sdm o sobé nevytvafi
membranu, ale vtésnava se do dvojvrstvy fosfolipidi s polarni hydroxylovou skupinou.

Cholesterol ma vyrazny vliv na tekutost membrany (Cooper, 2000).

Zatimco lipidy jsou zékladni strukturdlni prvky membran, za specifické funkce membrany jsou
zodpovédné proteiny. Bez membranovych proteinii by fosfolipidova dvojvrstva zajiStovala
pouze odde€leni vnéjsiho a vnitiniho prostiedi (Watson, 2015). Singer a Nicolson rozlisili dvé
tfidy membranovych proteind, které nazvali perifernimi a integralnimi membranovymi
proteiny. Periferni proteiny nejsou vlozeny do hydrofobni ¢asti lipidové dvojvrstvy, ale jsou
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nepfimo spojeny s membranami prostfednictvim interakci protein—protein  Casto
prostfednictvim iontové vazby. Nekteré z téchto proteinti mohou byt také v cytoplazmatické
membrané ukotveny kovalentné ptipojenymi lipidy nebo glykolipidy. Takové proteiny jsou
bud ukotveny do vn&j$i  vrstvy  cytoplazmatické membrany pomoci  GPI
(glykosylfosfatidylinositolovych) kotev, anebo ve vnitini vrstvé cytoplazmatické membrany
kovalentné pripojenymi lipidy. Za to u integralnich membranovych proteinti jsou jejich Casti

vlozeny piimo do lipidové dvojvrstvy (Cooper, 2000).

Ptilezitost k 1écb¢ a prevenci rakoviny je potieba znalost slozeni membranovych lipida
a zejména zmena ve struktuie lipidit nachazejici se v nadorové bunce oproti lipidim v burice
klasické. Slozeni a funkce membrany u nadorovych bunék totiz mize byt klicové v 1é¢be
rakoviny bud’ v kombinaci s chemoterapeutiky, nebo nékterymi molekulami, které jsou
Vv soucasné dobé¢ vyvijeny. Témito zménami a jejich aplikaci se v soucasnosti zabyvaji napiiklad

néktera odvétvi lipidomiky (Zalba et ten Hagen, 2017).

3.6 Jadro

Jadro je membranova organela zajist'ujici fidici hlavni pochody v buiice. Jak je mozné vidét na
Obrazku 6, jde o membranovou organelu vyplnénou nukleoplazmou neboli karyoplazmou.
Uvniti nukleoplazmy se nachdzi DNA ve form¢ chromatinu a jadérko. Jadernd membrana poté

obsahuje velké mnozstvi poru slouzicich k transportu molekul z jadra a do jadra.

Tato organela byla prvni objevenou intracelularni strukturou, ptivodné¢ popsana Franzem

Jadernd
membréna

Kondenzovany
chromatin

Endoplazmatické
retikulum

Obrazek 6: Struktura jadra (pfevzato a upraveno z Biology web page, 2020)
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Bauerem v roce 1802 a pozd¢ji popularizovana Robertem Brownem. V 80. letech pouziti
fluorescencni mikroskopie umoznilo studium konkrétnich proteinii v jadie a byla jasné
prokazana existence nékolika morfologicky odlisitelnych struktur. V posledni dobé¢ bylo
vyvinuto velké usili o pochopeni specifickych funkci téchto domén. Tyto studie byly jesté
urychleny objevem fluorescen¢nich znacek, které nyni umoziuji vizualizaci a kvantitativni
analyzu chromatinu, mRNA a proteind v zivych buiikach (Dundr et Misteli, 2001). Vzhledem
k tomu, Ze v jadie je umistén genom builky, slouZi tato organela piedevS§im jako uloZisté
genetické informace a také jako kontrolni stfedisko buiiky. Oddélenim genomu od cytoplazmy
umoznuje jadernému obalu regulovat expresi genu pomoci mechanisml jedineénych pro
eukaryotické buiniky. Zatimco prokaryotickd mRNA je translatovana jiz béhem transkripce,
eukaryotickd mRNA jesté¢ pred transportem z jadra podléha posttranskripénim wGpravam.
Pfitomnost jadra tak umoziuje regulovat expresi genli pomoci posttranskripénich mechanismi

(Cooper, 2000).

Podobné jako jiné organely i jadro obsahuje mnoho domén se specializovanymi funkcemi.
Nejvice viditelnymi, a proto také nejcastéji studovanymi strukturami jadra jsou chromozomy
a jadérko. Jadro vSak obsahuje celou fadu dalSich struktur, ale pochopeni jejich funkce je stale
jesté v plenkach (Handwerger et Gall, 2006). Struktury bunééného jadra sice nemaji membrany,
které by tyto oblasti vymezovaly, ale jsou povazovany za “kompartmenty* z nékolika divodi.
Kromé toho, ze obsahuji odlisné typy rezidentnich proteindi, mohou byt také morfologicky
oddéleny pomoci svételné a elektronové mikroskopie, pfi¢emz vétSina z nich jiz byla
vizualizovéana v Zivych buiikdch pomoci technologie GFP. Nejvice prostudovanymi jadernymi
kompartmenty je jadérko, SFC (‘splicing-factor compartments‘) a Cajalovo télisko (Dundr et
Misteli, 2001).

v

Jadérko je kromé chromatinu nejvyznamnéjsi jadernd struktura. Nachazi se kolem shluka
tandemovych repetic tDNA (ribozomalni DNA) gent, které jsou transkribovany RNA
polymerdzou I. Regiony obsahujici tandemové repetice rDNA jsou zdkladem organizace
jadérka a shromazd’ovani slozek pottebnych pro biosyntézu ribozomu. Jadérko je morfologicky
rozdéleno do tii raznych oblasti, které jsou zodpoveédné za proces biogeneze ribozomu.
Fibrilarni centra jsou obklopena hustymi fibrilarnimi slozkami, ze kterych se §ifi granulované

komponenty.
Jak se v poslednich letech ukazalo, funkci SFC je ukladani slozek, které jsou soucasti
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spliceozomu. Po expresi genli obsahujici introny se slozky Gcastnici se sesttihu §ifi z SFC do
transkripcnich mist. Cajalovo télisko je pravdépodobné mistem sestaveni transkripcni aparatury
jadra. Nékteré studie naznacuji, ze Cajalovo télisko mize fungovat také jako misto sestaveni

transkriptomt (Dundr et Misteli, 2001).

Jadra nadorovych bunék mohou byt jadra nepravidelnd nebo elipticka se shluky
heterochromatinu. U téchto bunék je také casty vyskyt fragmentace nebo puceni jader, jader ve
tvaru prstencit nebo dér v jadrech. U nadori vysokého stupné se pak nachdzi zna¢na
anizonukledza, tedy variabilita ve velikosti a tvaru jader (Nandini, 2017). V soucasné dobé ale
neni dostatecné prozkouména patologie jadra nadorovych bunék a vyzaduje tak dalsi studia.
Existuje moznost, ze pokud v budoucnosti dojde k identifikaci specifické struktury jadra
nadorovych buné¢k a k jejich pouziti jako biomarker, bude mozné vyvinout personalizovany 1ék

zaloZeny na architektufe jadra, ktery bude vyuzivan pii klinickém rozhodovani (Mai, 2019).

3.7 Mitochondrie

Mitochondrie je dulezitou organelou v bunce, kde je hlavnim poskytovatelem energie. Je
zodpovédna za vytvareni vétSiny energie ziskané z rozkladu sacharidl a mastnych kyselin, které
se béhem oxidativni fosforylace pfeménuji na ATP. Kromé produkce energie mitochondrie
uchovavaji vapnik vyuZzivany pfi signalizaci bunék, generuji teplo a hraji roli béhem stresovych
reakcich (Kiihlbrandt, 2015). VétSina mitochondridlnich proteinti je po translaci do organely
importovana pomoci specifickych signalii. Mitochondrie je jedine¢nou organelou také proto, ze
obsahuje vlastni DNA, ktera koduje tRNA, rRNA a nékteré mitochondridlni proteiny.
Mitochondrie ve své struktufe tedy zahrnuje jak proteiny kodované jejim vlastnim genomem
a prevedené do organely, tak proteiny kodované jadernym genomem a importované z cytosolu

(Cooper, 2000).

Mitochondrie jsou ohrani¢eny vnitini a vnéj§i membranou odd€lené intermembranovym
prostorem. Vnitini membrana tvofi Cetné zahyby nazyvajici se kristy, které vybihaji do
vnitiniho prostoru organely oznacované jako matrix. Vnéj$i mitochondrialni membrana
obsahuje poriny a volné ji tak prochdzi ionty a malé nenabité molekuly. Jakékoli vétsi molekuly
musi byt do mitochondrie transportovany pomoci prenasecu (Kiihlbrandt, 2015). Oproti tomu
vnitini membrana je pro vétSinu iontl a malych molekul nepropustna. Pravé matrix a vnitini
membrana predstavuji nejdilezitéjsi casti mitochondrii, jelikoz obsahuji dulezité enzymy
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zodpovédné za reakce metabolismu (Cooper, 2000).

Pocatecni faze rozkladu glukozy, tzv. glykolyza, probiha v cytosolu, kde je glukoza pfeménéna
na pyruvat. Pyruvat je pak transportovan pravé do matrix mitochondrii, kde jeho oxidace az na
CO:2 poskytuje vétSinu vyuzitelné energie v podobé ATP (adenosintrifosfat). Tento proces
zahrnuje oxidaci pyruvatu na acetyl CoA (koenzym A), ktery se pak vstupuje do citratového

cyklu, kde se rozklada na CO2 (Obrazek 7).

Oxidace mastnych kyselin také vede k rozkladu na acetyl CoA, ktery je v mitochondriich
metabolizovan stejnym zplisobem. Enzymy citratového cyklu se nachazi v matrix mitochondrii
a jsou nezbytnou soucasti rozkladu sacharidi a mastnych kyselin (Cooper, 2000). Oxidace
acetylu CoA na CO: je spojena s redukci NAD™ (nikotinamidadenindinukleotid) a FAD
(flavinadenindinukleotid) na NADH a FADH,. Vysokoenergetické elektrony z NADH

a FADH: jsou pfenaseny fadou nosi¢t umisténych Ve vnitini membrané na molekularni kyslik.

Tento proces se nazyva elektron—transportni nékdy také dychaci tetézec. Energie vznikla
elektronovym transportem je vyuzivana pii oxidativni fosforylaci, kdy dochazi k pumpovani
vodikovych kationtll z matrix do intramembranového prostoru. Tim vzniké elektrochemicky
gradient, kterého vyuzivd ATP syntdza. Ta pumpuje protony zpét do matrix za soucasné
fosforylace ADP (adenosindifosfat) na ATP. Vnitini mitochondrialni membrana tedy
ptredstavuje hlavni misto tvorby ATP (Spinelli et Haigis, 2018).
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Mitochondrialni dysfunkce je spojena s mnoha chorobami a patofyziologickymi jevy véetné
rostouciho poctu neurodegenerativnich onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze jsou klicové
regulatory bunécné smrti, jsou mitochondrie také hlavnim cilem vyzkumu rakoviny a centrem

vyvoje 1é¢iv (Stochaj et al., 2015).

3.8 Aktin

v

Aktin je nejhojnéjSim proteinem ve vétSin€ eukaryotickych bunék a ucastni se vice interakci
protein-protein nez jakykoli jiny znamy protein (Dominguez et Holmes, 2011). Aktin v buiice
polymerizuje za vzniku aktinovych filament. Tyto filamenty jsou tenkd, pohybliva vlakna
0 pruméru piiblizn¢ 7 nm a délce az nékolika mikrometrti (Cooper, 2000). Tato schopnost spolu
s moznosti pfechazet mezi globuldrnim G—aktinem a fibrilarnim F—aktinem d¢laji z aktinu jeden
z klicovych ¢lanka buniky. Aktin spolu s ABP (actin—binding proteins, proteiny vazajici aktin)
zajist'uje mnoho funkci od pohyblivosti a udrzovani tvaru bunky jakozto soucast cytoskeletu az
po regulaci transkripce. Kromé téchto funkci je také aktin spolu s myozinem zékladem svalové
kontrakce (Dominguez et Holmes, 2011). Pod plazmatickou membranou aktinova vlakna tvofi

sit’, kterd poskytuje buiice mechanickou podporu.

Jednotlivé aktinové molekuly G—aktinu jsou kulovitého tvaru, tvofené polypeptidovym
fetézcem s 375 aminokyselinami, kdy kazdy fetézec je slozen z o a B domén. Kazdy aktinovy
monomer ma vazebnd mista, kterd zprostfedkovavaji vzajemné interakce s dvéma dal$imi G—
aktiny, ¢imZ tyto monomery polymerizuji za vzniku F-aktinu. ProtoZe jsou vSechny aktinoveé
monomery orientovany stejnym smeérem, lze na aktinovém filamentu rozlisit plus a minus
konce, viz Obrazek 8. Tato polarita aktinovych vlaken je dalezita jak pfi jejich sestavovani, tak

pti sméru pohybu myozinu vzhledem k aktinu (Cooper, 2000).

depolymerizace polymerizace

G- aktmO <':I g O G-aktin

s navdzanym ADP s navdzanym ATP
konec + konec

F-aktin

fosfonrglace ADP
Obrazek 8: Dynamika aktinu (ptevzato a upraveno z Spinal Muscular Atrophy, 2020)
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Pti aktinové polymerizaci je v prvnim kroku vytvofen maly agregat sestavajici ze tfi aktinovych
monomert. Na oba konce aktinového vlakna se poté mohou ptidavat dalsi monomery, pticemz
plus konec se prodluzuje asi pétkrat az desetkrat rychleji nez minus konec. Stabilni aktinové
monomery se piitom vazi na ATP, ktery je po sestaveni vlakna hydrolyzovan na ADP a aktin
se tak stava nestabilnim. ATP sice neni pro polymerizaci nutny, ale aktinové monomery

s navazanym ATP polymerizuji rychleji nez ty, ke kterym je vazan ADP (Cooper, 2000).

Jak jiz bylo feceno, polymerizace i depolymerizace aktinovych vlaken je regulovana i ABP.
Klicovym proteinem zodpovédnym za rozklad aktinového vldkna v bunice je kofilin, ktery se
vaze na aktinova vlakna a zvysuje tak rychlost disociace aktinovych monomert od minusového
konce. Od aktinu se oddé€luje spolu s navazanym ADP, ¢imz brani jeho znovunavazani na
filamenta. Dalsi ABP, profilin, ale miZze zménit G¢inek kofilinu a stimulovat zaclenéni

aktinovych monomert do filamentd (Cooper, 2000).

Aktinova vlakna se v nejvyssi koncentraci nachazi pod cytoplazmatickou membranou, kde jsou
aktinové vldkna uspotddéana do sit¢ a k membrané jsou ukotvena prostfednictvim ABP (Lodish
et al., 2000). Tato sit’ aktinovych vlaken a aktin vazajicich proteint se nazyva kortex. Tato
struktura urcuje tvar bun€k a podili se na riznych procesech, které probihaji na bunééném
povrchu véetné pohybu bunky. Na cytoplazmatické membrané vétSiny bunék se navic vyskytuji
oblasti, které zajistuji spojeni se sousednimi buiikami, tkafiovymi slozkami nebo jinymi

substraty, jimiz mize byt tfeba povrch kultiva¢ni lahve (Cooper, 2000).

Bylo zjisténo, Ze nékteré z proteint, které jsou souc€asti aktinového cytoskeletu, Gizce souvisi se
schopnosti nékterych naddorti metastazovat. Nedavné studie zacaly objasnovat molekularni
funkce téchto proteini pifi migraci nadorovych bunék in vitro. In vivo ale tyto invazivni
nadorové bunky exprimuji skupiny proteinli ve vice signalnich drahdch, které spolupracuji,
a tak zesiluji aktivitu komplext podilejici se na vzniku metastaz (Yamaguchi et Condeelis,
2007). Nyni je nutné prozkoumat tyto molekularni drdhy a zjistit hlavni regulatory exprese
a aktivity téchto proteind, na které by mohly byt cileny potencialni nadorova 1é¢iva (Absi et al.
2018).

18



4

MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

K experimentim byla pouzita adherentni bunééna linie HeLa odvozena z nadoru délozniho

hrdla ¢lovéka (Homo sapiens sapiens) a bunééna linie U-2 OS odvozena z osteosarkomu

¢lovéka (Homo sapiens sapiens). Obé tyto bunééné linie byly zakoupeny z American tissue

culture collection.

Pti transdukci bunécnych linii byly pouzity nasledujici lentivirové vektory:

rLV.EF1.mCherry-Actin-9 (Vectalys, kat. ¢. 0020VCT)
rLV.EF1.mCherry-ER-9 (Vectalys, kat. &. 0025VCT)
rLV.EF1.mCherry-Golgi-9 (Vectalys, kat. ¢. 0022VCT)
rLV.EF1.mCherry-Mem-9 (Vectalys, kat. ¢. 0026VVCT)
rLV.EF1.mCherry-Mito-9 (Vectalys, kat. ¢. 0024VCT)
rLV.EF1.mCherry-Nuc-9 (Vectalys, kat. ¢. 0023VCT)

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

(0]

DMSO (dimethylsulfoxid) (ITW Reagents, kat. ¢. A3672.0250)

FCS (Fetalni teleci sérum) (Gibco, kat. ¢. 16010159)

Kultiva¢ni médium McCoy’s SA (Lonza, kat. ¢. 12-688F)

Kultivaéni médium EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium) (Lonza, kat. ¢. 12-
611F)

Polybren Transfection Reagent (EMD Millipore, kat. ¢. TR-1003-G)

TrypLE (Gibco, kat. ¢. 12604054)

Testované latky

o

o

o

o

o

Aktinomycin D (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 50-76-0)

Bortezomib (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 179324-69-7)
Cykloheximid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 66-81-9)

Cyklosporin A (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 59865-13-3)
Daunorubicin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 23541-50-6)
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O

Etoposid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 33419-42-0)

Kyselina betulinova (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 472-15-1)

Mitomycin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 50-07-7)

Mitoxantron dihydrochlorid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 70476-82-3)
Topotekan hydrochlorid hydrat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 123948-87-8)

4.2.2 PouZité soupravy

O

CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTS) (Promega,
kat. ¢. G5421)

4.2.3 PouZité roztoky a jejich priprava

o

1x PBS: 10x PBS 80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na2HPO4 - 2H20, 2 g KH2POg4, rozpusténo
v 800 ml destilované vody a doplnéno do 1 1; ptiprava: 50 ml 10x PBS doplnim
destilovanou vodou do 500 ml)

kultivaéni médium EMEM (500 ml): k 500 ml média EMEM ptidat 50 ml FCS,
prefiltrovat

kultivaéni médium McCoy’s (500 ml): k 500 ml média McCoy’s pridat 50 ml FCS,
prefiltrovat

zamrazovaci médium (40 ml): 38 ml FCS smichat s 2 ml DMSO, ptefiltrovat

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Centrifuga 5810 R (Eppendorf)

Echo Liquid Handler (Labcyte)

EnVision HTS Multilabel Plate Reader with AlphaScreen Microplate reader
(PerkinElmer)

Flow box MSC-Advantage (Thermo Scientific)
Fluorescen¢ni mikroskop CellObserver SD (Zeiss)
Fluorescen¢ni mikroskop Cell Voyager CVV7000 (Yokogawa)
Inkubator CO2 innova CO-170 (New Brunswick Scientific)
Multidrop (Thermo Scientific)

Software Adobe Photoshop

Software GraphPad Prism 8

Software ImageJ
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o Screeningovy systém Cell Voyager CV7000 (Yokogawa)
o Svételny mikroskop IX51 (Olympus)

o Vi-Cell XR (Beckman Coulter)

o Vodni lazen WNB (Memmert)

o Vyrobnik ledové drté (N.F.T.)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Kultivace

Bunééna linie HelLa byla kultivovana v kultivaénim médiu EMEM s 10 % fetalniho teleciho
séra. Bunééna linie U-2 OS byla kultivovana v kultivaénim médiu McCoy’s s 10 % fetalniho
teleciho séra. Tyto bunécné linie byly kultivovany ve stfednich kultivacénich lahvich
obsahujicich pfislusné médium. Kultivace probihala v inkubatoru ve 37 °C, atmosféie

obohacené o 5 % CO2 a relativni vlhkosti 90 %.

Ttikrat tydné byla ve sterilnim prostiedi flowboxu provadéna pasaz bunék.

1. Po vyliti média z kultivacni lahve byly buiiky promyty 15 ml PBS pro odstranéni
zbytkll média.

2. Do stiedni kultivaéni lahve byl napipetovan 1 ml tryplu, ktery v inkubatoru pisobil
po dobu 5 minut.

3. Pro zastaveni trypsinizace bylo do kultiva¢ni 1ahve pfidano 5 ml kultiva¢niho média.

4. Bunky byly v kultivaénim médiu propipetovany a v kultivaéni 1dhvi byla ponechana
jedna Sestina z celkového objemu bunécné suspenze.

5. Do stiedni kultivaéni lahve bylo poté ptidano 15 ml pfislusného kultiva¢niho média.

4.4.2 Transdukce

Pro fluorescencni vizualizaci subcelularnich struktur byly pouzity lentivirové reportérové
vektory, coz jsou predbalené lentivirové Castice exprimujici fluorescenéni proteinové geny pro
transdukci savcich bunék. K dispozici byly systémy pro vizualizaci aktinu, Golgiho aparatu,
jadra, mitochondrie, endoplazmatického retikula a cytoplazmatické membréany. Kazdy z téchto
vektorti obsahuje genové sekvence zajistujici pfimou vizualizaci konkrétnich subcelularnich
struktur. Kazda lentivirova ¢astice obsahuje sekvenci IRES (internal ribosome entry site, vnitini

ribozomalni vstupni misto) umoznujici translaci mRNA v hostitelské buiice. Déle kazda ¢astice
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RS/ cPPT SIN/
B'LTR ¥ RRE /CTS WPRE F'LTR

Cat. No. Product
0020WCT rlV.EF1.mCherry-Actin-8 m Actin | IRES | Puro® }—

Human GT
Precursor

0022VCT  rVEFL.mCherry-Golgi-9 IRES | Puro’ |—

NLS
0023VCT rlVEF1.mCherry-Muc-9 M| IRES | Puro® }—

Mitochondrial
targeting sequence

Res | Purof |—

0024VCT rlV.EF1.mCherry-mito-9

Calretriculun KDEL
signal sequence sequence

Res | Purof® |-

0025VCT rlVEF1.mCherry-ER-8

Neuromodulin
N-terminal sequence

0026VCT rlVEF1.mCherry-Mam-9 IRES | Pura” |—

Obrazek 9: Schématickd mapa expresnich kazet obsazenych v Casticich pro znaceni

jednotlivych subcelularnich struktur s RFP mCherry (pfevzato z Takara Bio, 2020)

obsahuje sekvence genu rezistence vu¢i puromycinu, aby byla zajisténa nasledna selekce
a v posledni fadé sekvence genu pro RFP. Kazda lentivirova ¢astice jesté obsahuje specifickou
sekvenci zajiStujici oznafeni dané organely. Napftiklad lentivirovy vektor cileny na Golgiho
aparat obsahuje sekvenci zajiStujici syntézu galaktosyltransferaza, coZ je enzym pienaSejici
galaktdzu. Galaktosyltransferaza se v buinice vyskytuje pouze se v membrané Golgiho aparatu.
Proto je tento enzym pouzit k fluorescenénimu oznaceni Golgiho aparatu. Ostatni specifické

sekvence pro oznaceni jednotlivych organel 1ze vidét na Obrazku 9.

Buiiky byly nasazeny na 24 jamkovou kultivac¢ni desti¢ku po 10 000 bunkach na jamku a do
druhého dne inkubovény v inkubétoru pti 37 °C, atmosféte 5% CO2 a 90% relativni vlhkosti.
Bylo predpokladéano, Ze pocet bunék se béhem 24 h zdvojnasobi a v jamce kultivacni desky tak
bude 20 000 bun¢k. Byl proto vypocitan objem koktejlu lentivirovych vektori. Podle pokynt
vyrobce byla zvolena hodnota MOI (Multiplicity of infection, Multiplicita infekce) — 20.
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Vypocet objemu lentivirovych vektorti pouzitého pfi transdukei:

Pocet bunék vjamce = 20000

Titr = 1-10°
MOI = 20
pocet bunék v jamce
titr
20000 20 = 0.4 ul
T 1-106 <0 T M

Nasledujici den byla provedena transdukce bunék.

1.

Z jamek kultivaéni desticky bylo odsdto médium a poté ptidany lentivirové vektory
o vypocitaném objemu, 15 pl ptislusného kultiva¢niho média a 0,4 pl polybrenu.

Bunky byly takto inkubovany 5 min pii pokojové teploté.

. Po této dobé bylo do kazdé jamky napipetovano 984,2 ul prislusného kultiva¢niho

média. Kultiva¢ni desticka s transdukovanymi buiikami byla inkubovéna 14-16 h pti
37 °C, atmosfétre 5% CO2 a 90% relativni vlhkosti.

Po uplynuté dobé bylo v jamkéch kultivacni desticky vyménéno médium za nové.
Po 72 h od transdukce bylo pod fluorescené¢nim mikroskopem zkontrolovano, zda
byla transdukce provedena Uspé$né a zaroven byla zahajena selekce puromycinem.
Z jamek kultivani desticky bylo staré médium vymeénéno za médium nové
obsahujici puromycin V poméru 10 000 : 1.

Postupné po dosaZeni dostatecné konfluence byly buiiky pfesunuty z 24 jamkové

kultiva¢ni desticky na 6 jamkovou a nasledné na stfedni kultivaéni 1dhev.
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4.4.3 Zamrazeni bunék

Transdukované bunécné linie byly dale kultivovany pro pouziti pfi dalSich experimentech

a CasteCné zamrazeny.

1.

Po vyliti média z kultivacni lahve byly buiikky promyty 15 ml PBS pro odstranéni
zbytkli média.

Do stiedni kultiva¢ni lahve byl napipetovan 1 ml tryplu, ktery v inkubatoru puisobil
po dobu 5 minut.

Pro zastaveni trypsinizace bylo do kultiva¢ni lahve pfidano 5 ml kultivacniho
média. Bunécna suspenze byla centrifugovana 5 min pfi 1 500 rpm.

Supernatant byl odsat a sediment resuspendovan v zamrazovacim médiu.

Bunécna suspenze byla po 1,5 ml rozpipetovana do kryozkumavek, které byly

ptresunuty do -80 °C.

4.4.4 Mikroskopie Zivych bunék

Mikroskopie zivych bungk je technika umoziujici okamzité zobrazeni bunék in vivo po urcitou

dobu. Pfi této metodé je nejcastéji vyuzivana fluorescen¢ni mikroskopie, kterd umoznuje

sledovat lokalizaci fluorescen¢nich proteini v bunikach.

Do 384 jamkového panelu uréeného k mikroskopii bylo do kazdé jamky napipetovano 30 pl

bunécné suspenze po 3 000 bunck. Panel s buiikami byla do druhého dne inkubovana pti 37 °C,

atmosféie obohacené o 5 % CO> a relativni vlhkosti 90 %.

Po 24 hodinach byl panel s buitkami vlozen do screeningového systému.

1. Metodou konfokalni fluorescence s akvizici BP595/20, expozi¢nim ¢asem 200 ms,

objektivem pro vodni imerzi se zvétSenim 60x a 50% zdrojem svétla o vinové délce

561 nm byly pofizeny fotografie znacenych bunck z fluorescen¢niho mikroskopu
CV7000, Yokogawa.

2. Po zhotoveni fotografii byla automaticky provedena maximum intensity projection.

3. Korekce pozadi na fotografiich byla provedena pomoci programu Image] a pro

zachovani pixelové kvality byly fotografie upraveny v programu Adobe Photoshop.

24



4.4.5 Stanoveni hodnoty IC50 testovanych latek pouzitim MTS testu

MTS test je metoda pouzivana pro kvantitativni stanoveni zivotaschopnosti bunék. Metoda se

obvykle pouziva ke zjisténi citlivosti bun¢k vici riznym latkdm pomoci IC50. Tato hodnota

stanovuje koncentraci, ktera vyvola 50% umrtnost bungk.

Test je zalozen na tom, ze dehydrogenéazy zivych a metabolicky aktivnich bunék zplsobuji

redukci tetrazoliové soli, ktera je soucasti MTS, na hnédy formazan. Mira zbarveni je poté

pfimo tumérnd mnozstvi zivych bunck. Toto zabarveni je mozné kvantifikovat zméfenim

absorbance pii 490 nm.

1.

Do kazdé jamky 384 jamkového panelu bylo napipetovano 30 ul bunééné suspenze
po 800 bungk, pfi¢emz prvni a tfindcty sloupec obsahoval pouze médium. Tyto
sloupce slouzily jako blank. Panel s buikami byl do druhého dne inkubovan pii
37 °C, atmosféie obohacené o 5 % COz a relativni vlhkosti 90 %.

Nasledujici den byly k bunikkam pfidany testované roztoky latek v DMSO. Dané
latky byly pfidany v 7 koncentracich (v nékterych piipadech v 9 koncentracich)
v triplikatu, pfiéemZ nejvyssi koncentrace byla 50 umol-1"? a faktor fedéni 4x.
Panel s bunkami byl 72 hodin inkubovan pii 37 °C, atmosféte obohacené o 5 % CO;
a relativni vlhkosti 90 %.

Po 72 hodinach byly do kazdé jamky ptidany 4 pul MTS a panel s buiitkami byl asi
2 h inkubovan pii 37 °C.

Jakmile byla v jamkach pozorovana viditelna zména zbarveni, byla v kazdé jamce
pomoci spektrofotometru zmétena absorbance pii 490 nm. PouzZitim programu

GraphPad byla stanovena hodnota IC50.
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Schéma pipetovani latek v jednotlivych koncentracich do 384 jamkového panelu je zndzornéno

na obrazku 10.

HIR|~| =@M M|O[O|®]|>

g

z

w | o

1 l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

50,0000 | 12,5000 | 3,1250| 0,7813 | 0,1953 | 0,0488 | 00122
50,0000 | 12,5000 | 3,1250 | 0,7813 | 0,1953 | 0,0488 | 0,0122
50,0000 | 12,5000 | 3,1250| 07813 | 0,1953 | 0,0488 | 00122

50,0000 | 12,5000 | 3,1250| 07813 | 0,1953 | 00488 | 00122
50,0000 | 12,5000 | 3,1250| 07813 | 0,1953 | 0,0488 | 00122
3| 50,0000 | 12,5000 | 3,1250 ] 07813 | 0,1953 | 0,0488 | 0.0122

[ 50,0000 | 12,5000 | 3.1250 | 07813 | 0,1953 | 0.0488 | 0.0122
| 50,0000 | 12,5000 | 3,1250 | 0,781 3 | 0,1953 | 0,0488 | 0.0122
| 500000 | 12,5000 | 3,1250 | 0,781 3 | 0.1953 | 0.0488 | 0.0122

50,0000 | 12,5000 | 3,1250| 07813 | 0,1953 | 00488 | 0.0122
50,0000 | 12,5000 | 3,1250| 0,7813 | 0,1953 | 0,0488 | 0,0122
50,0000 | 12,5000 | 3,1250| 0,7813 | 0,1953 | 0,0488 | 00122

(O Z | (A < =@ DO 5>

Obrazek 10: Schématické znazornéni 384 jamkového panelu s jednotlivymi koncentracemi
(umol-1'h)
Legenda: zluté zbarveni — testované latky, oranzové zbarveni — blank, cervené zbarveni —

DMSO, modré zbarveni — aktinomycin, zelené zbarveni — mitomycin
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5 VYSLEDKY

5.1.1 Mikroskopie Zivych bunék

Oznacené bunécné struktury byly pouzitim fluorescencniho mikroskopu vizualizovany.
Vysledné fotografie bunéénych organel bunék HelLa Ize vidét na obrazku 11 a 12.
Fluorescencné znacené struktury bunécné linie U-2 OS je mozné pozorovat na obrazku 13 a 14.
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Obrazek 11: Fluorescenéné znacené jadro, Golgiho aparat a mitochondrie v buitkdch HeLa

Legenda: A — fotografie pofizena autorem bakalaiské prace, B — fotografie z odborného zdroje,
cerveny signdl — bunky znacené fluorescencnim barvivem mCherry pouZitim lentivirovych
vektorti, modry signal — jadra znacena fluorescencnim barvivem Hoechst 33342, zeleny signal

— buiiky znacené fluorescencnim barvivem GFP pouzitim lentivirovych vektori
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Obrazek 12: Fluorescencné znacené endoplazmatické retikulum a cytoplazmatickd membrana
Vv bunikdch HeLa

Legenda: A — fotografie pofizena autorem bakalatské prace, B — fotografie z odborného zdroje,
cerveny signal — buiiky znacené fluorescenénim barvivem mCherry pouZitim lentivirovych

vektord, modry signal — jadra znacena fluorescencnim barvivem Hoechst 33342
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Obrazek 13: Fluorescenéné znacené jadro, Golgiho aparat a mitochondrie v bunkach U-2 OS

Legenda: A — fotografie pofizena autorem bakalaiské prace, B — fotografie z odborného zdroje,
cerveny signdl — bunky znacené fluorescencnim barvivem mCherry pouZitim lentivirovych
vektort, modry signal — jadra znacena fluorescenénim barvivem Hoechst 33342, zeleny signal

— buiiky znacené fluorescencnim barvivem GFP pouZitim lentivirovych vektori
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Obrazek 14: Fluorescen¢n¢ znacené endoplazmatické retikulum a aktin v bunkach U-2 OS
Legenda: A — fotografie pofizena autorem bakalatské prace, B — fotografie z odborného zdroje,
cerveny signadl — buiiky znacené fluorescenénim barvivem mCherry pouZitim lentivirovych

vektord, modry signal — jadra znacena fluorescenc¢nim barvivem Hoechst 33342

5.1.2 Stanoveni hodnoty IC50 testovanych latek pouzitim MTS testu

MTS test byl pouzit ke stanoveni hodnoty IC50 u testovanych latek na transdukovanych
a parentalnich bunécnych liniich HeLa a U-2 OS. U jednotlivych transdukovanych linii byly
pouzity latky, jenz pisobi na bunééné struktury znacené fluorescenénim proteinem. Z latek byly
piipraveny roztoky v DMSO o koncentraci 10, 1 a 0,1 mmol-1. Z t&chto latek byla pfipravena
koncentra¢ni fada o 7 koncentracich (v nékterych piipadech v 9 koncentracich) v triplikatu,
pfi¢emz nejvyssi koncentrace byla 50 pumol-1? a faktor fedéni 4x. Test probéhl ve tfech
opakovanich. Po pfiddini MTS byla zméfena absorbance pii 490 nm. Ziskané hodnoty
absorbanci byly v programu GraphPad zlogaritmovany, normalizovany a nasledné jimi byla

vznesena kiivka nelinedrni regrese. Programem poté byly stanoveny hodnoty IC50.
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U bunécnych linii, které byly transdukovany lentivirovymi vektory cilenymi na jadro, byly ke

zjisténi IC50 pouzity protinadorova lé¢iva daunorubicin, topotekan a etoposid. Na grafech 1, 2

a 3 lze vidét zavislost viability buné€k na logaritmu koncentrace jednotlivych latek.

Jak je mozné vidét

na grafech 1 a 2, hodnoty absorbanci pii koncentraci

50 umol-1* byly vyfazeny, jelikoz vykazovaly falesné pozitivni viabilitu.

A

Viabilita bunék [%]

Viabilita bunék [%]

150 - .
—— Transdukovana linie HeLa
100- 3 —— Parentalni linie HelLa
50—
0 1 1 mll I2 1
-8 -7 -6 -5 -4
-50- Log ¢ (Daunorubicin)
150 - .
—— Transdukovana linie U-2 OS
1004 —— Parentalni linie U-2 OS
50
0 3 }
T T T 1 1 1
-8 -7 -6 -5 -4
50— Log ¢ (Daunorubicin)

Graf 1: Zavislost viability bun¢k na logaritmu koncentrace testované latky daunorubicinu

Legenda: A — linie HeLa, B — linie U-2 OS
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Graf 2: Zavislost viability bun¢k na logaritmu koncentrace testované latky etoposidu

Legenda: A — linie HeLa, B — linie U-2 OS
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Graf 3: Zavislost viability bunék na logaritmu koncentrace testované latky topotekanu

Legenda: A — linie HeLa, B — linie U-2 OS



U bunéénych linii transdukovanymi lentivirovymi vektory cilenymi na Golgiho aparat byla ke

zjisténi IC50 pouzita latka bortezomib. Ten byl kK bunéénym liniim ptidan v 9 koncentracich,

jelikoz koncentrace 0,78 pmol-1? zptisobovala v predchozich testech pfili§ vysokou tumrtnost

bunék.

Na grafu 4 lze vidét zavislost viability buné€k na logaritmu koncentrace bortezomibu.
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Viabilita bunék [%]

0 T Tt
-8 6
Log c (Bortezomib)

-50-

150

100+ 3
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o
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1
4

-50-

—— Transdukovana linie HelLa

—— Parentalni linie HeLa

—— Transdukovana linie U-2 OS

—— Parentalni linie U-2 OS

Graf 4: Zavislost viability bun€k na logaritmu koncentrace testované latky bortezomibu

Legenda: A — linie HeLa, B — linie U-2 OS
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K testovani IC50 u linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenych na mitochondrie byly

pouzity latky cykloheximid a kyselina betulinova. Na grafech 5 a 6 lze vidét zavislost viability

bunék na logaritmu koncentrace téchto dvou latek.

Viabilita bunék [%]

Viabilita bunék [%]
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—— Transdukovana linie U-2 OS

—— Parentélni linie U-2 OS

-50-

-8 -7 -6 -5
Log ¢ (Cykloheximid)

Graf 5: Zavislost viability bunék na logaritmu koncentrace testované latky cykloheximidu

Legenda: A — linie HeLa, B — linie U-2 OS
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Graf 6: Zavislost viability bun¢k na logaritmu koncentrace testované latky kyseliny betulinové

Legenda: A — linie HeLa, B — linie U-2 OS
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U linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenych na endoplazmatické retikulum bylo ke

zjisténi hodnoty IC50 pouzito protinadorové 1€¢ivo cyklosporin A. Na grafu 7 lze vidét zavislost

viability bun€k na logaritmu koncentrace této latky.

A

Viabilita bunék [%]

Viabilita bunék [%]
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Graf 7: Zavislost viability bun€k na logaritmu koncentrace testované latky cyklosporinu A
Legenda: A — linie HeLa, B — linie U-2 OS
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K transdukci lentivirovymi vektory cilenymi na cytoplazmatickou membranu doslo pouze

U bunéénych linii HeLa. Pro stanoveni hodnoty IC50 pouzita latka mitoxantron. V nésledujicim

grafu 8 Ize pozorovat zavislost viability bun€k na logaritmu koncentrace této latky.
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c
2
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£
]
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-50- Log ¢ (Mitoxantron)

—— Transdukovana linie HelL.a
—— Parentalni linie HelLa

Graf 8: Zavislost viability bun¢k HeLa na logaritmu koncentrace testované latky mitoxantronu

Transdukce lentivirovymi vektory cilenymi na aktin probéhla pouze u bunéénych linii U-2 OS.

Ke zjisténi hodnoty IC50 byly pouzity dvé latky, a to mitoxantron a daunorubicin.

Na grafu 9 a 10 je mozné pozorovat zavislost viability bunék na logaritmu koncentrace této

latky.
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Viabilita bunék [%]

-50-
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Log ¢ (Mitoxantron)

—— Transdukovana linie U-2 OS
—— Parentalni linie HelLa

Graf 9: Zavislost viability buné¢k U-2 OS na logaritmu koncentrace testované latky

mitoxantronu

Jak je mozné vidét na grafu 9 hodnoty absorbanci pti koncentraci 50 umol-17 nebyly do grafu
zahrnuty, protoze vykazovaly faleSné pozitivni viabilitu.
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Graf 10: Zavislost viability bunék U-2 OS na logaritmu koncentrace testované latky

daunorubicinu
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Ziskané hodnoty IC50 pro jednotlivé latky byly zprimérovany a byla vypocitdna smérodatna
odchylka. V tabulce 1 a 2 jsou uvedeny hodnoty IC50 se smérodatnymi odchylkami pro

jednotlivé bunééné linie HeLa a U-2 OS.

Tabulka 1: Naméfené hodnoty IC50 u transdukovanych a parentalnich bunéénych liniich HeLa

a jejich primérné hodnoty se smérodatnymi odchylkami

Hodnoty Primérna Smérodatna Hodnoty Primérna Smérodatna
Testované IC50 hodnota 1C50 IC50 hodnota IC50
litky pmot1]  [umott] P oy pumerry  OdhVika
Transdukovana linie Parentalni linie
Hel a jadro HelLa
1,131 10 1,113 50
Daunorubicin 1,122 10 1,116 93 0,014 16 1,093 90 1,105 23 0,008 29
1,097 58 1,108 30
0,383 70 0,227 40
Topotekan 0,378 10 0,358 77 0,03138 0,283 20 0,231 90 0,040 18
0,314 50 0,185 10
2,015 00 1,252 00
Etoposid 2,203 00 2,071 00 0,093 69 1,986 00 1,658 33 0,304 77
1,995 00 1,737 00
HelL a Golgiho aparat HelLa
0,010 11 0,011 33
Bortezomib 0,00790 0,008 90 0,000 91 0,01317 0,01118 0,001 69
0,008 69 0,0090 41
HelLa mitochondrie HelLa
0,212 20 0,164 00
Cykloheximid 016820 0,191 20 0,018 02 021210 0,17593 0,026 06
0,193 20 0,151 70
. 0,048 48 0,045 18
Kyselina
betulinové 0,053 24 0,043 58 0,010 48 0,031 67 0,046 53 0,012 72
0,029 01 0,062 73
HelL a endoplazmatické retikulum Hela
0,524 20 0,525 00
Cyklosporin A 047160 0,503 47 0,022 87 050690  0,51167 0,009 55
0,514 60 0,503 10
Hel a cytoplazmatickd membrana Hela
0,151 50 0,152 00
Mitoxantron 0,102 00 0,137 13 0,024 98 0,190 40 0,176 63 0,017 46
0,157 90 0,187 50
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Tabulka 2: Naméfené hodnoty IC50 u transdukovanych a parentalnich bunécnych liniich

U-2 OS a jejich primérné hodnoty se smérodatnymi odchylkami

Hodnoty Primérna Smérodatni Hodnoty Primérna Smérodatns
Testované IC50 hodnota 1C50 IC50 hodnota IC50
gy Gmolt]  pmortt] O™ pmorrypumerry %M@
Transdukované linie Parentalni linie
U-2 OS jadro U-2 0S
0,056 05 0,057 61
Daunorubicin 0,057 75 0,059 93 0,004 34 0,062 74 0,057 55 0,004 26
0,065 98 0,052 31
0,160 90 0,244 10
Topotekan 0,252 70 0,187 03 0,046 75 0,233 60 0,226 40 0,018 12
0,147 50 0,201 50
0,166 50 0,175 40
Etoposid 0,105 50 0,120 82 0,032 88 0,181 50 0,169 20 0,013 32
0,090 47 0,150 70
U-2 OS Golgiho aparat U-2 OS
0,023 90 0,023 24
Bortezomib 002515 0,024 71 0,000 58 0,017 69 0,019 79 0,002 46
0,025 09 0,018 45
U-2 OS mitochondrie U-2 OS
0,148 00 0,184 10
Cykloheximid 0,114 70 0,155 43 0,036 67 0,268 60 0,201 50 0,049 25
0,203 60 0,151 80
Kyselina 0,485 10 0,511 80
betulinové 0,561 90 0,531 07 0,033 13 0,567 50 0,534 57 0,023 85
0,546 20 0,524 40
U-2 OS endoplazmatické retikulum U-2 0S
4,529 00 3,913 00
Cyklosporin A 407700 4,365 67 0,204 71 426300 4,287 00 0,315 62
4,491 00 4,685 00
U-2 OS aktin U-2 OS
0,065 77 0,060 70
Daunorubicin 0,06508 0,066 28 0,001 25 0,06437 0,060 70 0,003 00
0,068 00 0,057 03
0,083 29 0,081 61
Mitoxantron 0,089 15 0,085 12 0,002 85 0,079 32 0,080 85 0,001 08
0,082 93 0,081 61
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6 DISKUZE

Pomoci lentivirovych vektori byla UspéSné provedena transdukce nadorovych bunék
lentivirovymi vektory, pomoci kterych byly fiznimi proteiny fluorescencné oznaceny
jednotlivé bunééné struktury, jejichz struktura a vyvoj bylo mozné nasledné pozorovat pod
fluorescen¢nim mikroskopem. Jednotlivé fluorescencné znacené struktury vykazovaly

podobnost se strukturami na fotografiich z odbornych zdroju.

Pro nasledné testovani cytotoxicity parentalnich a transdukovanych linii byly pouzity latky

cilené pro konkrétni znacenou bunécnou strukturu.

Pii stanoveni hodnot IC50 byly nadorové buniky vystaveny Uc¢inku riznych latek. Kazda
bunécna linie byla inkubovana s jinou latkou na zaklad¢ toho, ktera bunécna struktura byla
U konkrétni bunécné linie znacena fluorescenénim proteinem. Tyto latky byly zvoleny tak, aby

ovliviiovaly funkci znaené bunééné struktury konkrétni bunééné linie.

U bunécnych linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenymi na jadro byly pouzity
daunorubicin, topotekan a etoposid. Daunorubicin je antracyklinové antibiotikum odvozeno od
aktinobaktérii Streptomyces peucetius. Daunorubicin v mensi koncentraci zptsobuje zvétseni
jadra, marginaci a kondenzaci chromatinu, pii zvyseném mnozstvi dochazi ke smrstovani,
lobulaci, az rozpadu jadra (Wang et al., 2002). Oproti tomu topotekan a etoposid jsou
specifickymi inhibitory topoizomerazy I a II, coZ jsou jaderné enzymy, které se ucastni
replikace a transkripce DNA (Huber et al. 2006). Inhibici tohoto enzymu dochazi k poskozeni

DNA, zastaveni buné¢ného cyklu nasledovaného apoptdzou (Seiter, 2005).

Hodnota IC50 daunorubicinu u bunék HeLa byla 1,105 23 umol-1". Tato hodnota se shoduje
i s hodnotami IC50 uvadénymi riznymi zdroji, které taktéz uvadi hodnoty kolem 1 pmol-1'
(Giil Ozcan et Nazli, 2005; lida et al., 2001). Testovanim v3ak bylo zjisténo, Ze daunorubicin
vykazuje u bunék U-2 OS vyssi toxicitu (0,057 55 umol-17?), jelikoz hodnoty IC50 jsou ptiblizné

20krat nizsi nez u buné¢nych linii HeLa.

Jyoti et al. (2015) uvadi hodnoty IC50 topotekanu u HeLa bunék 130 nmol-1. Uvedena hodnota
se nepatrné odchyluje od hodnoty naméfené autorem této prace, ktera je 231,9 nmol-17. Tato
IC50 je taky pfiblizné stejnd jako hodnota IC50 topotekanu u bunéénych linii U-2 OS
(226,4 nmol-1"!). Topotekan tedy m4 stejnou toxicitu pro bunééné linie HeLa i U-2 OS, i kdyz
Pratesi et al. (2005) uvad&ji hodnotu pro buiiky U-2 OS 155 nmol-1?, coz by naznacovalo, Ze
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pro tyto burky je topotekan mén¢ toxicky nez pro bunécné linie HeL a.

Pfi porovnani cytotoxicity etoposidu u bunéc¢nych linii HeLa a U-2 OS je etoposid pro buiky
U-2 OS (169,2 nmol-1") asi 10krat toxict&jsi nez pro bun&éné linie HeLa (1 658,33 nmol-172).
V porovnani s literaturou je hodnota IC50 pro U-2 OS mensi pfiblizné o 0,5 umol-172, jelikoZ
Adamski et al. (2013) uvadgji hodnotu 0,8 pmol-1*t. Hodnota IC50 pro butiky HeLa je dle Locka
et Stribinskieneho (1996) 0,95 umol-1?, coz je hodnota odligna opét o zhruba 0,8 umol-1" nez

hodnota naméfena autorem bakalafské prace.

Pro testovani cytotoxicity bunéénych linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenymi na
Golgiho aparat byl pouzit Bortezomib, inhibitor proteazomu. Inhibici dochdzi mimo jiné
K zastaveni syntézy genu ftp105 kodujiciho protein lokalizovany v Golgiho aparatu. Vysledkem
je bunécna smrt v disledku akumulace degradovanych proteint v cytoplazmé a naruSeni drahy

z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu (Takeda et al., 2011).

Hodnoty IC50 bortezomibu 11,18 nmol-1* u bun&énych linii HeLa byly Vv porovnani
s hodnotami Miyamota et al. (2013), ktery uvadi hodnotu 100 nmol-1?, asi 10krat nizsi. P
srovnani IC50 bunécéné linie HelLa a U-2 OS je mozné vidét, Ze hodnoty cytotoxicity

bortezomibu jsou velice podobné, jelikoz IC50 u bungk U-2 OS je 19,79 nmol-1™.

Pii stanoveni hodnoty IC50 u bunéénych linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenymi
na mitochondrie byly zvoleny latky cykloheximid a kyselina betulinova. Cykloheximid je
inhibitorem translace a naruSuje tak syntézu aminokyselin cilenych do vnéj§i membrany
mitochondrii, coz vede k naruseni pribéhu dychaciho fetézce a nasledné apoptdze (Peng et al.,
2015). Kyselina betulinovd indukuje apoptdézu v nddorovych buiikach nékolika zpilisoby.
Jednim z mechanismu této indukce je stimulace vzniku ROS, které pfispivaji k permeabilizaci

vngjsi mitochondrialni membrany a naruseni homeostazy (Nedopekina et al., 2017).

Pii zjisténi cytotoxicity cykloheximidu u bunéénych linii HeLa byla stanovena hodnota 1C50
175,93 nmol-1?, ktera se shoduje shodnotou uvadénou v literatufe (Abdulkhair, 2018).
U buné&énych linii U-2 OS (201,5 nmol-17) je hodnota IC50 totozna s hodnotou u HeLa bunék,

z ¢ehoz vyplyva, ze cykloheximid vykazuje u téchto dvou typl bunék stejnou cytotoxicitu.

Zaméiime-li se na hodnoty 1C50 kyseliny betulinové pro bunéénou linii HeLa (46,53 nmol-17?)
aU-2 OS (534,57 nmol 1), vidime, Ze pro buiiky Hela tato latka vykazovala desetindsobné
vy$§i cytotoxicitu nez pro bunéc¢nou linii U-2 OS. Karan et al. (2019), ale uvadi hodnotu IC50
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kyseliny betulinové pro bunéénou linii HeLa 12,5 pmol-1*, coZ je hodnota velmi rozdilna od
Tato odchylka hodnot mlize byt zplisobena pfili§ kratkym pisobenim MTS na bunécnou linii,
v disledku ¢ehoz nebylo preménéno dostatecné mnozstvi tetrazoliové soli, které by odpovidalo

pfislusnému mnozstvi bunék.

Pro zjisténi hodnoty IC50 u bunéénych linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenymi
na endoplazmatické retikulum byl zvolen cyklosporin A. Tato latka je imunosupresivum
zpusobujici stres endoplazmatického retikula, v jehoz disledku dochazi k poskozeni bunék a ve

vys$ich koncentracich k buné¢né smrti (Pallet et al., 2008, Bouvier et al., 2009).

Porovnanim hodnot IC50 cyklosporinu A u jednotlivych bunéénych linii bylo zjisténo, ze tato
latka je asi 10krét toxi¢t&jsi pro buniky HeLa, jejichz hodnota IC50 byla 511,67 nmol-1?, nez
pro bun&éné linie U-2 OS (4,287 umol-17). Navic hodnoty, které udava Song et al. (2018) pro
HeLa buriky, tedy 40,3 nmol-17, jsou jesté desetkrat niz§i nez hodnoty naméfené autorem této

prace.

Pfi testovani cytotoxicity bunéénych linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenymi na
membranu se pouzival mitoxantron. Jde o antracenedionové antibiotikum, které se pouziva
v chemoterapeutické 1é€bé. Kromé inhibice DNA a RNA dochazi také k cytotoxicité na Grovni
riznych bunéénych struktur, mimo jiné také na Urovni cytoplazmatické membrany a aktinu

(Homolya et al., 2011).

Hodnota IC50 mitoxantronu pro bunéénou linii HeLa byla stanovena na 176,63 nmol-1. Tato
hodnota se odchyluje od hodnoty 15,7 nmol-1?, jenz udava Takara (2011). U bunéénych linii
U-2 OS nebyla pripravena linie transdukovana lentivirovymi vektory cilenymi na
cytoplazmatickou membranu. Mitoxantron vSak byl pouzit pro testovani cytotoxicity
U bunéénych linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenymi na aktin, viz nize. Naméfena
hodnota IC50 byla v tomto piipadé 80,85 nmol-I", coz je o vice nez polovinu niz$i nez
U bunéné linie HeLa, z ¢ehoz vyplyva, ze mitoxantron byl toxictéjsi pro bunécénou linii HeLa

nez pro linii U-2 OS.

Pro ur¢eni hodnoty IC50 u bunéénych linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenymi na
aktin byla pouzita jiz zminéna protinadorové 1é¢iva mitoxantron a daunorubicin. Srovnani

cytotoxicity mitoxantronu a daunorubicinu mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi jiZ bylo
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zminéno vyse.

Porovnanim namétenych hodnot 1C50 jednotlivych latek u bunécnych linii HeLa bylo zjisténo,
zda byt latka bortezomib, ktera je zaroven nejtoxi¢téjsi také pro buné¢nou linii U-2 OS.
Nejvyssi cytotoxicitu pro tuto bunécnou linii vykazuje cyklosporin A pouzity ke stanoveni
hodnoty IC50 u bunénych linii transdukovanych lentivirovymi vektory cilenymi na

endoplazmatické retikulum.

Stanovenim hodnot IC50 bylo zjisténo, Ze citlivost parentalnich a transdukovanych bunécénych
linii na cytotoxicky ucinek latek je téméf totozna. Transdukce tedy neovlivnila Zivotaschopnost
bunck ani jejich proliferaci. V ptipadé nckterych metod, které jsou pouzivany k pienosu
genetické informace, totiz dochazi ke zvyseni citlivosti bunék na cytotoxicky ucinek latek, coz
je u téchto technik velkym nedostatkem. Mezi tyto metody patii naptiklad mechanické nebo
chemické postupy vyuzivajici napiiklad proteiny (Luo et Saltzman, 2000). Testovanim
cytotoxicity bylo dokézdno, Ze transdukce lentivirovymi vektory je jednim z efektivnich

nastrojii ptenosu DNA do eukaryotické burky.
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7 ZAVER

V ramci této bakaldfské prace bylo pomoci lentivirovych vektori pfipraveno celkem
pét nddorovych bunécnych linii HeLa a pét bunéénych linii U-2 OS. U téchto linii byly fiznimi
proteiny fluorescencné oznaceny jednotlivé bunééné struktury, kterymi byly jadro,
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie, cytoplazmaticka membrana a aktin.
Buné¢né linie a jejich kompartmenty byly poté pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem.
Nasledné¢ byla vybrana rtizna protinddorova Ié¢iva narusujici funkci znacené bunécné struktury
pro zjisténi cytotoxicity bunék. Toxicita téchto latek byla porovnana i mezi bunéénymi liniemi
HeLa a U-2 OS. Pii testovani cytotoxicity bylo zjiSténo, Ze cytotoxicita parentalnich
a transdukovanych bunéénych linii je témé&f totozna. Transdukce bunék lentivirovymi vektory
tedy neovliviiuje jejich Zivotaschopnost, na rozdil od nékterych metod pouzivanych k pienosu

genetické informace, u kterych po transdukci dochazi ke zvySeni cytotoxicity bunék.
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