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ANOTACE

Tato bakalai'ské prace je vénovana popisu savci bunééné linii HepG2 konkrétné
bunééné linii HepG2. Uvodni &4st je zaméfena na piehled a popis jednotlivych
zivo€isSnych bunécénych kultur, dale na kultivaci sav€ich buncék vcetné kultivacnich
médii a posledni kapitola je zaméfena na bunécné modely. V hlavni ¢asti prace jsou
buiky HepG2 charakterizovany, konkrétné¢ jejich ptvod, morfologické znaky,
jejich biochemické vlastnosti a kultivace. V druhé poloving prace jsou pak shrnuty

vybrané studie vyuzivajici jako bunéény model bunéénou linie HepG2.

KLICOVA SLOVA
kultivace bunék, bunééné modely, bunécna linie HepG2, vyuziti HepG2

TITLE

Characterization and the use of the HepG2 cell line

ANNOTATION

This bachelor thesis is devoted to the description of mammalian cells,
specifically the HepG2 cell line. The introduction is focused on an overview and
description of individual animal cell cultures, the cultivation of mammalian cells,
including culture media, and the last chapter on cell models. In the half part of of the
work is described the characterization of HepG2 cells, specifically the origin,
morphological features, biochemical properties and culture. In the second half,

it is presented five selected studies focusing on the use of the HepG2 cell line.
KEYWORDS

cell cultivation, cell models, cell line HepG, use of the HepG2



OBSAH

SEZNAM ILUSTRACT ....o.ooiiiii s
SEZNAM TABULEK ........cc.ooiiiiiiiiieeee et
UVOD ..ottt st ettt ettt et eaees
KULTURY ZIVOCISNYCH BUNEK
L1 TranSfOrmaCE.......c.eeieiuieiiniieiieie ettt
1.2 TranSTEKCE ..oc.eeeiiieiiiiieeee e
KULTIVACE SAVCiCH BUNEK
2.1 Kultivacni podminky ........c.ceeviieeeiiiieiiieeiieeieeee e
2.2 KultivaCni MEdia ......c.oevuiiiiiiiiiiiieieeieeeee e
2.2.1 EMEM / MEM ...ooiiiiiiieeeeceeeeeee et
2.2.2 DMEM a RPMI MEAium........ccoceieiiieiiiieiieiecieieee e
2.2.3 Ham's F10, F12a DMEM/F12.....cccooioiiiiieieieeee e
2.3 Subkultivace BUNEK ........ccccooviiiiiiiiiie e
2.4 Bun€ené Modely .......cccooiiiiiiiiiieiieie ettt
CHARAKTERIZACE HepG2
3.1  Pavod bunécné linie HEPG2........oovviiviieiiiiiieieeieeeeeee e
3.2 Morfologické Znaky..........ccoevuieiiiiniiiiieieeieee e
3.3 Biochemické VIastnosti........ccccervierierieniiriinienieeie st
3.4 Kultivace HEPG2 ....cuooeiieeiieiieceeeet ettt
3.5 Cytochrom PAS0.....cc.oiiiiiiiieeee et
VYUZITI BUNEK HEPG2 ....coeeerernernncrenersesessessesessessssessesessesssessesessess
4.1 Médium bunééné kultury ovlivituje reakci na cytotoxicitu selenu..........

4.2 Cytotoxicky ucinek esencialniho oleje z listit Conobea scoparioides

4.3 Zeleny ¢aj a Cerny ¢aj inhibuji proliferaci a migraci bun€k HepG2........
4.4  Antioxidacni aktivity a ochranné ucinky peptidii kachnich embryi........

4.5 Exprese enzymi v buitkdch HepG2 kultivovanych nanotechnologii......



5



SEZNAM ILUSTRACI

Obrazek 1: Vznik imortalizovanych bunéénych linii .........cocovveviiiiiiiniiiiiiiieciiees 16
Obrazek 2: Schéma bunénych Kultur ...........occvviiiiieiiiieiececeeee e 28
Obrazek 3: Buitkky HepG2 pod mikroskopem se zvétSenim 400X ..........cecevvevervenncene 30
Obrazek 4: Testované builky HEPG2 .........oocviviiieiiiiiiiiieieceee ettt 36
Obrazek 5: Zména morfologie bunék v zavislosti na koncentrci.........coeeeeeevieniienennns 40
Obrazek 6: Inhibovana invaze HepG2 ..........oovviviiiiieiiieeieeceeeeeeee e e 41
Obrazek 7: Fluorescen¢ni obrazy dichlorofluoresceinu v bunkach HepG2 ................. 44

Obrazek 8: Morfologie bun¢k HepG2 za pouziti konvenéni desticky........cceoevuenee 45


file:///C:/Users/w/Documents/upce/Bakalářka/2021_04_10_Svobodová_JH.docx%23_Toc72309468
file:///C:/Users/w/Documents/upce/Bakalářka/2021_04_10_Svobodová_JH.docx%23_Toc72309469
file:///C:/Users/w/Documents/upce/Bakalářka/2021_04_10_Svobodová_JH.docx%23_Toc72309470
file:///C:/Users/w/Documents/upce/Bakalářka/2021_04_10_Svobodová_JH.docx%23_Toc72309471
file:///C:/Users/w/Documents/upce/Bakalářka/2021_04_10_Svobodová_JH.docx%23_Toc72309472
file:///C:/Users/w/Documents/upce/Bakalářka/2021_04_10_Svobodová_JH.docx%23_Toc72309473
file:///C:/Users/w/Documents/upce/Bakalářka/2021_04_10_Svobodová_JH.docx%23_Toc72309474
file:///C:/Users/w/Documents/upce/Bakalářka/2021_04_10_Svobodová_JH.docx%23_Toc72309475

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Rozdily primérni a sekundarni bunééné kultury............cocoveeviniininnenens 17
Tabulka 2: Obsah bioaktivnich slozek v zeleném a ¢erném €aj .........cceeevveevveeenneennns 39
Tabulka 3: Zména podilu apoptotickych bunék u HepG2 bunck ovlivnénych cernym

NEDO ZEIENYM CAJEIM....eiiiiiiiieiiieiiecte ettt e e e e e esaeensees 41



SEZNAM ZKRATEK

Akt proteinkindza B

BME »Eagle’s Basal Medium” - Eaglovo bazalni médium

cDNA »complementary DNA” - komplementarni DNA

CYP cytochrom P450

DMEM »Dulbecco's Modified Eagle's Medium*“ - Dulbekovo

modifikované Eaglovo médium

DPPH »2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl" - 2,2-difenyl-1-picrylhydrazyl
EGCG »epigallocatechin gallate” - epigalokatechin galat
EMEM »EBagle’s Minimum Essential Medium® - Eagleovo minimalni

esencialni médium

EO esencialni olej

FBS ,.fetal bovine serum” - fetalni hovézi sérum

FCS ,,fetal calf serum” - fetalni teleci sérum

Ham's Hamova smés

HB ,hepatoblastoma” - hepatoblastom

HCC ,hepatocellular carcinoma” - hepatocelularni karcinom
HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina
HH ,human hepatocytes” - lidské hepatocyty

HPLC ,high-performance liquid chromatography* - vysokoucinna

kapalinova chromatografie

LDL ,low-density-lipoprotein” - lipoproteiny o nizké hustuté

MEM ,,Minimum Essential Medium‘ - Minimalni esencialni médium
MSC seleno-methylselenocystein

PBS ,phosphate-buffered saline* - fostatovy pufr

PI3K ,»phosphoinositide 3- kinase" - fosfatidylinositol-3-kinaza
ROS »reactive oxygen species” - reaktivni formy kysliku

RPMI ,,Roswell Park Memorial Institute”

VLDL ,very-low-density lipoprotein® - lipoproteiny o velmi nizké hustoté



UvoD

Bunécnd kultura je souborem bunék, které rostou za kontrolovanych podminek.
V praxi se jednd o kultivaci bun¢k ziskanych z bunék zivocisSnych. Udrzovany
a kontrolovany rist bun¢k zdokonaleny do dneSni podoby velmi usnadnil vyzkumy
rizného typu. Cela fada vyzkuml je zaméfena pravé na problematiku rakoviny
a nadorové buiky jsou pro né¢ vhodnym materidlem pro ziskdni bunéénych linii,
jako je naptiklad bunécna linie HepG2.

HepG2 je bunécna linie odvozena z bunék lidského karcinomu jater, z jaterni
tkan¢ patnactiletého mladika, ktery mél dobfe diferencovany hepatocelularni karcinom
(Lopez-Terrad et al., 2009). Bunécnou linii HepG2 lze povazovat za skvély
in vitro model, ktery se bézné pouZziva ve studiu metabolismu l1é€iv, studiu hepatotoxicity
a slouzi zaroven k porozuméni mechanismt spojenych nejen s nadorovym bujenim,

ale 1 mnoha dal§imi onemocnénimi jater.

Cilem této bakalaiské prace bylo charakterizovat zminénou bunécnou linii
HepG2, popsat jeji vlastnosti a vyuziti pfedev§im v oboru mediciny. V zavéru prace

je popsano nékolik védeckych studii, ve kterych jsou HepG2 bunky testovany.
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1 KULTURY ZIVOCISNYCH BUNEK

Kultura Zivoc¢iSnych bunék je vyznamnym nastrojem biologického vyzkumu.
Zahrnuje izolaci buné¢k z tkadn€ pted zavedenim kultury do vhodného umélého prostiedi.
Bunky mohou byt ziskany z mnohobuné¢nych eukaryot, jiz zavedenych bunéénych linii
nebo zavedenych bunénych kmenii. V poloviné 20. stoleti se kultivace zivocisnych
bunék stala béznou laboratorni technikou, ale koncept udrzovani Zivych bunéénych linii
oddélenych od piivodniho tkaiiového zdroje byl objeven jiz v 19. stoleti. Po¢ate¢ni izolace
bun¢k z tkdni muze byt dosazeno rozkladem tkdné pomoci enzymatickych
¢1 mechanickych metod. Zdrojem izolovanych bunék je obvykle prostiedi in vivo,
ale nékdy jsou bunky také odvozeny od existujici bunécné linie nebo bunééného kmene
(Bhatia, 2019). Mezi kultury Zivoc¢isnych bunék patii 1 lidské bun&éné kultury, které maji
sviij velky vyznam nejen pro bundénou terapii. Zivo&isné kultury bunék se déli

do 4 skupin — primarni a sekundarni bunééné kultury, bunééné kmeny a bunécné linie
(Yao et al., 2017).

Primarni kultury jsou kultury vyizolované nebo ziskané ptimo ze zviteci €1 lidské
tkdn¢ enzymatickymi, popfipadé mechanickymi metodami. Tyto buiiky jsou obvykle
pomalu rostouci, heterogenni a nesou vSechny rysy tkané svého plvodu.
Protoze jsou odvozeny z tkdn€ a nejsou modifikovany, jsou podobné stavu in vivo.
Z tohoto divodu poskytuji vynikajici modelové systémy pro studium fyziologie
a biochemie buné¢k (napt. metabolické studie, starnuti, studium signalizace), u¢inkt 1ékt
a toxickych slouc¢enin na bunky. Tyto kultury se piestanou dé¢lit (nebo starnout)
po urcitém poctu bunécnych déleni a mize byt obtizné je kultivovat a udrzovat.
Primarnim cilem této kultury je udrzovat riist bunék na vhodném podkladu dostupném
ve form¢ sklenénych nebo plastovych nadob za kontrolovanych podminek prostiedi.
Vyznacuji se svoji kratkodobou zivotnosti, kterd se pocitd jen na ne€kolik dni, proto je
potieba bunky pasazovat (Bhatia, 2019). Dale se rozliSuje piivod primarnich kultur,
zda kultura pochdzi z fyziologickych bun¢k nebo buné¢k nadorovych. Fyziologické
(normalni) tkan¢ obvykle vedou ke vzniku bunécnych linii, které se mnozi pouze
po urcitou dobu, zatimco nadorové tkané vytvareji souvislé bunécné linie, které se mohou
nepfetrzit¢ mnozit, dokud maji dostatek zivin (Geraghty et al., 2014). Princip vzniku
imortalizovanych bunécnych linii z primarnich bunék normaélnich a rakovinnych

je naznacen v obrazku €. 1.
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lidské nebo zvifeci | lidskeé nebo zviieci

norméilnibunky rakovinné bunky

}

primarni bunky

l subkultury |
bunééné kmeny

l pasazovani

}

imortalizované bunécné linie

Obrazek 1: Vznik imortalizovanych bunéénych linii

(Prevzato a upraveno dle: Ryu, 2017).

Mezi nej€astéjsi typy primarnich bun€k pouZivanych ve vyzkumu patii epitelové
buniky, fibroblasty, svalové buitkky nebo mezenchymalni kmenové bunky (Kasper et al.,
2018). Kultury jsou zpocatku heterogenni (pfedstavuji smés typlt bunék piitomnych
ve tkdni) a pravé kvili své omezené zivotaschopnosti mohou byt udrzovany in vitro
pouze po omezenou dobu. VEk zivociSného zdroje ovlivituje zdravi a odolnost bunécéné
kultury — bunky tkan¢ z mladsich, embryonalnich nebo cCasné postnatalnich zvitat
prezivaji Iépe a byvaji zdravéjsi nez bunky tkané starSich zvifat. Populace primarnich
bun¢k bude také vzdy vice heterogenni nez kultura imortalizovanych buné¢k, bez ohledu
na to, jak opatrny byl védec pfi extrakci a €isténi poZadovanych bunék. Primarni tkdnova
kultura umoziuje ptimé zkoumani bunék v peclivé kontrolovaném prostiedi in vitro. Tyto
experimenty mohou byt zvlasté vyhodné pro srovnani mezi buitkami ziskanymi ze zvifete
divokého typu a bunikami ziskanymi z geneticky modifikovaného zvitete (Carter et al.,
2015). Predpoklada se, ze vyvoj kontinualnich bunéénych linii z primérnich kultur
zahrnuje mutaci, kterd meéni jejich vlastnosti ve srovnani s vlastnostmi kone¢nych
bunéénych linii. Sériové subkultivovani bunécnych linii v Case miize zvysit Sance
na genotypovou a fenotypovou variabilitu (Bhatia, 2019).
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Sekundarni bunécna kultura vznikd po prvnim pasazovani bun€k, prechodem
na jiny druh kultivacniho systému. Pasazovani se obvykle provadi, kdyz buiky
v adherentnich kulturdch spotiebuji veSkery dostupny substrat nebo kdyz bunky
v suspenznich kulturach piekonaji kapacitu média pro podporu dalsiho ristu. Bunééna
proliferace za¢ne klesat nebo se Uplné zastavi. Aby se udrzela optimalni hustota bun¢k
pro dalsi rist a aby se podpofila dalsi proliferace, musi byt primarni kultura
subkultivovana (Bhatia, 2019). Nejzdkladnéjsi rozdily mezi primarni a sekundéarni

bunécnou kulturou jsou piehledné piedstaveny v tabulce €. 1.

Tabulka 1: Rozdily primarni a sekundarni buné¢né kultury

(Ptevzato a upraveno dle: Bhatia, 2019).

Primarni bunééna kultura Sekundarni bunééna kultura

Pfimo ziskana ze ZivociSné nebo rostlinné )
Pochézi z primérni kultury
tkané

Uzce pripomina rodi¢ovskou tkan

Minimalni podobnost s rodi¢ovskou tkani

Biologicka odpoveéd’ buiiky miize byt blize

reakci v prostiedi in vivo

Biologicka odpovéd buiky se muze lisit

od prosttedi in vivo

Prvni kultura pochdazejici z ptiivodnich bunck

Pochézi ze stavajici kultury

Nelze transformovat

Lze transformovat

Muize zvysit pravdépodobnost mutace nebo
Mensi Sance mutace ] .
genetické zmény primarnich bunék

Omezena zivotnost Prodluzuje Zivotnost bunék

Riziko kontaminace je vysoké Riziko kontaminace je nizsi

A4

Pomérné snadno se udrzuje

Bunécné kmeny jsou odvozeny bud’ z primarni kultury, bunétné linie nebo
klonovanim bunc¢k majicich specifické vlastnosti nebo vlastnosti, které musi byt
definovany. Bunécné kmeny jsou bunky, které byly ptizptisobeny kultute, ale na rozdil
od bunécnych linii maji diploidni chromozovou vybavu a konecny délici potencial,
coz znamena, ze pred smrti prodélaji pouze omezeny pocet bunécnych déleni.

Maximalni pocet déleni, které je bunka schopna prodélat je oznacovan jako
tzv. Hayflickav limit (Bhatia, 2019). Hayflicktv limit definuje poc¢et moznych bunéénych
déleni a zavisi na délce chromozomalnich telomer, které¢ se zkracuji ve standardnich

bunkach pti kazdém déleni bunck. V simulaci je vychozi Hayflickiiv limit normalni
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kmenové bunky 72 jako aproximace realistického ¢isla mezi 50 a 70 (Shay a Wright,
2000). Kazda buiika vyvijejici se z bunééného déleni je oznacena Hayflickovym limitem
svého predchiidce minus 1 (Groten et al., 2018).

Neimortalizované buiiky se piestanou délit po 40 az 60 zdvojnasobeni populace
a poté ztraci svou schopnost proliferace a vstupuji do stavu senescence (Hayflick, 1998).
Senescence, jinak fe¢eno bunécné starnuti, je definovano jako zastaveni bunééného cyklu
vyvolané fadou mechanismt, vcetné zkracovani telomer, jinych forem genotoxického
stresu, nebo zanétlivych cytokinl (Florido et al., 2011). Bylo zjisténo, ze zdvojnasobeni
populace lidské bunécné linie je 50 az 100krat, zatimco mysi bunétné linie se pred
zanikem rozdéli 20-30krat (Bhatia, 2019).

Bunécné linie jsou trvale ustavené bunécné kultury, které se vyznacuji
neomezenou zivotaschopnosti a schopnosti mnozit se donekonecna za pouziti vhodného
Cerstvého média a prostoru pro mnozeni (Ulrich et al., 2001). Bunécné linie vznikaji
z bunéénych kmentl procesem transformace nebo izolaci pifimo ze Zivé tkdné€, naptiklad
z nadorovych bunék, u kterych dochazi k selhani bunééného cyklu. Jsou imortalizované,
transformované a tumorigenni (Bhatia, 2019).

Poté, co jsou pozadované buiiky izolovany ze zivé tkdn¢, mohou byt nasledné
udrZzovéany za peclivé kontrolovanych podminek. Tyto podminky se lisi pro kazdy typ
bunky, ale obecné je tvofi vhodné nadoby se substraitem nebo médiem, které dodava
zakladni Ziviny (aminokyseliny, uhlohydraty, vitaminy, minerdly), riistové faktory,
hormony a plyny (COz2, O2) a reguluje fyzikalné-chemické prostiedi (pH puft, osmoticky
tlak, teplota). VétSina bunck vyzaduje povrch nebo umély substrat (pfilnava nebo
jednovrstva kultura), zatimco jiné mohou byt péstovany volné plovouci v kultivacnim

médiu (suspenzni kultura) (Bhatia, 2019; Verma et al., 2020).

1.1 Transformace

Jednim z kritickych krokli ve vyvoji rakovinné bunky je ziskani neomezené
replikacni délky zivota, tzv. imortalizace. Experimentalni modelové systémy navrzené
ke studiu bunécné transformace ex vivo se dosud spoléhaly na in vitro vybér subpopulace
bunck, které byly imortalizovany oSetfenim chemickych nebo fyzikalnich mutagenti

a vybérem vzacnych klonalnich variant (Lundberg et al., 2002).
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Vyvoj in vitro testl pro detekci pfemény normalnich bunék na nadorové bunky
v kultufe, proces zvany bunécna transformace, tedy piredstavoval hlavni pokrok
ve vyzkumu rakoviny. Takové testy jsou ureny k detekci transformovanych bunék,
které vykazuji in vitro rustové vlastnosti nadorovych bunck po expozici kultury
normalnich bunék karcinogennimu c¢inidlu. Prvnim a nejrozsifenéjSim testem bunécné
transformace je fokalni test, ktery vyvinuli Howard Temin a Harry Rubin v roce 1958.
Fokalni test je zalozen na schopnosti rozpoznat skupinu transformovanych bun¢k jako
morfologicky odlisné proti pozadi normalnich bunék na povrchu kultivaéni misky.
Zaostfovaci test vyuziva tfi vlastnosti transformovanych bunck: zménéné morfologie,
ztraty kontaktni inhibice a ztraty inhibice ristu zavislé na hustoté. Vysledkem
je vytvoreni kolonie morfologicky zménénych transformovanych bunék, které piertstaji

pozadi normalnich bunék v kultuie (Cooper, 2000).

Pojem transformace v souvislosti s Zivo¢isSnymi buiikami znamena zménu vedouci
k jejich nekontrolovatelnému rist, tudiz ke vzniku nadorovych bunék. Tento proces mize
nastat spontann¢, mtize byt indukovan chemicky nebo virové (Holmes a Jobling 1996).
Kdyz primarni kultura prochazi genetickou transformaci, rozdéli se a vznikne
imortalizovana sekundarni bunécna linie. Mutace, které nastavaji, postihuji geny
signalnich drah, bunééné apoptdzy, reparace DNA apod. I pies deregulaci tfady
intracelularnich signaliza¢nich systém je nekontrolovany rist nddoru vysledkem selhani
bunééného cyklu a apoptozy, které doplitkkové ovliviiuji homeostazu tkani. Nadorové
buiiky jsou charakteristické poruchou prave této rovnovahy, kterd je zpiisobena zvySenim
rychlosti bunééného cyklu a rezistenci k indukci apoptdzy (Cooper, 2000). Béhem
bunécného deleni jedné kmenové buiky nastava postupna akumulace n€kolika mutaci
v uvedenych skupinach gent, které rezultuji v jeji nddorovou transformaci (Vassilev
a Depamphilis 2017). Kromé toho velké mnozstvi studii prokazalo,
ze nadorové bunky se musi vyhnout imunitnimu rozpozndvani a rekrutovat angiogenni
1 neangiogenni normalni buiiky, jako jsou makrofagy, aktivované fibroblasty a zanétlivé
buiiky a musi formovat mikroprostiedi tumoru za ucelem pokroku k plné malignité

(Egeblad et al., 2010; Quezada et al., 2011; Giancotti, 2014).
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1.2 Transfekce
Transfekce je proces umélého zavadéni nukleovych kyselin (DNA nebo RNA)

do eukaryotnich buné¢k pomoci jinych prosttedkli nez virové infekce. Takové zavedeni
cizi nukleové kyseliny za pouziti riznych chemickych, biologickych nebo fyzikalnich
metod mize vést ke zméné vlastnosti bunky, coz umoznuje studium genové funkce
a exprese proteinu v kontextu burnky. Pii transfekci mize zavedena nukleové kyselina
v buitkach piechodné existovat, takze je exprimovana pouze po omezenou dobu
a nereplikuje se, nebo miize byt stabilni a integrovat se do genomu piijemce a replikovat

se, kdyz je hostitelsky genom replikuje (Bao a Palecek, 2016; Chahal et al., 2011).
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2 KULTIVACE SAVCICH BUNEK

2.1 Kultiva¢ni podminky

Sav¢i buiiky se obecné inkubuji pii 37 °C, coz je teplota blizké té€lesné teplote
matefského organismu. Vlhkost v inkubatoru se udrzuje okolo 90 %, aby nedochézelo
k nezaddoucimu odpatovani vody z kultivacniho média a zaroven nedochazelo ke zméné
koncentrace ostatnich slozek v ném obsazenych. Jak kyslik, tak oxid uhli¢ity jsou
nezbytné slozky a dodavaji se bud’ jako smés CO2 a vzduchu dodavaného do kultivaéni
nadoby nebo se vytvafi tésnym uzavienim nadoby, aby se zachoval CO:2 produkovany
bunéénym metabolismem. Ke standardnim kultivacnim podminkam tedy patii 5%
atmosféra COa2. Pro dosazeni dobré experimentdlni reprodukovatelnosti je nezbytné

definované slozeni bunécného kultiva¢niho média (van der Valk et al., 2010).

Nejjednodussi médium je Ringeriiv roztok s optimalni koncentraci riiznych soli
pro zachovani tkan¢ naptiklad srde¢nich svalt zaby (Ringer a Buxton 1887). Pro udrzeni
zivych bunék a tkéni po dels$i dobu by médium mélo obsahovat také slozky, jako jsou
ziviny a latky pufrujici pH. Tento typ média vytvoiil Harry Eagle, ktery vyvinul Eagleovo
minimélni esencidlni médium (,,Eagle’s Minimum Essential Medium”, EMEM) (Eagle,
1955b). Podobné zékladni médium, které modifikoval Renato Dulbecco, Dulbekovo
modifikované Eaglovo médium, (,,Dulbecco's Modified Eagle's Medium”, DMEM),
se stale pouziva k udrzovani primarnich bunécnych kultur a bunécnych linii (van der Valk

et al., 2010).

Aby buiiky zlstaly nazivu del$i dobu, zachovala se moznost proliferace, migrace
a diferenciace, musi byt bazalni médium doplnéno nékolika slozkami. K tomuto tcelu
se do média ptidava sérum. Fetalni hovezi sérum (,,fetal bovine serum”, FBS) slouzi jako
perfektni volba pro vétSinu téchto ucell a je soucasnym standardem. Pouziva se jako
levny doplné€k k zajisténi optimalniho kultivacniho média. Sérum poskytuje nosice nebo
chelatory pro labilni nebo ve vod¢ nerozpustné Ziviny, hormony a riistové faktory,
inhibitory protedz, nizké hladiny gama globulind, vitaminy, stopové prvky,
vaze a neutralizuje toxické casti. FBS je komplex velkého mnozstvi definovanych
i nedefinovanych slozek, které v kultivacnim médiu zastavaji specifické funkce (Paschoal

et al., 2014; Arora, 2013).
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Pouziti FBS je vSak kontroverzni z n€kolika diivodi. V prvni fadé odbér séra
zpusobuje zbytecné utrpeni jesté¢ nenarozenému teleti. Za druhé, mohou nastat zmény
sloZeni séra ve vyrobni Sarzi z diivodii rozdilného podnebi a kontinentu, ve kterém zije
chovand zvér. Tudiz zélezi na tom, kde a kdy bylo shromazdéno, protoze to zplisobuje
fenotypové rozdily v bunéénych kulturach, coz ma za nésledek variaci vysledkli. Kromé
toho je z diivodu pravdépodobnosti kontaminace pouzitych zivocisnych produktii silné
branéno v produkci novych biologickych l1é¢ivych ptipravki (van der Valk et al., 2004;
Schiff, 2005; Gstraunthaler et al., 2013). Ve skute¢nosti je az 20-50 % komer¢nich FBS
virove pozitivnich (Wessman a Levings, 1999). Doporucuje se denné zkoumat bunééné
kultury pod mikroskopem s fazovym kontrastem, aby se identifikovaly jakékoli znamky
kontaminace nebo zmény morfologie a adhezivnich vlastnosti buné¢k (Donato et al.,

2015).

Kvuli témto divodim je moznost zakoupeni uméle nasyntetizovaného FBS,
které v bunécné kultufe predstavuje nejvetsi variabilitu, a proto bylo kdysi oznaceno jako
»cernd skiinka® bunécné kultury (Marazzi et al., 2011). Na trhu se mizeme setkat
s oznacenim séra - fetalni teleci sérum (,,fetal calf serum”, FCS). Pokud jde pouze o teleci

sérum (nikoli fetalni) znamena to, ze sérum pochazi z telat poté, co se narodily.

2.2 Kultiva¢ni média

Ristové médium nebo kultivaéni médium je pevnd, kapalna nebo polotuha latka
ur¢end k podpofe ristu mikroorganismi, bun¢k nebo malych rostlin. Rtzné typy médii
se vyuzivaji pro péstovani riznych typii bunek (Madigan a Martinko, 2005). Pti kultivaci
sav¢ich bun€k se nejCastéji pouzivaji synteticka kapalna média, kterd mizeme rozdélit
do Ctyt kategorii. Prvni z nich je skupina médii obsahujici sérum. Jedna se o jiz zminéné
FBS, které je nejcastéjsim doplitkem v Zivocisnych kultiva¢nich médiich. Dal$i skupinou
jsou média bez séra. Nepfitomnost séra v médiich ma mnoho nedostatkii a mtze vést
k zadvaznym nespravnym interpretacim v imunologickych studiich (Kerbel et al., 1976;
Stla et al., 1980). Tato média jsou obecné specificky formulovana tak, aby podporovala
kulturu jediného bunécéného typu. Tato média jsou také oznaCovéna jako ,,definovana

kultivaéni média“, protoze komponenty téchto médii jsou pfesn¢ zndmy (Arora, 2013).

Chemicky definovana média obsahuji ultracisté anorganické a organické slozky
bez kontaminace a mohou také obsahovat Cisté proteinové piisady, jako jsou rlstové

faktory. Jejich slozky jsou produkovéany v bakteriich nebo kvasinkidch genetickym
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inZzenyrstvim s piridavkem vitamind, cholesterolu, specifickych aminokyselin a mastnych
kyselin. Posledni skupinou jsou média bez bilkovin, ktera neobsahujici zadné proteiny
a obsahuji pouze neproteinové slozky. Ve srovnani s médii doplnénymi sérem, podporuje
pouziti média bez bilkovin lepsi riist bunék, expresi proteinti a usnadiiuje nasledné ¢isténi
jakéhokoli exprimovaného produktu. EMEM nebo médium ,,Roswell Park Memorial
Institute” (RPMI), jsou média, kterd jsou popséna nize, neobsahuji proteiny, pouze

v ptipad¢ potieby jsou obohacena o proteinovy doplnék (Arora, 2013).

Eaglovo bazalni médium (,,Eagle’s Basal Medium”, BME), vyvinut¢ Harrym
Eaglem v roce 1955, je jednim z nejrozsifenéjSich syntetickych bunéénych kultiva¢nich
médii. Eagle popisuje nékolik ,bazéalnich® médii, kterd se od sebe mirné lisi.
Tato formulace bazalniho média byla vyvinuta na zéklad¢ Cetnych studii provedenych
na konci padesatych let s cilem urcit zakladni nutri¢ni pozadavky a dalsi faktory kritické
pro rist bunék v kultute. Historicky byl BME pouzit ve studiich provadénych k méteni
ristové odpovédi normalnich a transformovanych mySich L bunék a lidskych HeLa
bun¢k v monovrstvé kultuie s 13 esencidlnimi aminokyselinami a 9 pfidanymi vitaminy
(Eagle 1954, 1955a). BME obsahuje biotin (vitamin B7), o kterém Eagle pozdéji zjistil,
ze je zbyte¢ny. Jeho EMEM z roku 1959 zdvojnasobuje mnoZstvi mnoha aminokyselin,
aby se lépe ptizplsobilo slozeni bilkovin v kultivovanych lidskych bunkach. BME
prokazalo Sirokou pouzitelnost pro podporu ristu monovrstev Siroké skaly bunéénych

linii a je pfedchiidce EMEM a DMEM.

2.2.1 EMEM/MEM

EMEM, castéji pouzivano MEM, ziskané v centru rakoviny Iowské univerzity
z hovéziho pankreatu je jednim z nejrozsifenéjSich syntetickych bunéénych kultivacnich
médii. Casné pokusy kultivovat normalni savéi fibroblasty a uréité podtypy HeLa bunék
odhalily, ze mély specifické nutri¢ni pozadavky, které by BME nemohlo splnit. MEM
zahrnuje vyssi koncentrace aminokyselin, takze médium vice pfiblizuje sloZeni proteint
kultivovanych savéich bunék. MEM se pouzivd pro kultivaci Siroké Skaly bunék
pestovanych v monovrstvach, napt. bunék HepG2. Volitelné doplnéni neesencialnich
aminokyselin do formulaci, které obsahuji bud’ Hanksovu nebo Earlovu stl, rozsitilo

uzite¢nost tohoto média (Arora, 2013; Yao et al., 2017).

23



Formulace byla dale modifikovana volitelnou eliminaci vapniku, aby se umoznil
rust bunék v suspenzni kultufe. MEM, doplnéné nejen o 10% FBS obsahuje definované
mnozstvi glukdzy, aminokyselin, vitamind, inzulinu, transferinu, specifickych rastovych
faktorti. K prevenci bakteridlni kontaminace se do média ptidavaji antibiotika (penicilin,
streptomycin). VétSina bunécénych linii roste dobie pii pH 7,4, pii poklesu pH na 6,5
prestavaji rist a pii pH nizsi nez 6,5 ztraci zivotaschopnost. Jako indikator pH v médiu
muze byt pouzita fenolova Cerven. Pii pH 7,4 je zbarveni média Cervené, pii poklesu pH
(spotfebovani Zivin, nahromadéni metabolitl) se barva méni do Zluta, a to je signal

pro vyménu média za Cerstvé (Ippolito et al., 2016).

2.2.2 DMEM a RPMI médium

DMEM a RPMI médium jsou také Casto pouzivané alternativy. DMEM ma vyssi
koncentraci vapniku (1,8 mM) a niz8i koncentraci fosfaitu (1 mM) nez RPMI,

které obsahuje 0,8 mM vapniku a 5 mM fosfatu.

RPMI médium vyvinuli George E. Moore, Robert E. Gerner a H. Addison
Franklin v roce 1966 v Roswell Park Memorial institututu, od kterého se odvodil nazev
média (Budziak et al., 2019). Toto médium bylo ptvodné vyvinuto pro dlouhodobou
kultivaci lidskych leukemickych/lymfatickych bun¢k v suspenzi, ale pravé institutem
bylo shledano vhodnym médiem pro kultivaci riznych savéich bunck, napt. bunék
HepG2 (Petronini et al., 1996). RPMI médium obsahuje pyruvat sodny, fenolovou ¢erven,
L-glutamin. Déle se pifidava 2 000 mg/l glukézy, 25 mM kyselina hydroxyethyl
piperazinethansulfonova (“hydroxyethyl-piperazineethane-sulfonic acid”, HEPES)
a od ostatnich médii se li§i tim, ze obsahuje reduk¢ni Cinidlo glutathion a vysoké
koncentrace vitaminti. Médium obsahuje biotin, vitamin BI12 a kyselinu
paraaminobenzoovou, které se nenachdzeji v EMEM ani v modifikovaném DMEM
(Arora, 2013; Thermofisher, 2015; Krawczyk et al., 2018). Krom¢ toho jsou vitaminy
inositol a cholin pfitomny ve velmi vysokych koncentracich. RPMI médium neobsahuje
zadné proteiny, lipidy nebo rastové faktory, a proto je obohaceno obvykle o 10% FBS.
Médium pouziva pufrovaci systém hydrogenuhli¢itanu sodného (2,0 g/l), aproto
k udrzeni fyziologického pH vyzaduje prostiedi 5-10% CO2 (Krawczyk et al., 2018).
RPMI médium podporuje riist Siroké Skaly bunck v suspenzi, které nasledné rostou jako
monovrstvy. Pokud je RPMI médium spravné doplnéno sérem, ma Sirokou skalu vyuziti

pro savéi buinky, vcetné kultury cerstvych lidskych lymfocytl, bun¢k HepG2,
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faznich protokoli a rtstu hybridnich buné€k, jako jsou mysi hybridomové buiiky,
pro pfipravu protilatek (Arora, 2013).

DMEM bylo ptivodné pouzivéano pro kultivaci mysich embryonalnich kmenovych
bunék a obsahovalo 1 000 mg/l glukézy (Evans a Kaufman, 1981). Ukazalo se, ze dalsi
varianta s 4500 mg/l glukézy je optimalni pro kultivaci rGznych typt. Modifikace
Dulbecca je vylepSena doplikova formulace, kterd zvySuje obsah vybranych
aminokyselin a vitaminG v ptivodnim Eaglové médiu az Ctyfikrat. DMEM je bazalni
médium, stejné¢ jako RPMI médium neobsahuje proteiny ani latky podporujici rist.
Z tohoto ditvodu vyZaduje doplnéni, nejcastéji o 5-10% FBS. DMEM vyuziva pufrovaci
systém hydrogenuhli¢itanu sodného (3,7 g/l), a proto vyzaduje umélé hladiny CO2
k udrzeni pozadovaného pH. V praskovém stavu ma ale médium sklon k vypusténi pufru,
proto je formulovano bez n¢j. DMEM je pfistupno v mnoho variantach, naptiklad s fadou
koncentraci glukozy, stejn¢ jako alternativa s L-glutaminem a bez n¢j (Behjousiar et al.,
2012). Vyrobky bez indikatoru pH fenolové ¢ervené jsou k dispozici pro aplikace citlivé
na estrogen. Bunky uspésné kultivované v DMEM zahrnuji primérni fibroblasty,
neurony, gliové buiiky, buiiky hladkého svalstva a v neposledni fadé¢ buiiky HepG2
(Arora, 2013; Krawczyk et al., 2018).

2.2.3 Ham's F10, F12a DMEM/F12

Hamovy smési byly plvodné vyvinuty pro podporu klonalniho ristu
vajecnikovych bunék ¢inského kiecka. V piivodni formulaci bylo provedeno mnoho
pro propagaci bez séra. Smési byly uzptisobeny pro pouZiti s nebo bez suplementace séra,
v zévislosti na typu kultivovanych bun¢k (Arora, 2013).

Bylo prokdzano, Zze Ham's F10 podporuje rast lidskych diploidnich bunék,
napiiklad lidskych fibroblastovych bun¢k a bilych krvinek pro chromozomalni analyze
a vytvari skvélé prostfedi nejen pro kultivaci HepG2 bunék (Arora, 2013; De Cecco
etal., 2019).

Ham's F12 smés zivin byla vyvinuta pravé pro pouzivani bez séra
pro jednobunééné kultury vajecnikovych bunék kiecka. Coonova modifikace Ham's F12
se sklada z témét dvojnasobného mnozstvi aminokyselin a pyruvatu ve srovnani s F12
a zahrnuje také kyselinu askorbovou. Tento typ smési byl vyvinut pro kultivaci

hybridnich bun¢k produkovanych virovou fuzi (Arora, 2013).
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DMEM/F12, smés DMEM a Ham's F12 je extrémné bohaté a komplexni médium.
Podporuje rtst Sirokého spektra typti bun€k jak v sérovém, tak bezsérovém piipravku.
HEPES pufr je obsazen v konecné koncentraci 15 mM, aby se kompenzovala ztrata

pufrovaci kapacity vzniklé eliminaci séra (Arora, 2013).

2.3 Subkultivace bunék

Pfi subkultivaci neboli pasdZzovani sav€ich bun€k se musi pipetovat jemné,
aby nedoSlo k poruseni struktury bungk, které jsou velmi kiehké, kdyZ jsou vystaveny
vlivu disocia¢niho ¢inidla. K jejim naruSeni mtze dojit také v ptipad¢, Ze se disociacni
¢inidlo necha pisobit moc dlouho, to znamena del§i dobu, nez ktera je potfebna
k oddéleni bun€k. Bunky je obtizné odd¢lit v ptipad€, Ze jejich rlst je stoprocentné
konfluentni nebo pfimo ptred vznikem subkultury. Pro lepsi separaci se pouziva disociacni
¢inidlo s vyssi koncentraci a inkubuje se pii 37 °C pro zvySeni enzymatické aktivity.
Pied samotnym pfidanim cinidla se preparat dvakrat promyje sterilnim fosfatovym
pufrem (,,phosphate-buffered saline*, PBS) (Shafiee et al., 2017).

Pro pasazovani bunc¢k se dvakrat proplachne vrstva bun¢k PBS a ptida
se na dno kultivaéni nadobky ptedehiaty (37 °C) 0,05% roztok trypsinu se kterym
se bunky inkubuji 5-7 minut. Jakmile se buiikky oddé&li, neutralizuje se trypsin pfiddnim
¢tyfnasobného objemu kompletniho ristového média s 10% FBS a buiky se jemné
resuspenduji pipetovanim. Pfi ¢ekani na oddéleni bun€k se nesmi tiepat s kultivaéni
nadobou, aby nedoslo ke shlukovani (Hoess et al., 2007).

SpecifictéjSim pojmem je subkultivace, kde jsou buiikky nejprve rozdéleny,
nez byly pfeneseny do vice bunéénych kultiva¢nich nadob. Béhem tohoto procesu jsou
proliferujici buiiky rozdéleny, coZ umoznuje vyvoj novych bunéénych linii. Tento krok
je oznacovan jako pasdz a ¢islo pasédze konkrétné odkazuje na to, kolikrat byla bunécna
linie subkultivovana. Cetné adherentni bundéné kultury prestavaji proliferovat,
kdyz dosdhnou konfluentniho stddia - kdyz zcela zakryji povrch bunééné kultivaéni
nadoby. Pokud ziistanou buiiky v konfluentnim stadiu po delsi dobu, zemiou. Adherentni
bunécné kultury by tedy mély byt pravidelné pasdZzovany, to znamend, kdyZ bunky
dosdhnou konfluentniho stddia a pokryji dno nadobky ze 70 %, ¢ast bunék musi byt
pasazovana nebo subkultivovdna do nové nadoby na kultivaci bun¢k. Nedoporucuje
se vSak subkultivovat adherentni buniky vice nez kazdych 48 hodin,

protoze musi byt trypsinizovany. Naproti tomu suspenzni kultury s vysokou hustotou
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bun¢k vyzaduji Castéjsi rutinni pasdzovani, protoze rychle zpottebovavaji kultivaéni

médium (Bhatia, 2019).

2.4 Bunécéné modely

Protoze témét vSechny buiilky v prostfedi in vivo jsou obklopeny jinymi bunikami
a extracelularni matrici trojrozmérnym (3D) zplsobem, dvojrozmérnd (2D) bunécna
kultura adekvatn¢ nezohlednuje ptirozené 3D prostiedi bun¢k (Justice at al, 2009).
Vysledkem je, Ze 2D bunétné kultivacni testy nékdy poskytuji zavadéjici
anepredvidatelnd data pro odezvy in vivo (Weaver et al., 1997; Birgersdotter et al., 2005).
V soucasné dob¢ pii objevovani 1é€iv za¢ina standardni postup screeningu slou¢enin testy
zalozenymi na 2D bunécné kultufe, po nichz nasleduji testy na zvifecich modelech,
do klinickych hodnoceni. Pouze asi 10 % sloucenin Gspés$né prochazi klinickym vyvojem

(Breslin a O'Driscoll, 2013).

V tradi¢ni 2D monovrstvé kultufe buniky ulpivaji a rostou na rovném povrchu.
Takové nastaveni monovrstvy umoziuje, aby vSechny bunky dostavaly béhem ristu
homogenni mnoZstvi Zivin a riistovych faktori z média (Huang et al., 2013). Monovrstva
se sklada hlavné z proliferujicich buné€k, protoze nekrotické buiiky se obvykle od povrchii
oddé¢li a snadno se béhem vymény média odstrani. Buniky péstované ve 2D kultuie jsou
obvykle plossi a napjatéjsi, nez by se objevily in vivo. Abnormalni bunéénd morfologie
v 2D kultufe ovliviiuje mnoho bunécnych procesit vcetné¢ bunécéné proliferace,
diferenciace, exprese genu a proteinu. Buiiky ztraci svoji polaritu, coz vede ke zménam
reakci bun¢k na dalsi jevy jako je napf. apoptoza (Kapatczynska et al., 2016).

Kdyz se kultivuje v 3D kultivaénich systémech, buiky tvofi agregity nebo
sféroidy v matrici, na matrici nebo Vv suspenznim médiu. V bunénych
agregatech/sféroidech interakce bunka-builka a interakce butika-extraceluldrni matrice
vice napodobuji pfirozené prostfedi in vivo, takze morfologie bunck se podoba
pfirozenému stavu jako v téle. Kromé toho jsou 3D sféroidy slozeny z bun¢k v riznych
stadiich, obvykle =z proliferujicich, neklidnych, apoptotickych, hypoxickych
a nekrotickych bunék (Kim, 2005; Khaitan et al., 2006). Vné&jsi vrstvy sféroidu, které jsou
vysoce vystaveny médiu, se skladaji hlavné z Zivotaschopnych proliferujicich bunék
(Khaitan et al., 2006). Jadrové bunky pfijimaji z média mén¢ kysliku, ristovych faktort

a zivin a maji sklon byt v klidovém nebo hypoxickém stavu (Mehta et al., 2012).
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Na obrazku ¢. 2 je znazornéno schéma tradicnich 2D bunéénych kultur a tii
typické 3D bunécné kultury. Zatimco tradi¢ni 2D kultura obvykle roste do monovrstvy
na skle nebo na plastovych lahvich (obr. 2A), buitkky 3D bunéénych kultur rostou do 3D
agregati nebo sféroidii pomoci leSeni/matrice (obr. 2B, 2C) nebo bez leseni (obr. 2D)
(Breslin a O'Driscoll, 2013).

A B C D

Kultivaéni médium Kultivaéni médium

Matrice pro 3D kultury

Kultivaéni médium % % & @ %
| |

m | Matrice pro 3D kultury i @ & @
E |

Médium

2D monovrstva 3D agregaty s matricf 3D agregaty bez matrice 3D agregaty
Vv suspenzi

Obrazek 2: Schéma bunéénych kultur

(Pfevzato a upraveno dle: Breslin a O'Driscoll, 2013).

Idealni 3D kultivacni systém pro nadorové buiky by mél byt netoxicky,
biologicky rozlozitelny a dobfe definovany. Predchozi studie ukazaly, ze samoskladajici
se peptid RADA16-1 se sklada z ptirodnich aminokyselin, které mohou byt spontanné
sestaveny do skafoldii z nanovldken o priméru asi 20 nm. Tento peptid muiZe
napodobovat in vivo 3D mikroprostiedi a podporovat ptipojeni riznych sav¢ich bunek,
vcetné krysich bunék PC12 a krysich jaternich progenitorovych bun¢k (Holmes et al.,
2000, Semino et al., 2003). Krom¢ toho byl tento typ materidlu Siroce pouZzivan
v regenerativni medicin€, vetné reparace mozku a hojeni ran (Ellis-Behnke al., 2006,

Meng et al., 2009, Wu et al., 2010)
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3 CHARAKTERIZACE HepG2
3.1 Piivod bunééné linie HepG2

Imortalizovand buné¢na linie HepG2 byla pivodné izolovana v roce 1979
Barbarou Knowles spolu s kolegy a myln¢ oznacCena jako hepatocelularni karcinom.
Zkratka HepG2 znamena hepatom (hepatocelularni karcinom), podle stupné diferenciace
oznacen G2, jako dobfe diferencovany. Patent ,bunécénd linie odvozend od lidského
hepatomu® byl podan v roce 1980 vysetfovately z Filadelfie (Aden et al., 1979).
Od t¢ doby jsou HepG2 builkky zatazeny do tulozist€ ATCC (American Type
CultureCollection, Rockville, MD, USA) jako lidska bunécna linie (HB8065) odvozena
z tkang jater 15letého bélocha s dobfe diferencovanym hepatocelularnim karcinomem
(Lopez-Terrad et al., 2009). Nasledn¢ doktorka Knowles ptezkoumala histopatologické
pozadi nadoru, z kterého HepG2 vznikly. Nador vyexcidovan prodlouzenou lobektomii
z jater mladika byl klasifikovan jako klasicky piiklad epitelidlniho hepatoblastomu
(Knowles et al., 1980).

Hepatoblastom je zarode¢na malignita hepatoceluldrniho piivodu a zaroven
nejcastéj$i primarni nador jater postihujici déti v prvnich letech zivota, coz predstavuje
asi 45 % zhoubnych hepatocelularnich nddort kojencti a malych déti. Asi 16 %
perinatalnich nadort jater je hepatoblastom, ktery vznika z nediferencované embryonalni
tkané a vyskytuje se jako epitelidlni nebo epitelidlné-mezenchymalni (Copel, 2018).
Détsky hepatocelularni karcinom je vzacny nador spojeny s mnohem horsi prognézou
se vyskytnout jiz ve véku jednoho roku a u déti nemusi pfedchazet cirhoza. RozliSovani
mezi témito nadory je nékdy obtizné, zejména u starSich déti, a pravé pro tyto ucely
se vyuziva bunécna linie HepG2 (Lopez-Terrad et al., 2009).

Histologicky typ jaterniho nadoru, ze kterého vznikla bunééna linie HepG2,
byl témét 30 let predmétem vyznamného zmatku. Béhem této doby byly HepG2 buiiky
Siroce pouzivany v riznych oblastech, jako je metabolismus jater, vyvoj, onkogeneze
a hepatotoxicita. Ve védecké literatute (PubMed) je od roku 1979 do biezna 2009 vice
nez 9 000 odkazii HepG2, ve kterych je HepG2 oznacovédna jako hepatokarcinom,
hepatom vice nez 7000krat a jako hepatoblastom méné nez 500krat (Lopez-Terrad et al.,
2009).
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3.2 Morfologické znaky
HepG2 jsou adherentni buiiky s vysokou mirou proliferace. (Lopez-Terrad et al.,
2009). Pokud se buiky drzi pevného povrchu, rostou jako jednovrstvé malé agregaty

tvofici charakteristické shluky nebo ostrivky a tim vykazuji epitelidlni vzhled

(Roth et al., 2008).

Snimky HepG2 buné¢k jsou zobrazeny na obrazku ¢. 3 (A-C). Na obrazku ¢. 3
je mikroskopem zachycené tiikrat stejné zorné pole bunék HepG2 se zvétSenim 400x.
V prvni ¢asti obrazku (¢ast 3A) jsou bunky vyfocené ve fazovém kontrastu. Jak je
na obrazku vidét, HepG2 bunky vytvaii charakteristické ostrivky. Zakladni vrstva
ostrivkul je tvofena zivymi bunkami, horni vrstvy tvofi buitky mrtvé. Na snimku ¢. 3B
jsou buniky zachyceny po obarveni jejich aktinovych vldken pomoci faloidinu zna¢eného
fluoresceinisothiokyanatem, a na snimku €. 3C modfe sviti obarvend jadra pomoci barvy

Hoechst 33258.
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Obrazek 3: Buiikky HepG2 pod mikroskopem se zvétSenim 400x
A) bunky pod fazovym kontrastem, B) obarvena aktinova vlakna bun¢k pomoci

fluoresceinisothiokyanatu, C) obarvena jadra bunck pomoci barvy Hoechst 33258

Buitkky HepG2 lze Gspésné péstovat ve velkém meéfitku a stimulovat lidskym
rustovym hormonem (Donato et al., 2015). Po naoc¢kovani pii nizké hustoté ziskavaji
podlouhlou nediferencovanou morfologii. Aktivné se déli a po dosazeni 70% konfluence
vytvori typické kolonie podobné hepatocytiim obklopené bunikami podobnymi bilidrnimu

epitelu (Costantini et al., 2013).
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Za urcitych kultivaénich podminek mutze dojit k polarizaci bun¢k HepG2
s vytvafenim struktur podobnych Zzlu¢ovym kanalkim mezi sousednimi bunkami
(Sormunen et al., 1993). Zludové kanalky jsou vytvafeny de novo dvéma nebo vice
buitkami. Tvorba kandlki je doprovazena zietelnou akumulaci membranovych
a mikrovilarnich proteinti jako jsou napi. fodrin, aktin a villin na apikéalnich povrSich

bunék (Sormunen et al., 1993).

3.3 Biochemické vlastnosti

HepG2 bunécnd linie ma Sirokou $kalu metabolickych funkci specifickych
pro jatra, jako je napfiklad syntéza a sekrece plazmatickych proteinli, metabolismus
cholesterolu a triglyceridi, metabolismus a transport lipoproteini, syntéza zlu¢ovych
kyselin, glykogenova syntéza nebo inzulinové signalizace. Konfluentni vrstvy HepG2
exprimuji normalni receptory lipoproteini s nizkou hustotou (,,Jow-density lipoprotein”,
LDL) a pokracuji v metabolizaci chylomikront, lipoproteinii s velmi nizkou hustotou
(,,very-low-density lipoprotein”, VLDL), LDL a lipoproteini s vysokou hustotou (Javitt
et al., 1990, Donato et al., 2015).

Bézn¢ se pouzivaji ve studiich hepatoxicity, metabolismu 1é¢iv a jinych latek
podstupujicich biotransformaci. Jsou také netumorigenni a vyznacuji se vysokou mirou
proliferace. Jsou schopny vylu¢ovat mnoho plazmatickych proteini, jako je transferrin,
fibrinogen, plazminogen nebo albumin. Kromé toho jsou bunky HepG2 ideélnim in vitro
modelem pro studium intracelularni dynamiky Zzlucovych kandli a sinusovych
membranovych proteinii a lipidd v lidskych hepatocytech. Studium takové dynamiky
pfispiva k lepSimu porozuméni onemocnénim jater, ktera jsou disledkem nespravné
distribuce proteind na povrchu bunék (Lopez-Terrad et al., 2009).

Rovnéz byly vyvinuty slibné nové bunééné modely, jako jsou buiiky HepaRG,
které fesi problém nizkych metabolickych profili pozorovanych v buitkkdch HepG2.
Buniééna linie HepaRG odvozena z jaterniho nadoru pacientky trpici hepatokarcinomem
je slozena ze smési bun¢k podobnych hepatocytiim a Zlu¢ovym bunkéam, si ve skute¢nosti
zachovava schopnost metabolismu 1é¢iv srovnatelnou s kapacitou primarnich lidskych
hepatocytii (,,human hepatocytes”, HH) (Gripon et al. 2002, Lambert et al. 2009;
Ramaiahgari, 2014). Bylo prokéazano, ze buiikky HepaRG udrzuji jaterni funkce a expresi
jaterné specifickych gentll na hladinach srovnatelnych s HH (Anthérieu et al. 2010).
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3.4 Kaultivace HepG2

Komeréné dostupnd média pro kultivaci bunééné linie HepG2 obsahuji pufry,
anorganické soli, glukézu, aminokyseliny, vitaminy a cetné bioaktivni slouceniny,
ale jejich hladiny se mohou podstatné lisit (Arodin Selenius et al., 2019). HepG2 bunky
se nejcastéji kultivuji v MEM, které obsahuje FBS, glukézu, aminokyseliny, vitaminy,
inzulin, transferin, antibiotika a specifické rustové faktory (Ippolito et al., 2016). Dal§im
hojné¢ vyuzivanym médiem pro kultivaci bunék HepG2 je DMEM, které obsahuje
glukozu, Ctyfnasobnou koncentraci aminokyselin a vitaminti, vys$i koncentraci vapniku
a nizsi koncentraci fosfatu a vyuziva pufrovaciho systému hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho
(Arora, 2013). Je moznost vyuzit DMEM se zvySenym obsahem glukézy. Varianty
pro kultivaci bun€k jsou RPMI médium a Ham's F12 médium. RPMI médium obsahuje
pyruvat sodny, fenolovou cerven, L-glutamin, glukozu, HEPES a od ostatnich médii
se lisi tim, ze obsahuje reduk¢ni Cinidlo glutathion a vysoké koncentrace vitamint
(Thermofisher, 2015). Stejn¢ jako DMEM, je RPMI médium bezbilkovinnné. HepG2
buiky se inkubuji pti 37 °C atmosféie 5 % COa. Jakmile bunky pokryji ze 70 % dno
kultivacni nddobky, musi se buiiky pasazovat (Bhatia, 2019).

3.5 Cytochrom P450

Bunky HepG2 maji nevyhodu omezené biotransformacni aktivity kvili nizké
hladiné nebo chybéjicich dulezitych enzymi cytochromu P 450, které se podileji
na oxidaci 1é¢iv ve fazi I v jatrech, naptiklad CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2A6
nebo CYP2D6 (Rodriguez-Antona et al., 2002; Westerink a Schoonen, 2007; Guo et al,
2011).

Cytochrom P450 oznacuje skupinu enzymi obsahujicich hem jako kofaktor, ktery
funguje jako monooxygendza (Munro et al., 2007). Nazev cytochrom P450 (CYP)
je zaloZen na skuteCnosti, Zze redukovana forma enzymu komplexovaného s oxidem
uhelnatym vykazuje silné absorpéni maximum v ultrafialovo-viditelném spektru

pii 450 nm (Bui et al., 2012).

U savcil tyto proteiny oxiduji steroidy, mastné kyseliny a xenobiotika a jsou
dalezité¢ pro odstranovani rtiznych sloucenin, jakoz i pro syntézu a rozklad hormont
(Munro et al., 2007). Drahy CYP jsou klasifikovany podobnymi genovymi sekvencemi;
je jim pfifazeno Cislo rodiny (napi. CYP1, CYP2) a pismeno podrodiny (napt. CYPIA,
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CYP2D) a poté jsou rozliSeny cislem pro isoformu nebo jednotlivy enzym (napf.
CYPI1A1) (Nelson, 2009).

CYP oxidoreduktazy hraji v téchto procesech vyznamnou roli, a proto dostate¢né
urovné exprese CYP jsou piedpokladem fyziologicky relevantnich studii metabolismu
nebo toxicity jater (Zhang et al., 2016). Mezi strategie k prekonani nedostatku aktivit
CYP v HepG2 patii mimo jiné pouziti chemickych agonistl pro indukci CYP, které vSak
nezvySuji aktivitu enzymu CYP1A2 na trovenn primarnich lidskych hepatocyti
(Westerink a Schoonen, 2007).

CYP1A2 je jednim z nejhojnéjSich CYP v lidskych jatrech (pfiblizné 13 %),
ktery metabolizuje asi 20 % klinicky pouZzivanych a dilezitych 1€k, jako je naptiklad
klozapin, lidokain. CYP1A2 je jednim z hlavnich enzymi, které bioaktivuji fadu
prokarcinogentl, a proto indukce CYP1A2 muze zvysit karcinogenitu téchto sloucenin.
Tento enzym také metabolizuje nckolik dilezitych endogennich sloucenin vcetné
steroidd, retinold, melatoninu, uroporfyrinogenu a kyseliny arachidonové. (WU et al.,
1999; Zhou et al., 2009). Obecné substraity CYP1A2 obsahuji planarni kruh,
ktery se vejde na Gzké aktivni misto enzymu a podobné jako CYP1A1 a 1B1 je primarné
regulovan aromatickym uhlovodikovym receptorem (Zhou et al., 2009).

HepG2 bunky maji vSak ve srovnani s primarnimi lidskymi hepatocyty nevyhodu
omezené biotransformacni aktivity kviili nizké nebo dokonce chybéjici expresi
oxidoreduktaz cytochromu P450 (CYPs) (Rodriguez- Antona et al., 2008). Mezi strategie
k ptekondni nedostatku aktivit CYP v HepG2 patifi mimo jiné pouziti chemickych
agonistd pro indukci CYP, které vSak nezvySuji aktivitu enzymu CYP1A2 na troven

primarnich lidskych hepatocytti (Westerink a Schoonen et al., 2007).

Geneticky vytvofené bunécné linie HepG2-1A2 se stabilni nadmérnou expresi
lidského CYP1A2 byly vytvoieny transdukci expresniho vektoru na bazi lentiviru
kédujiciho lidskou CYP1A2 komplementarni DNA (,,complementary DNA”, cDNA),
nasledovanou selekci jednoho klonu antibiotického zeocinu. Nékteré klony bunék
HepG2-1A2 mohou vykazovat morfologii podobnou ,dlazebni kostce™ typické
pro hepatocyty a doba pro zdvojnasobeni populace se nemusi vyznamné liSit

od rodi¢ovskych bunék HepG2 (Steinbrecht et al., 2020).
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4 VYUZITI BUNEK HepG2

Bunky HepG2 jsou vysoce diferencované a vykazuji mnoho genotypovych rysi
normalnich jaternich buné¢k (Sassa et al. 1987). Jejich hlavni omezeni je nicméné spojeno
s jejich nizkymi metabolickymi kapacitami ve srovnani s primarnimi hepatocyty,
coz je ¢ini vhodnymi pro testovani toxicity matefské molekuly, ale méné vhodné

pro testovani toxicity metabolitii (Xu et al., 2004, Westerink a Schoonen et al., 2007).

Byly navrzeny rtizné strategie k pifekondni funkénich omezeni bunék HepG2,
véetné jejich transfekce expresnimi vektory kodujicimi geny pro specifické proteiny nebo
transkrip¢ni faktory (Donato et al., 2013). Vysledkem je, Ze buitky odvozené od HepG2
byly stabilné nebo ptechodné exprimujicim lidskym CYP a dalS§imi enzymy uspésné
vytvofeny, coz poskytuje cenné nastroje pro studie metabolismu 1éCiv a hepatotoxicity

(Donato et al., 2010, Tolosa et al., 2013).

Pouziti systémi HepG2 s nadmérnou expresi CYP ma také nékteré nevyhody,
jako je ptvod rakovinnych bun¢k a nedostatek dalSich jaternich specifickych funkeci.
Siroké spektrum moznych aplikaci té&chto bunék HepG2 exprimujicich CYP, zejména
v rané¢ fazi vyvoje léCiva, muze rychle a snadno poskytnout diilezité informace
o metabolismu 1é¢iva v jatrech a o toxicité potencidlnich metabolitd. Timto zpiisobem lze
nevhodné kandidaty na IéCiva vyloucit v prvotni fazi farmakologickych studii,

aby se zajistily naklady a snizily se pokusy na zvitatech in vivo (Steinbrecht et al., 2019).

4.1 Médium bunécné kultury ovliviiuje reakci na cytotoxicitu selenu

Cilem této studie bylo zjistit, zda slozeni kultivaénich médii mutize ovlivnit
citlivost HepG2 buné¢k na selenové slouceniny. Redox-aktivni selenové slouceniny maji
velmi zajimavé rastové modulacni vlastnosti, a jsou proto vysoce relevantnimi léky
pro 1écbu rakoviny (Brodin et al., 2015; Misra et al., 2015). Autofi se vénuji studiu
cytotoxicity, proliferace, morfologie, exprese markerii pro epitelidlni a mezenchymalni
diferenciaci, hladindm thiolu a exprese selenoenzymu thioredoxin reduktazy (Arodin
Selenius et al., 2019). Studie byla provedena na vice bunécnych liniich, ale pro ucely této
prace jsou zde zminény informace tykajici se pouze bunécné linie HepG2.

Pro vyfteSeni otazky variability kultivacnich podminek byla porovndna Ctvetice
bézné pouzivanych bunéénych kultivaénich médiich (RPMI médium, Ham's F12

médium, DMEM a MEM) s 10% FBS a pfi standardnich kultiva¢nich podminkach.
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Byla hodnocena toxickd odpovéd na selenit a seleno-methylselenocystein (MSC),
dale buné¢ny rist a redoxni homeostdza. Pro stanoveni rastu v rtiznych médiich byly
buiikky naockovany pii stejné hustot¢ v den nula a spocitany po obarveni trypanovou
modfi. Po ¢tyfech dnech v kultuie byly buiiky sklizeny, ziedény ve stejném objemu jako
pii naockovani a byly spo€itany zivotaschopné buniky (Arodin Selenius et al., 2019).

Vysledky poukazuji na to, ze kultivace a oSetfeni bunék HepG2 v MEM médiu
vyznamng vice snizilo toxicitu selenu, zejména selenicitanu, oproti kultivaci v DMEM.
Dale byly buniky vyznamné citlivéjsi na MSC, kdyz byly kultivovany v Ham's F12 médiu
ve srovnani s RPMI médiem (Arodin Selenius et al., 2019).

Bunééna kultura v DMEM zvysila rychlost proliferace, zatimco kultivace bunék

cvwr

hladina ATP v buiikéch kultivovanych béhem 72 hodin (Arodin Selenius et al., 2019).

Koncentrace thiolidl ve studovaném bunééném kultivacnim médiu kolisala mezi
25 a 40 uM. To znamena, Ze tyto variace neovlivnily intracelularni thioly bunék.
Intracelularni a extracelularni obsah thiolu v HepG2 buiikdch nebyl ovlivnén zadnymi
médii. Bunky byly kultivované po Sest pasdzi v novych médiich na sklenénych
sklickach, fixovany a barveny na epitelidlni (cytokeratin 18 - CK18) a mezenchymalni
(vimentin) markery. Na obrazku €. 4 je vytvoreny piehled mikroskopickych snimkit
testovanych HepG2 bunék se zvétSenim 400x. V prvnim fadku jsou vyfoceny bunky
sveételnym mikroskopem v jednotlivych médiich a v fadku druhém exprese epitelidlniho
markeru CK18. Ze snimku vyplyva, ze v HepG2 bunkéach byla exprese CK18
po kultivaci v RPMI médiu (obr. 4, 1. sloupec) mirné nizsi, ale buniky byly negativni
na vimentin (obr. 4, 3. fadek) nezavisle na kultivaénim médiu (Arodin Selenius et al.,

2019).
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Obrazek 4: Testované buiiky HepG2
Mikroskopické snimky testovanych HepG2 bunék. 1. fadek - svételna mikroskopie 40x,

2. radek - exprese epitelialniho markeru CK18, 3. fadek - exprese mezenchymalniho markeru
Vimentin; 1. sloupec zleva - buitky v RPMI médiu, 2. sloupec - buitkky v Ham's F12 médiu,
3. sloupec - bunky v DMEM médiu, 4. sloupec - bunky v MEM médiu.

(Ptevzato a upraveno dle: Arodin Selenius et al., 2019).

Experimenty provedené na této studii ukazuji, Ze bunééna odpovéd’ na selen
je ur¢ena pouzitym kultivaénim médiem. Ackoli vysoka hladina extracelularnich thiold,
zejména cysteinu, vyvolavd U¢inné vychytdvani a vyraznou cytotoxicitu selenu,
média s vysokym bazalnim obsahem cystinu nem4ji za nasledek zvySenou cytotoxicitu.
Protoze jednim z vyznamnych mechanismi cytotoxicity selenu je tvorba reaktivnich
forem kysliku (,,reactive oxygen species”, ROS) v disledku redoxnich cykll s thioly
a kyslikem, mtiZze slozeni DMEM s vysokymi hladinami gluk6zy a cystinu podporovat
ochranu pted tvorbou ROS zprostiedkovanou selenem (Misra et al., 2015; Arodin

Selenius et al., 2019).
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4.2 Cytotoxicky ucinek esencialniho oleje z listit Conobea scoparioides
Conobea scoparioides je popularni 1é¢ivad rostlina pouZivand k 1écbé
leishmanio6zy, bolesti nebo beri-beri. Kromé toho byla popsana inhibice buné¢né adheze,
antioxidacni, cytotoxické a leishmanicidni aktivity slou€enin nebo frakci C. scoparioides.
V této praci byl zkoumén potencidlni G¢inek a chemické slozky esencialniho oleje
(EO) z listt C. scoparioides proti rakoving jater in vitro a in vivo pomoci bunécného
modelu lidského hepatocelularniho karcinomu HepG2. Kvantifikace viability bun¢k byla
provadéna pomoci Alamarové modfi. Buiiky byly nasazeny do desti¢ek a inkubovany
po dobu 72 hodin. Pro kvantifikaci bunééné smrti byla pouzita souprava detekce
apoptdzy. K posouzeni potencidlniho G€inku EO proti rakoviné jater byly bunky HepG2
ockovany subkutanné do mysi tézké kombinované imunodeficience (SCID) (Lima et al.,

2020).

Zvitata byla ndhodn¢ rozdélena do Ctyt skupin: skupina 1 - zvifata, ktera dostala
vehikulum (5% DMSO - dimetylsulfoxid) (n = 20); skupina 2 - zvitata, kterd dostala
pozitivni kontrolu 5- fluorouracil (10 mg/kg, n = 10); skupina 3 - zvifata, kterd dostala
EO v davce 40 mg/kg (n = 10); a skupina 4 - zvitata, ktera dostala EO v davce 80 mg/kg
(n=10). 24 hodin po implantaci nadoru byla zvifata oSetfovéana intraperitonedlné jednou
denné po dobu jednadvaceti po sob¢€ nasledujicich dnti. Jeden den po oSetieni byla zvitata
anestetizovana a vzorky periferni krve byly odebrany z brachialni tepny. Potom byla
zvitata usmrcena pfedavkovanim anestetiky, naddory byly vyfiznuty a okamzité zvazeny
(Lima et al., 2020). Pro posouzeni cytotoxicity EO byla pouzita bunécna linie, ktera byla
kultivovéna 48 hodin standartné ve vlhké atmosfére 5% CO2 pti 37 °C.

Rozborem slozeni EO bylo detekovano tfinact sloucenin, z nichz 10
(ptedstavujicich 98,2 % EO) bylo identifikovano na zdkladé vlastnich retencnich indexti
a hmotnostni spektralnich fragmentl. Terpenoidy piedstavovaly 96,9 % slozeni vzorku.
Hlavnimi slozkami EO byly thymolmethylether (59,7 %), thymol (14,9 %)
a o-felandren (13,1 %) (Lima et al., 2020). In vitro cytotoxicky ucinek EO z listi
C. scoparioides byl hodnocen pomoci barveni Alamarové modie a vysledek pro bunky
HepG2 byl 13,50 pg/ml. Pro rakovinné buiikky HepG2 byla pozorovana hodnota
koncentrace, ktera indukuje 50% inhibici rastu bun¢k (IC50) v rozmezi 2,09 pg/ml (Lima
et al., 2020).
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Co se ty¢e vyhodnoceni zivotaschopnych bunék, pti koncentracich
12,5; 25 a 50 pg/ml zvysil EO apoptotické bunky (¢asné + pozdni apoptotické bunky)
na 8,48 %; 21,28 % a 22,96 %, oproti 5,25 % pozorovanym pii negativni kontrole.
Inkubace s 5- fluorouracilem také zvySila bunéénou smrt. Navic EO zpuasobil snizeni
objemu bungk, jak bylo pozorovdno pomoci morfologickych zmén charakteristickych

pro apoptickou bunécnou smrt (Lima et al., 2020).

Protoze EO z listi C. scoparioides vykazoval in vitro cytotoxicitu v HepG2
bunikach, byl zkouman také in vivo protinadorovy rakovinovy potencial tohoto EO
ve vyvoji HepG2 bunék v xenograftovém modelu (Li et al., 2017). Vyznamné snizeni
rustu HepG2 bunék bylo pozorovano v obou skupinach oSetfenych EO. Tyto vysledky
naznacuji potencialni protirakovinny ucinek EO z listt C. scoparioides in vitro a in vivo,
coZ naznacuje, ze se mize jednat o nového kandidata bylinné mediciny (Lima et al.,

2020).

4.3 Zeleny Caj a Cerny ¢aj inhibuji proliferaci a migraci bunék HepG2

Rada studii prokazala, 7e &aj z rostliny Camellia sinensis — Cajovnik &insky
ma fadu zdravotnich G¢inkd, jako je zmirnéni metabolického syndromu, protinddorovy
ucinek a posileni imunity (Robertson, 1983; Sheikhzadeh et al., 2011; Basu et al., 2013).
Extrakt Cerného cCaje chrani jatra ptfed peroxidaci lipidi indukovanou chloridem
uhli¢itym, coz zpozd'uje progresi zanétu jater a rakovinu jater u mysi (Fadhel et al., 2002).
Draha ptenosu signalu fosfatidylinositol 3- kinazy/protein kindzy B (,,phosphoinositide
3- kinase", PI3K/Akt) hraje roli v regulaci bunécné proliferace a apoptdzy a tizce souvisi
s vyskytem a vyvojem rakoviny jater (Wei et al., 2017).

V této studii byly zpracovany cerstvé listy stejné odriidy ¢ajovnikli cerného Caje
a zeleného c¢aje riznymi technologiemi a s pouzitim bun¢k HepG2 jako bunécného
modelu byla studovéana G¢innost a molekularni mechanismus extraktti cerného a zeleného
¢aje k inhibici ristu nddorovych bunék a migraci bunck, odhalujici novy protinadorovy
potencial cerného a zeleného €aje pti rakoviné jater (Sun et al., 2020).

Monomerni slozky extrakti cerného a zeleného cCaje byly analyzovany
kolorimetricky a vysokoucinou kapalinovou chromatografii (,,high-performance liquid
chromatography*, HPLC), s testem 3-[4,5- dimetylthiazol-2-yl]-2,5- difenyltetrazolium
bromidem (MTT) a testy tvorby kolonii, které byly pouzity k posouzeni proliferace

a viability bundk. Uginky &erného a zeleného ¢aje na apoptozu bunék HepG2 byly
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ovéieny pritokovou cytometrii, testem hojenim ran a Transwellovymi experimenty
pouzitymi k detekci bunécné invaze a metastdz exprese PI3K/Akt byla stanovena
metodou Western blot (Sun et al., 2020).

Buiikky HepG2 byly oSetfeny extrakty ¢aji po dobu 48 hodin. Poté byly
kultivovany po dobu 10 dnt pii 37 °C v 5% CO2, dokud se neobjevily velké kolonie
viditelné pouhym okem. Buiiky byly promyty PBS, fixovany a barveny 0,1% krystalovou
violeti (Sun et al., 2020). Pro detekci migrace bunck byl proveden Transwell migracni/

invazivni test (Sun et al., 2020).

Jak je uvedeno v tabulce ¢. 2, obsah aminokyselin a rozpustného cukru
v extraktech ¢erného a zeleného Caje se vyznamné nelisil. Mnozstvi flavanola a kofeinu
v extraktu z ¢erného Caje bylo vyznamné vyssi nez v extraktu ze zeleného Caje, pficemz
obsah polyfenolu v zeleném c¢aji byl téméf dvakrat vySSi nez u Cerného Ccaje.
Kromé toho byl obsah katechinii v zeleném caji témér tiikrat vyssi. Jesté dalezitéjsi je,
ze obsah epigalokatechinu galatu (,,epigallocatechin gallate”, EGCQG), ktery je v Caji
povazovan za nejdilezitéjsi Gc¢innou latku, byl v extraktu zelen¢ho caje 13krat vyssi

nez v extraktu ¢erného ¢aje (Sun et al., 2020).

Tabulka 2: Obsah bioaktivnich sloZek v zeleném a ¢erném ¢aj

(Pfevzato a upraveno dle: Sun et al., 2020).

Cerny ¢&aj Zeleny caj
Cajové polyfenoly (%) 12,19 £ 0,25 21,74 + 0,80
Aminokyseliny (%) 2,70 £ 0,01 2,72+ 0,01
Rozpustné cukry (%) 9,68 + 1,06 9,11 +£0,91
Flavonoly (%) 27,26 £0,10 20,19 + 0,02
Kofein (mg/g) 95,63 £0,10 83,09 £0,12
EGCG (mg/g) 5,77 £ 0,39 77,84 +£0,33
Katechiny (mg/g) 76,20 1,61 209,20 + 3,26

Pro stanoveni, zda ¢erny a zeleny ¢aj mohou inhibovat proliferaci bun¢k HepG2,
byla pozorovana morfologie a proliferace bunék HepG2. Po oSetfeni ¢ajem byly

pozorovany smrsténé buiiky, jak je zachyceno nize na obrazku €. 5. Z mikroskopického
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obrazku je znatelné, ze ¢im vyssi je koncentrace extraktu, tim jasnéjsi je inhibice bunécné
proliferace. V zorném poli 0,8 mg/ml je znatelné méné bunc¢k nez v poli s nulovou
koncentraci, ale hlavné se v ném nachazi bunky smrsténé. Test tvorby kolonii ukézal,
ze jak Cerny Caj, tak zeleny ¢aj posilily inhibici bunécné proliferace, ktera se zvySovala
s nartistajici koncentraci. Cytotoxické ucinky ¢ajovych extraktl na lidské buitky HepG2
byly hodnoceny testem MTT. Po 24 a 48 hodinédch byla proliferace bun¢k inhibovéana
pii dévce vice nez 0,25 mg/ml, ale koncentrace pod 0,25 mg/ml extraktu by mohla
ovlivnit pteziti rakovinnych bunék. Inhibicni Gi¢inek zeleného caje byl silngjsi nez ti¢inek

¢erného ¢aje (Sun et al., 2020).

0 mg/ml 0.2 mg/ml 0.8 mg/ml

Obrazek 5: Zména morfologie bunék v zavislosti na koncentrci
Mikroskopické snimky bunék HepG2 oSetfenych extraktem z ¢erného ¢aje a zeleného
¢aje. HepG2 buiiky byly oSetfeny ¢ernym a zelenym ¢ajem v koncentracich 0 (sloupec vlevo),

0,2 mg/ml (prostfedni sloupec) a 0,8 mg/ml (sloupec vpravo).
(Pfevzato a upraveno dle: Sun et al., 2020).
V tabulce ¢. 3 jsou shrnuty vysledky analyzy pomoci pritokové cytometrie.
Po oSetfeni bun¢k HepG2 1,0 mg/ml ¢erného nebo zelené¢ho ¢aje po dobu 24 hodin
se podil apoptotickych bunék zvysil na 38,5 % a 64,0 %, coz naznaCuje, ze vysoké
koncentrace cerného a zelen¢ho Caje indukuji apoptoézu v bunikdch HepG2 (Sun et al.,

2020).
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Tabulka 3: Zména podilu apoptotickych bunék u HepG2 bunék ovlivnénych
¢ernym nebo zelenym ¢ajem
(Prevzato a upraveno dle: Sun et al., 2020).

Koncetrace suspenze (mg/ml) 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Cerny ¢aj (%) 9,9 | 11,5 | 12,9 | 26,6 | 38,5

Zeleny ¢aj (%) 7,5 | 10,5 | 34,2 | 50,9 | 64,0

Dale bylo v této studii prokazano, ze oSetfeni cernym cajem a zelenym Cajem
inhibovalo migraci bun¢k HepG2 v =zavislosti na case a koncentraci.
Na obrazku €. 6 jsou zobrazeny vysledky Transwell migra¢niho/invazivniho testu.
Ukazuji, ze Cerny Caj a zeleny ¢aj inhibovaly invazi HepG2 bunék. Ve srovnani
s kontrolni skupinou byla schopnost oSetfenych bunck ve skupiné cerného a zeleného caje
proniknout do matrigelu, ktery byl obsazen v transwell komote, vyznamné snizena. Pocet
migrovanych bunék ve skupiné ¢erného €aje byl vyrazné vyssi nez ve skupiné zeleného

¢aje v koncentraci 0,8 mg/ml (Sun et al., 2020).

0 mg/ml 0.2 mg/ml 0.8 mg/ml
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Obrazek 6: Inhibovana invaze HepG2
Mikroskopické snimky bunck HepG2 osetfenych extraktem z cerného a zeleného Caje.
HepG2 bunky byly osetieny ¢ernym a zelenym ¢ajem v koncentracich 0 — kontrolni skupina
(sloupec vlevo), 0,2 mg/ml (prostiedni sloupec) a 0,8 mg/ml (sloupec vpravo).
(Pfevzato a upraveno dle: Sun et al., 2020).

K posouzeni G€inku cerného a zeleného €aje na expresi proteinit pro pieZiti
spojenych s cestou PI3K/Akt v buniky HepG2 byl pouzit Western blot test. Je zajimavé,
ze oSetfeni ¢ernym a zelenym cajem vyrazné potlacilo hladiny fosfo-PI3K a p-Akt
proteinti v zavislosti na ¢ase a na koncentraci, zatimco nemélo téméi zadny ucinek

na celkovou expresi PI3K a Akt proteinu. Kromé¢ toho byla provedena kvantitativni
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analyza hladin proteint, kterd ukazuje, ze stejné jako ucinky na inhibici rastu bun¢k byl
regulacni ucinek zeleného caje na signdlni drdhu PI3K/Akt v bunkach HepG2
vyznamnéj$i nez u ¢erného Caje. Tyto vysledky ukazuji, Ze Cerny a zeleny ¢aj mohou
castecné inaktivovat signalizaci PI3K/Akt, ¢imz ovliviiuji proliferaci bun¢k HepG2 (Sun

et al., 2020).

Extrakty cerného Caje a zeleného Caje Camellia sinensis prokéazaly rizné stupné
inhibice bunééné migrace a invaze, pficemz zeleny ¢aj indukuje vétsi miru apoptdzy
bunék HepG2. Kromé toho extrakty zeleného i Cerného Caje inhibovaly rist bunék HepG2

Mrv e

bunék prostfednictvim signalni drahy matricovych metaloproteindz. Kromé toho mél
zeleny ¢aj silngjsi inhibic¢ni u¢inek na bunky rakoviny jater nez ¢erny ¢aj, coz mize byt
zpusobeno vysokym obsahem dilezitych u€¢innych latek, jako je EGCG, v zeleném caji.

Tato studie odhalila u¢inky fermentovaného (Cerného) a nefermentovaného
(zeleného) ¢aje na bunky rakoviny jater, coz poskytuje zaklad pro zkoumdani cajovych

extrakti pro jejich protinadorovy potencial (Sun et al., 2020).

4.4 Antioxidacni aktivity a ochranné ucinky peptidi kachnich embryi

Bioaktivni peptidy podporuji mnoho funkci metabolismu a fyziologické regulace,
jako je naptiklad podpora traveni, zlepSeni imunity, regulace hormont, antibakterialni
ucinky, antivirové u¢inky, snizeni krevniho tlaku, zmé&kcéeni krevnich cév a oddéleni
senility (Bartesaghi et al., 2017). Jako typ bioaktivniho peptidu mohou antioxidacni
peptidy redukovat ROS (He et al., 2019).

Tato studie se zabyva antioxida¢nimi aktivitami rtiznych segmentt peptidd,
ZT1 (=3 KD), ZT2 (<10 KD) a ZT3 (<30 KD), odvozené od peptidii embryi kachen
a zkouma jejich ochranné ucinky proti oxidaénimu poSkozeni vyvolanému H20:

v bunkach HepG2 (He et al., 2019).

Oplozena zdrava kachni vejce byla inkubovéna v inkubatoru pti 38,5 °C s relativni
vlhkosti 72 % a byla obracovéana jednou za 2 hodiny. Po inkubaci do 15 dnti byla kachni
embrya odebrana a umisténa do lednic¢ky. Dale byla embrya homogenizovana, nalita
do podnosu a umisténa do mrazici odstfedivky, aby se ziskal lyofilizovany prasek

peptidové smési (He et al., 2019).
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Pfi testovani cytotoxicity kachnich embryi na buikich HepG2 byly buiky
kultivovany po dobu 24 hodin pii 37 °C v 5% CO:2 atmosféte, v médiu s 10% FBS,
2% penicilinem G a streptomycinem v médiu DMEM (He et al., 2019).

Pti stanoveni ROS byly bunky HepG2 inkubovany po dobu 24 hodin pii 37 °C.
Ochrannd skupina byla inkubovéana s peptidovym roztokem v konecné koncentraci
1 mg/ml, 5 mg/ml nebo 10 mg/ml. Mezitim byla zranéna skupina inkubovéana
v kultivaénim médiu po dobu 24 hodin a poSkozena skupina s ochrannou skupinou
se inkubovaly 2 hodiny v roztoku H20z2. Poté byl piidan roztok 2,7- dichlorofluorescin
diacetat (,,2,7- dichlorodihydrofluorescein diacetate, DCFH-DA). DCFH-DA je druh
fluorescenéniho barviva, které mulze volné¢ pronikat bunénou membranou.
Intracelularni  ROS  oxiduji  nefluorescenéni DCFH-DA na  fluorescencni
dichlorofluorescein (DCF). Detekcei intenzity fluorescence DCF Ize ziskat hladinu ROS
v buiikich. Cim je intenzita fluorescence silngj§i, tim vy$§i je obsah ROS

v bunikach (He et al., 2019).

Vysledky ukazaly, Zze peptidy izolované z kachnich embryi mohou inhibovat
poskozeni ROS na buiikkach HepG2. ZT1, ZT2 a ZT3 inhibovaly oxidac¢ni stres vyvolany
H202. V experimentalni skupiné se zvySenim koncentrace peptidu byla zvysena,
jak schopnost inhibovat oxida¢ni stres, tak ochranny u¢inek ptfed oxidaénim poskozenim
bunék, coz ukazuje, ze ochranné ucinky ZT1, ZT2 a ZT3 na pteziti bun€k byly vSechny
zavislé na koncentraci. Konkrétni pfipady jsou zachyceny na obrazku ¢. 7. Napfiiklad,
kdyz byla koncentrace ZT1 10 mg/ml (obr.7E), byla mira pfeziti o néco nizsi
nez u kontrolni skupiny (obr. 7A).

Intenzita fluorescence DCF v HepG2 buiikach byla vyznamné zvysena po oSetfeni
H20:2 ve srovnani s kontrolni skupinou (obr.7A). Konkrétné, kdyz koncetrace ZT1 byla
1 mg/ml, byla relativni intenzita fluorescence pouze 29,31 (obr. 7C), coz bylo nizsi
nez 41,89 pro skupinu oSetfenou 10 mg/ml ZT3 (obr. 7E). V kombinaci s testem
cytotoxicity tato prace prokazala, Ze ochranné uc¢inky peptidi kachnich embryi na bunky
HepG2 byly dosazeny spiSe inhibici oxida¢niho stresu nez stimulaci proliferace bunék

HepG2 (He et al., 2019).
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Obrazek 7: Fluorescen¢ni obrazy dichlorofluoresceinu v buiikach HepG2
Mikroskopické snimky fluorescencnich obrazit DCF po ptidani fluorescen¢niho barviva
DCFH-DA. A) kontrolni skupina bez oSetfeni H,O»; B) HepG2 buiiky oSetieny H,O»;

C) ZT1 [1 mg/ml 3 KD] s osetfenim H,O5; D) ZT1 [1 mg/ml 30 KD] + H,O,; E) ZT3
[10 mg/ml 30 KD] + H20»; F) ZT3 [10 mg/ml 3 KD] + H»0,.

(Pfevzato a upraveno dle: He at al., 2019)

Tato prace hodnotila antioxida¢ni aktivita a ochranné Uc¢inky peptidi kachnich
embryi proti oxida¢nimu poskozeni HepG2 vyvolanému H20». Pfi nizké koncentraci
vykazuje ZT1 silngj$i antioxidacni kapacitu in vitro a také siln€jSi inhibi¢ni Gc€inky
na oxidacni stres vyvolany H202 a posSkozeni bunék HepG2 nez ZT2 a ZT3, coz ukazuje,
ze ZT1 lze pouzit jako novy pfirodni antioxidant v potravindch primysl a lécivych

pripravcich (He et al., 2019).

4.5 Exprese enzymii v buiitkach HepG2 kultivovanych nanotechnologii

Nanokulturni destic¢ka (,,nanoculture plate*, NCP) je nedavno vyvinuta desticka,
ktera sestava z texturovan¢ho povrchu se specifickymi charakteristikami, které indukuji
tvorbu sféroidi: mikrofabrikace s mikro-¢tvercovym vzorem na povrchu kultury. NCP
lze pouzit k vytvoreni jednotnych adhezivnich sféroidii rakovinnych bunéénych linii
za pouziti konvencnich technik bez potreby jakychkoli zivoc¢isnych slou¢enin (Nakamura

etal., 2011).
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V této studii byla testovana uc¢innost nedavno vyvinutého 3D kultiva¢niho
systému a podpora systému s vytvoienim bunécné kultury HepG2 s 3D architekturou.
DalSim cilem studie bylo testovani charakteristiky a vykonnosti bunck HepG2

vytvotfenych v tomto systému zkoumanim urovni exprese CYP (Nakamura et al., 2011).

Bunky HepG2 byly udrZzovany pii 37 °C v atmosféfe 5% CO. v DMEM
obsahujicim 10% FBS, 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu. Pro méteni
hladin exprese mRNA albuminu a CYP v bunikach HepG2 byla pouzita kvantitativni
polymerazova tetézova reakce sreverzni transkripci (QRT-PCR). KdyZz byly buiky
HepG2 podrobeny 3D kultufe s pouzitim NCP, rychle vytvorily adhezivni sféroidy.
Od 3. do 12. dne tvotily agregaty se sféroidni 3D architekturou, které jsou vidét na
obrazku ¢. 8D, 8F, 8H. Na rozdil od toho se buiiky HepG2 péstované s jednovrstvou
destickou ptipojily k povrchu jamky a vytvotily mnohem plossi konfigurace od 3. do 12.

dne (obr. 8C, 8E, 8G) (Nakamura et al., 2011).
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Obriazek 8: Morfologie bunék HepG2 za pouziti konvenéni desticky
Bunky HepG2 po kultivaci za pouziti konvenc¢ni desticky v 0 dnech (A), 3 dny (C),
6 dni (E) a 12 dni (G). A za pouziti NCP v 0 dnech (B), 3 dny (D), 6 dni (F) a 12 dni
(H). Bar, 200 pm. (Pfevzato a upraveno dle: Nakamura et al., 2011).
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Zaveér po porovnani dvou desticek byl, ze pocet bunek byl vyssi pro jednovrstvou
desti¢ku. Zivotaschopnost bunék pro kazdy typ kultury se také mirng, ale vyznamné ligila
mezi dvéma kultivaénimi systémy: Bunky HepG2 péstované s NCP vykazovaly mirné

vvvvvv

2011).

Hladiny exprese albuminové mRNA v buitkdch HepG2 byly vyznamné vyssi
v NCP kultufe nez v monovrstvové kultufe v 12. den. Kumulativni obsah albuminu byl
vyznamné vys§i ve 12. dni v kultivacnim médiu bun¢k HepG2 péstovanych s NCP

nez v médiu bunék kultivovanych s monovrstvou kulturou (Nakamura et al., 2011).

Hladina exprese mRNA CYP1A1 v buiitkdich HepG2 péstovanych s NCP byla
vyznamné vyssi nez hladina, ktera se péstovala s monovrstvou kultivacni destickou v den
12. Hladina exprese mRNA CYPIA2 v buitkkdch HepG2 péstovanych s NCP byla
vyznamn¢ vys$$i nez u hladin kultivovanych s monovrstvou kultivac¢ni destickou v den
6. a 12. Podobné byly hladiny exprese mRNA CYP2B6, CYP2D6 a CYP3A4
signifikantné¢ vyssi v bunkach kultivovanych s NCP nez v bunkéach kultivovanych

v monovrstvé kultufe v den 12. (Nakamura et al., 2011).

Tyto vysledky naznacuji, ze NCP usnadnila tvorbu 3D bunécné architektury
HepG2 a zvysila troven exprese albuminu a CYP mRNA ve srovndni s monovrstvou,
coz Cini systém NCP uziteCnym nastrojem pro hodnoceni metabolismu 1€Civ in vitro.
Steroidy, které jsou tvofeny preskupenim a zhuthovanim bunéCnych agregatii bunék
derivovanych z jater, vcCetné¢ primdrnich hepatocyti nebo bunéénych linii,

24

monovrstvovych kulturdch (Nakamura et al., 2011).
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5 ZAVER

V Gvodni ¢asti této bakalatfské prace jsem definovala pojem bunécné kultura,
vytvorila ptehled jednotlivych typt zivocisnych bunéénych kultur a ptiblizila podstatu
imortalizace. Nasledn¢ jsem se zaméfila na kultivaci savéich bunék. V kapitole jsou
zahrnuty kultivaéni podminky vcetné popisu kultivaénich médii a jejich slozeni
a v neposledni fad¢ bunécné modely. Hlavni ¢ast mé bakaladiské prace byla vénovana
buitkdm HepG2. V prvni poloviné této Casti jsem buiky HepG2 charakterizovala,
konkrétné jejich ptavod, morfologické znaky, biochemické vlastnosti a problematiku
jejich kultivace. V druhé poloving jsem predstavila pét vybranych studii se zamétenim na
vyuziti HepG2, ve kterych se potvrzuje, ze bunécnou linii HepG2 lze povazovat za
vhodny in vitro model, hlavné ve studiich metabolismu 1é¢iv, hepatotoxicity a ze ndm
muze slouzit k porozuméni nejen mechanismt souvisejicich se vznikem nadrovych

onemocnéni, ale i mnoha dalSich onemocnéni jater.
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