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ANOTACE

Cilem bakalafské prace bylo piedstavit jednotlivé zplisoby bunééné imortalizace
a popsat zakladni vlastnosti imortalizovanych bunécnych linii. V prvni kapitole je shrnuta
zakladni charakteristika bunécnych linii a jejich rozdéleni. Nasledujici kapitola jiz pojednava
o0 vlastnostech imortalizovanych bunéénych liniich. Diraz je kladen ptfedevSim na popis
jednotlivych mechanismti uméle provedené imortalizace pomoci fyzikalnich, chemickych
a biologickych ¢initelti. Dukladné jsou zminény piedevsim biologické zpisoby imortalizace,
kam spada imortalizace pomoci riznych typu virt. Dalsi ¢asti bakalaiské prace poté tvoii popis
vybranych imortalizovanych buné¢nych linii vyuZitelnych pro testovani cytotoxicity in vitro.
Tato Cast je zaméfena piedev§im na popis uméle imortalizovanych bunéénych linii,
avsak Vv zavéru prace jsou zminény i linie imortalizované spontanné vlivem nadorového bujeni.
U kazdé bunééné linie jsou definovény jeji zdkladni vlastnosti, vyuziti a poptipad¢ shrnuty

i vyhody a nevyhody.

KLIiCOVA SLOVA
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ANNOTATION

The aim of the bachelor thesis is to introduce particular methods of cell immortalization
and to describe the basic properties of the mentioned cell lines. The first chapter contains
the basic characteristics of the cell lines and their division. The following chapter deals
with immortalized cell lines and their properties. The main part of this chapter describes
the mechanisms of artificial immortalization using physical, chemical and biological factors.
The biological methods of immortalization, which include immortalization using various types
of viruses, are thoroughly mentioned. Other parts of the bachelor thesis include description
of immortalized cell lines usable for in vitro cytotoxicity testing in individual organs. This part
iIs mainly focused on the description of artificially immortalized cell lines, but there are
also mentioned cell lines that have been immortalized spontaneously by tumor growth. For each

cell line its basic properties, advantages and disadvantages are defined.
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UvVoD

Bunééné linie jsou trvalé bunécné kultury, které maji schopnost se stdt nesmrtelnymi.
Bézné diploidni bunécné linie maji zivotaschopnost omezenou a postupem casu zanikaji. Pocet
dé€leni takovéto bunécné linie souvisi s tzv. Hayflickovym limitem. Pfi pfekonéni Hayflickova
limitu a dalSich bariér, jako je senescence a krize se buika stava nesmrtelnou
neboli imortalizovanou.

Imortalizace bunék je moznd dvéma zplsoby, uméle a spontanné. Za umeélou
imortalizaci je povazovana imortalizace zasahem Ccloveéka. Jednd se o znesmrtelnéni
fyzikalnimi, chemickymi nebo biologickymi vlivy. Fyzikalni zpiisob zahrnuje piisobeni
ionizujiciho nebo ultrafialového zafeni a chemicky zptsob obvykle plisobeni karcinogent.
V ptipad¢ biologické imortalizace bunck se jednd o bunécnou transformaci zplisobenou
vnesenim genl virového ptivodu do buiiky. Takovymi viry jsou naptiklad SV40, HPV, EBV
nebo adenoviry.

Spontanni imortalizace je naopak znesmrtelnéni bez zasahu clovéka. Dochazi
ke genomové nestabilité, aktivaci telomerazy a tumor supresorovych genti a naslednému
rakovinnému bujeni. Tim buiiky rychle a nekone¢né proliferuji.

Imortalizované bunécné linie slouzi predevS§im k medicinskym a farmaceutickym
vyzkumuim, testovani 1é¢iv a 1é¢by riznych nemoci in vitro, jako je diabetes nebo Parkinsonova
a Alzheimerova choroba. Hlavni nevyhodu piedstavuje skutecnost, Ze tyto buitky mnohdy

nedokazi detailné popsat stavy probihajici in vivo a nelze je povazovat za fyziologické.
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1  BUNECNE LINIE

Bunééné linie jsou trvale zavedené bunééné kultury, které maji schopnost neustalé
proliferace za vhodnych kultiva¢nich podminek ve vhodném kultivaénim médiu. Od bunéénych
kultur se bunééné linie 1isi tim, ze se stavaji nesmrtelnymi (Brenner et al., 2002).
Krom¢ dostate¢ného mnozstvi zivin je pro jejich udrzeni tieba zajistit dal§i vhodné kultivacni
podminky. Bunééné linie prevzaly dulezitou roli ve studiu fyziologickych, patofyziologickych
a diferenciacnich procesti. Diky jejich rozmanitému ptvodu lze tyto procesy studovat
se specifickym zaméfenim na vybrané organy (Davis, 2002). Zaroven umoznuji
v kontrolovaném prostiedi zkoumat postupné strukturni zmény bunék, véetné zmén
genetickych (Brenner et al., 2002).

V soucasné dobé je znamo vice nez 6000 bunécnych linii, z nichz ma asi 5000 lidsky
puvod a zbylé pochdzeji od zvitat, pficemz se jedna asi o 200 zivoc¢isnych druhii. Bunééné linie
nejsou odvozeny jen od fyziologickych tkani, ale jejich pivod je i z nadorové pozménénych
tkani. Téméf vSechny do dnesni doby vytvoiené bunécéné linie jsou uschovany v bunéénych
bankach, ve kterych jsou pfechovavany zamrazené v tekutém dusiku po mnoho let. Piikladem
je evropska bunécnd banka European Collection of Animal Cell Culture (ECACC)
nebo americka bunééna banka American Type Culture Collection (ATCC), ve které je
uchovano témét 5000 bunéénych linii (Sebek, 2018).

1.1 Diploidni buné¢né linie

Z pocatku se bunky této linie intenziviné mnozi, postupné vSak rychlost proliferace
bunék klesa, az nakonec linie zanikne. Pocet pasazi diploidni bunécné linie zavisi na vice
faktorech. Hlavnim faktorem je druh Zivoc€icha, ze kterého buniky pochazi, dilezity vliv ma
ale i stai organismu, ze kterého byla tkan pro kultivaci odebrana. Cim star§i Zivocich, tim
dosahne mensiho poctu pasazi diploidni bunécné linie, coz souvisi s tzv. Hayflickovym limitem
(Davis, 2002). Tento limit ptfedevSim vypovida o proliferacnich schopnostech buiiky.
Experimentalné byl u vSech typi zvifecich bun€k stanoven tak, Ze bylo zji§t€éno nejvetsi
mnoZstvi mit6z, které dany druh buiiky prodélal pii podminkach in vitro (Sebek, 2018). Bylo
dokazéno, Ze mnoZstvi bunécnych cykll, tudiz i Hayflickliv limit souvisi s délkou telomer
(Davis, 2002).

Chromozomalni telomery jsou vysoce specializované struktury na koncich
chromozomt, které obsahuji opakujici se sekvence DNA (Hayflick a Moorhead, 1961). Jsou
nezbytné pro stabilizaci chromozomt a pro ochranu DNA. Zakladem telomer jsou tandemové

repetice (TTAGGG)n, spojené prostiednictvim proteint, které tvoii ochranny komplex
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(Dolcetti et al.,, 2014). Telomery se zkracuji skazdym novym bunéfnym délenim
kvili neschopnosti konven¢nich DNA polymeraz replikovat konce chromozomi (Liu et al.,
2006). Zkracovani probiha az do doby, kdy jsou zkraceny na kritickou délku, coz jiz neumozni
dalsi d€leni a zptisobi chromozomalni nestabilitu. VétSina bunék ma Hayflicktv limit okolo 40
az 60 deleni (Hayflick a Moorhead, 1961). Po dosazeni Hayflickova limitu bunky obvykle
podstupuji replikacni starnuti a apoptdzu (Dolcetti et al., 2014).

1.2 Nestabilizované bunécné linie

Hlavnim divodem, pro¢ tyto linie nedosahuji takového uplatnéni jako imortalizované
buné¢né linie, je jejich omezena doba Zivotaschopnosti. Ke v§emu jsou oproti imortalizovanym
bunéénym liniim citlivéjsi na negativni vlivy okolniho prostfedi. Jejich nejvétsi vyhoda spociva
Vtom, ze jsou geneticky a fenotypové rovnocennéj$i s puvodnimi bunikami odebranymi
z organismu. Pokud je tedy na kulturach tieba co nejpiesnéji namodelovat situaci panujici
invivo, tak je upfednostfiovana prace pravé S nestabilizovanymi liniemi. Dalsi dalezitou
pozitivni vlastnosti nestabilizovanych buné¢nych linii je schopnost zastavit svtj dalsi rust.
Jakmile bunky v kultufe dorostou do celistvé vrstvy a navzajem se za¢nou dotykat, potlaci svou
proliferacni aktivitu. Tento jev je zndm pod oznacenim kontaktni inhibice. Principem kontaktni
inhibice je zastaveni proliferace in vitro rostoucich bunék v okamziku, jakmile se dostanou
do vzajemného kontaktu. V laboratofi jsou nejcastéj$im zastupcem docasnych linii ty bunééné
linie, které vychazeji z tkané lidskych plic. Piikladem jsou bunky HEL-299, IMR-90, MRC-5
&¢i WI-38 (Sebek, 2018).
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2  IMORTALIZACE BUNECNYCH LINTi

Imortalizované bunécné linie jsou transformované buiiky s pozménénymi vlastnostmi,
které vznikaji, pokud bunécna linie piekona ,,stadium krize* a neuhyne (Lanosa a Colombo,
2008). Casto vykazuji pozitivni testy malignity. Také maji neomezeny ristovy potencial
a stavaji se ,,nesmrtelnymi‘, coz znamena, Ze je mozno je prakticky neomezené dlouho péstovat
in vitro (Davis, 2002). Tyto bunky zpravidla ztraceji schopnost kontaktni inhibice. Kontaktni
inhibice je velmi vyuzivana v situacich, kdy je tieba potlacit nekontrolovatelnou proliferaci
bunék a zajistit programovany vyvoj buné¢nych linii (Lanosa a Colombo, 2008). Patrné také
byvaji niz§i naroky inhibovanych bunék na ptitomnost riistovych faktort v kultivaénim médiu
(Davis, 2002).

Imortalizované bunécné linie jsou obecné ziskdvany z mnohobunécnych organismu.
Jejich rychly rust je zajistén vlivem mutace, diky ¢emuz se zaroven vyhybaji bunéénému
starnuti. Mutace vyzadované pro nesmrtelnost bunék vznikaji bud’ spontanné, nebo uméle.
Uméle imortalizované bunééné linie se pouzivaji vyhradné pro experimentalni ucely (PR
Newswire Association LLC, 2016). Zaspontanni imortalizaci povazujeme piedevsim
znesmrtelnéni na zdkladé¢ nadorového zvratu, naopak uméle je imortalizace provadéna
nejcastéji biologickymi zpusoby prostiednictvim vir. Méné Casto jsou v umélé imortalizaci
vyuzivany fyzikalné-chemické postupy (Pollard a Walker, 1997). Spontanni bunééna
imortalizace je povazovana za velmi komplexni d&j, kdy mezi imortalizovanou a fyziologickou
zdravou bunikou stoji nékolik proliferacnich bariér, které musi bunika piekonat, aby ziskala

neomezeny proliferacni potencial (Park, 1995).

2.1 Senescence a krize

Pied vice nez 50 lety doslo k vyznamnému zjisténi. Leonard Hayflick prokazal,
ze kazda lidska bunécna populace je i v optimalnich podminkach in vitro schopna prodélat
pouze omezeny pocet déleni. Tento maximalni pocet bunéénych déleni byl oznacen
jako tzv. Hayflicktv limit (Hayflick, 1965). Po jeho dosaZeni buné¢né déleni neodvratné konci
procesem senescence neboli bunéénym starnutim. Bunky v této fazi zistavaji zivé, ale jejich
bunéény cyklus se nevratné zablokuje v G1 fazi (Duncan a Reddel, 1997).

Nedavné studie naznacuji, ze fazi senescence Ize vyvolat i nezavisle na tirovni déleni
bunééné populace a délce telomer. Toto predcasné starnuti je vétSinou zpusobeno aktivitou
proteinu p53 (Duncan et al., 2000). Protein p53 je hlavnim tumor supresorovym genem, jehoz
zakladni funkci je reakce na poskozeni genomu, proto buiiky s poskozenym DNA tento gen

stabilizuji procesem fosforylace (Chipuk a Green, 2006). Stabilizovany p53 se hromadi v jadie
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a vaze se na gen p21, ktery inhibuje aktivitu riznych cyklin-dependentnich kinaz (CDK). Tim
dochazi k zastaveni bunécného cyklu a reparaci DNA (Duncan et al., 2000). Pokud k opraveé
DNA nedojde, dochazi k expresi proapoptickych gent (napi. PUMA, BAX, NOXA),
které vedou Kk apoptoze (Chipuk a Green, 2006), (Obr. 1). Imortalizace bunky je v tomto
ptipad¢ zavisla na zastaveni produkce proteinu p53 a na pfekonani senescenc¢ni bariéry (Duncan

et al., 2000).

Porucha DNA
l@ l inhibice CDK

e 021 Zastava
————————————— | p53 —>  bun&ného —> Oprava DNA
@ 053 nahromadéné v vkl
o yKiu
jadre
‘ Selhani Apoptoza
opravy DNA BAX,
PUMA

Obr. 1: Aktivita proteinu p53 v bunéénych procesech (Upraveno dle Theobald a Offringa, 2003)

Vzhledem ke sniZzené proliferaci populaci somatickych bun€k v kulturdch dochazi
ke spontannimu poklesu jejich rustu. Starnuti bun€k nakonec kon¢i ve stavu tzv. replikativniho
starnuti, coz je stav, kdy jsou bunky v Zivotaschopném, ale klidném stavu. Takovéto bunky
vykazuji specifické vlastnosti a reakce na vnitini 1 vnéjsi podnéty. Typické jsou pro né zvySené
hladiny inhibitorti buné¢ného cyklu, pozménéné lysozomy, genova exprese ¢i mitochondrialni

poskozeni (Carnero et al., 2015).

2.2  Fyzikalni zpisoby imortalizace bunék

Imortalizace buné€k fyzikalnimi zplsoby je zaloZena na plsobeni ionizujiciho
nebo ultrafialového zafeni na bunécné linie takovou intenzitou, aby byl pozménén geneticky
materidl jadra. Vyuzivaji se velmi nizké intenzity zafeni z dlivodu zachovani prolifera¢niho
potencidlu bun¢k. Hodnoty zafeni se pohybuji vrozmezi 0,5-15 Gy u gama zafeni
a okolo 8 J/m? za minutu u UV zafeni (Sebek, 2018). Vzacnym piipadem je imortalizace bungk
mlécné zlazy ionizujicim zafenim o intenzité 30 Gy, kdy dochazi k naprosté ztraté proteinu p53

(Carnero et al., 2015).
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2.3 Chemické zpiisoby imortalizace bunék

Piisobeni chemickych latek (Tab.1) méa rovnéz vliv na genetickou vybavu bunéénych
linii (Sebek, 2018). Imortalizace pomoci chemickych latek se tyka z pravidla zvifecich bungk,
naptiklad hlodavc¢ich. Prozatim neexistuji zddné ditkazy uplné imortalizace primarnich lidskych
bunék pomoci karcinogenti. Tato skutecnost je dana piitomnosti silnych antiproliferativnich
bariér, které se vyskytuji pfedevsim u endotelialnich mikrovaskularnich lidskych mozkovych
bunék hBMECs. Existuji vSak dikazy o zvySeni tumorgenicity imortalizovanych lidskych
keratinocytli, infikovanych viry HPV, které¢ byly vystaveny dlouhodobému plisobeni
benzoapyrenu (BaP) (Carnero et al., 2015).

Mechanismus pisobeni BaP spoc¢iva v jejim pridani do kultivaéniho média spolecné
s kokarcinogenem, ktery spolupracuje s karcinogenem a podporuje jeho G¢inek. Vhodnym
kokarcinogenem je naptiklad krotovy olej ¢i azbest (Gazdar et al., 2002). BaP je aktivovan
pomoci metabolizujicich enzym, jako je cytochrom P450, ktery poskytuje meziprodukty,
které jsou chemicky reaktivnéj$i nez vychozi slouc¢enina (Russo et al., 2002). Vyssi frekvenci
imortalizace nez BaP ma chlorid nikelnaty. Tato chemikalie indukuje inaktivaci drahy proteinu
p16 methylaci tumor supresorového promotoru a zastavenim exprese tohoto genu. Ptestoze je
chlorid nikelnaty siln&j$im imortalizacnim ¢inidlem hlodav¢ich bunék nez BaP, u lidskych
bunék hBMECs vykazuje nizsi frekvenci imortalizace. Silné mutagenni je také N-methyl-N-
nitrosurea (MNU). Testovanim bylo prokazano, ze MNU ma silné transformacéni ucinky
na kiec¢¢i dermalni buiky diky inaktivaci p5S3 a p16. Déle byla objevena cela fada piirodnich
chemickych sloucenin, jako napiiklad allicin a kurkumin, které inhibuji aktivitu telomerazy
(Carnero et al., 2015).

Vliv na lidské bunky ma také platinovy komplex dimethylsulfatu. Studie ukazaly,
ze tento komplex ma vysokou cytotoxickou aktivitu a je schopen indukovat bunénou smrt
Vv buiikéch lidského karcinomu HeLa nebo v lidskych neuroblastomovych buiikdch SH-SY5Y.
Zajimaveé je, ze tento komplex ma také vysokou cytotoxicitu v ledvinovych bunkéach Caki-1,
I pfesto, ze jsou tyto bunky pfirozené rezistentni na platinu (Antonaci et al., 2019). Nevyhodou
syntetickych chemickych sloucenin je jejich velky vliv na zménu fenotypu, ktery se

oproti ptivodni bunce zna¢né 1isi (Russo et al., 2002).
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Tab. 1: Chemické latky pouZivané k imortalizaci bunék (Sebek, 2018)

Koncentrace Doba pusobeni
Chemicka latka
[pmol/l] [hod]
Aristolochové kyselina 50 24-48
Benzoapyren 0,1-10 6-24
Benzo [a] pyrene-diol- 0.2-08 216
epoxid s
Dimethylsulfat 200-1000 12-48
Chlorid nikelnaty 5-500 12-48
N-methyl-N-nitrosurea 500-5000 nékolik tydni
N-nitrosodimethylamin 15 12-48

2.4 Biologické zpiisoby imortalizace bunék

Biologické postupy patii mezi nejvyuzivanéjsi transformacéni zplisoby v dnesni dobé.
Dochazi pii nich ke zméné genetického materidlu inzerci genii nazyvanou jako bunécna
transformace. Za nejtéinngjsi jsou povazovany geny virového pivodu, které jsou ptirozenou
soucasti onkogennich virli a zptsobuji nadorové transformace. Na butiku mohou také naptiklad

piisobit kokarcinogeny, jako azbest a SV40-T antigen (Sebek, 2018).

24.1 SV40

Opici virus SV40 byl poprvé objeven roku 1960 v opic¢ich bunkéch ledvin, které byly
pouzity k vyrobé vakciny proti détské obrné. Jednd se o dvouvldknovy DNA virus,
ktery zahrnuje strukturdlni a funkéni proteiny, obsahujici velky T a maly t antigen. Oba
tyto antigeny jsou nezbytné pro virovy zivotni cyklus. Velky T antigen SV40 je multifunkéni
regulacni protein, ktery koduje aminokyseliny a ma vlastnosti dvouretézcové DNA (Anand et
al., 2012).

SV40 blokuje funkci gent p53, dale pRB a protein obsahujici ras asocia¢ni doménu
RASSF1A. Naopak tento SV40 podporuje ucinek onkogenti Notchl, MET a telomerazy
(Gazdar et al., 2002). Témito mechanismy je bunka pfinucena k posunu v buné¢ném cyklu
do S faze, dochazi k transformaci bunék a jejich nekone¢né proliferaci. Infekce pomoci SV40

vede k nahodné integraci virové DNA do genomu hostitele. Virové proteiny poté méni fenotyp
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infikované buiiky, a ptfedevsim kvili velkému T antigenu SV40 dochéazi ke zméné morfologie
bunék (Shay et al., 1991). Exprese genomu SV40 v buiice tudiz prodluzuje jeji zivotnost in vitro
a muze vést az K jejimu znesmrtelnéni. Schopnost imortalizovat bunku je tedy pifedevsim
pripisovana praveé velkému T antigenu SV40, ktery se vaze na jiz zminovany gen pPRB a p53.
Pro transformaci bunék je ale nutny také maly t antigen. Uginky SV40-T antigenu jsou zavislé
predevsim na teplote. Hrani¢ni je teplota 39 °C, pii které dochazi k inaktivaci tohoto antigenu.
Nasledkem zvyseni teploty nad 39 °C tedy pokracuji buniky ve starnuti (Hubbard a Ozer, 1999),
(Obr. 2).
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Obr. 2: Model indukované transformace bunék (Upraveno dle Gazdar et al., 2002)

Pomoci SV40 byly imortalizovany naptiklad lidské mozkové builkky pro testovani
neurotoxicity hBMECs a hCMEC/D3. Podstatou jejich imortalizace je navazani velkého
antigenu T na gen p53, po kterém nasleduje ,,stadium krize* a zména morfologie (Stebbins et
al.,, 2016). Zvlastni skupinu bunéénych linii, imortalizovanych pomoci SV40, tvofi

mezencefalni progenitorové buiky. Tyto buiiky se po imortalizaci velkym T antigenem SV40
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diferencuji in vivo/in vitro na dopaminergni, GABAergické nebo astrocytické fenotypy. Kazdy
z fenotypi exprimuje jiné receptory a faktory. Exprese velkého T antigenu v téchto

diferenciovanych bunkach zavisi na podminéném vektoru nebo na podminkach in vivo (Anand
etal., 2012), (Obr. 3).

in vivo/in vitro

transfekce SV40 T diferenciace na
antigenem dopaminergni fenotyp
l \
P
NP I
i
mezencefalni imortalizovany
progenitor mezencefalni in vivo/in vitro diferenciace
progenitor na GABAergni fenotyp
®

in vivo diferenciace
na astrocyty

Obr. 3: Imortalizace a diferenciace mezencefalnich progenitori
(Upraveno dle Anand et al., 2012)

24.2 HPV

V poloving 60. let bylo zjisténo, ze k imortalizaci bunky postaci transfekovat onkogeny
urcitych vird, naptiklad E6 a E7 onkogeny vysoce rizikového lidského papilomaviru HR-HPV
(Sugimoto et al., 1999). Lidské papilomaviry jsou malé DNA nadorové viry, které vyvolavaji
epitelidlni proliferaci a zplsobuji zhoubné i nezhoubné nadory. Transfekce lidskych bunék
pomoci téchto virti poskytuje vyssi frekvenci imortalizace nez u SV40 (Shay et al., 1991).
Transfekci bunky vstupuji do ,stadia krize“, jejiz pfiCinou byva také vaznad genomova
nestabilita vlivem zkracovani telomer. Toto stadium nema tak fatalni nasledky jako senescence,
jelikoz ji urcita ¢ast bunek muize prekonat a ziskat tak schopnost nekone¢né proliferace (Wei a
Sedivy, 1999). HR-HPV EG6 onkoprotein pfedevsim pomoci stimulace transkripce genu lidské

telomerazy reverzni transkriptazy hTERT aktivuje jeho onkogenni enzym. Stimulace tohoto
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enzymu muize byt také zapti¢inéna imortalizaci lidskych cervikélnich bun¢k. Studie ukazaly,
ze aktivita tohoto enzymu se zvysuje pii rakovin€ délozniho ¢ipku (Morelva a Antonio, 2009).

Pomoci HPV 16 byly napiiklad imortalizovany bunky HK-2. Podstatou imortalizace je
navazani EBV na regulacni proteiny na DNA, coz podporuje proliferaci bun¢k. Rist bunék
HK-2 je zavisly na rstovych faktorech, bunky si zachovavaji ptivodni fenotyp, aktivitu enzymii
1 funkéni vlastnosti epitelu proximalniho tubulu (Ryan et al., 1994). HR-HPV vSak nejcastéji
indukuje imortalizaci primarnich lidskych epitelialnich bunék, jako jsou naptiklad keratinocyty.
Pusobenim téchto papilomaviri dochazi k poskozeni DNA bunék, coz vede ke ztraté kontroly
bunééného cyklu, zkracovani telomer a K celkové genomické nestabilité. Bylo prokazano,
ze po imortalizaci vyvolané HPV je pocet chromozomadlnich aberaci nepfimo tmérny kapacité
virové imortalizace. Z tohoto divodu HPV se sniZenou imortaliza¢ni kapacitou in vitro, ktera se
projevuje Vv krizovém obdobi, vyzaduje k usnadnéni imortalizace vice genetickych aberaci.
Naslednou imortalizaci provazi aktivace enzymu prodluzujiciho telomerazu hTERT (Schiitze

etal., 2016).

243 EBV

Dalsi moznosti k imortalizaci bun€k je vyuziti viru Epstain-Barrové (EBV). Tento virus
imortalizuje lidské B-lymfocyty a hraje vyznamnou roli pii poskozeni lymfoidnich
a epitelialnich bunék. Jeho jaderny antigen EBNA-1 indukuje zajisténi trvale vysokych hladin
reaktivnich forem kysliku (ROS), které jsou stéZejni pro imortalizaci B-lymfocytl a zaroven
zpusobuji oxidacni poskozeni DNA. EBNA-1 hraje kli¢ovou roli pfi pfetvareni bunéného
prostiedi, jelikoZ pomoci upregulace NOX2 a zvySeni nitrobunééného ROS dojde k posunu
vV redoxnim stavu, tudiz zméné oxidacni rovnovahy, kterd je vyzadovéna pro bunécnou

imortalizaci i transformaci (Wang et al., 2019), (Obr. 4).
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Obr. 4: Mechanismus a¢inku EBV na B-lymfocyty (Upraveno dle Wang et al., 2019)

Bylo potvrzeno, Ze EBNA-1 neni jedinym antigenem ovliviiujicim imortalizaci bunck.
Nepostradatelnou roli ma také jaderny antigen EBNA-2 a latentni membranovy protein LMP-1.
Tyto virové proteiny psobi kooperativné a vyvolavaji rizné biologické uc¢inky (Dolcetti et al.,
2014). Jsou zodpovédné za vznik dvou malych nekdédovanych molekul RNA a virovych
proteinli. Déle zodpovidaji 1 za maligni transformace pomoci riznych signalnich drah (Liu et
al., 2006). LMP-1 je povazovan za hlavni onkoprotein, ktery dokaze aktivovat vice bunéénych
signalnich drah. Z hlediska imortalizace je nejpodstatnéjsi jeho zodpoveédnost za upregulaci
antiapoptotickych proteinti bcl-2, ¢imzZ dochazi k potlaceni buné¢ného starnuti (Dolcetti et al.,
2014). Expresi proteinu LMP-1 dochazi k modulaci aktivity telomerazy, tedy enzymu
zodpovédného za ochranu telomer pfed degradacnimi enzymy. Telomeraza chrani telomery
diky své reverzné transkriptazové aktivité, kdy po kazdé proliferaci bunck opétovné
dosyntetizuje chromozomy dcefinych bunék do ptivodniho stavu (Sebek, 2018). Tento enzym
je inaktivni v diferencovanych somatickych buiikéch, aktivovany je naopak pii vyvoji
nadorovych onemocnéni nebo v procesu bunééné imortalizace (Liu et al., 2006). S aktivitou
telomerazy koreluje gen hTERT, ktery je aktivovan diky LMP-1. Telomeraza funguje
na nékolika biologickych trovnich, z nichz je nejvyznamnéjsi tiroven transkrip¢ni (Dolcetti et
al., 2014). Promotor hTERT zahrnuje vazebna mista pro celou fadu transkripénich regulatora
véetné p53 a receptor estrogenu. Slozitymi interakcemi mezi transkripénimi regulatory

a promotorem hTERT dojde k aktivaci transkripce a tim ke zminované aktivaci telomerazy (Liu
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et al., 2006). Nadprodukce telomerazy zabranuje zkracovani chromozomi a znemoziuje
replikativni starnuti. Metoda zablokovani zkracovani telomer je oproti ostatnim metodam
Kk bunice velmi Setrna. U bunék dochazi pouze k minimalnim zménam v karyotypu a klesa jejich

snaha tvofit neuspofadana loziska nakupenych bungk (Sebek, 2018).

2.4.4 Adenoviry

Lidské adenoviry obvykle infikuji terminalné diferencované epitelidlni bunky. Toto
prostiedi nebyva pro adenoviry pfili§ vhodné, proto Casné proteiny E1A preprogramuji
intracelularni prostiedi infikované buiky a tim usnadnuji replikaci viru. Replikace zahrnuje
indukci bunééného cyklu a vstup infikovanych bunck do S faze, aby bylo mozné kopirovat
virovou DNA (Crisostomo et al.,, 2017). Béhem infekce jsou nékteré izoformy EIA
exprimovany dvéma hlavnimi zbytky proteinti 289 a 243, které vznikaji sestiihem. Pfi infekci
z nich vznikaji tfi druhy mRNA, které koduji 55 aminokyselin typickych pro lidsky adenovirus
5 (Radko et al., 2015).

Lidsky adenovirus 5 je silny regulator transkripce, ktery postrada schopnost se piimo
navazat na DNA. K pfekonani tohoto omezeni vyuziva E1A specifické transkripcni faktory
navazané¢ na DNA. To ma za nasledek zménu struktury chromatinu vedouci ke zméndm
v genové transkripci (Radko et al., 2015). Zasadni roli pro imortalizaci pomoci adenoviru 5 ma
protein 12S kodovany pomoci E1A. Tento protein indukuje syntézu bunééné DNA a proliferaci
a imortalizaci epitelidlnich buné€k. C-terminalni oblast proteinu 12S indukuje produkci
rustoveho faktoru, ktery pravé stimuluje proliferaci epitelidlnich bunék a je zasadni
pro zvéénéni bunék. Tento mechanismus imortalizace je typicky kromé krysich bunék
i pro buné¢nou linii HEK-293 nebo pro epitelové butiky dychacich cest. Adenovirové vektory
se jevi jako vhodné pro pouZiti v genové terapii u pacientu s cystickou fibrozou (Quinlan et al.,

1988).

2.5 Vyuziti imortalizovanych bunéénych linii

Imortalizované bunécéné linie nachazeji nejveétsi vyuziti pfi  medicinskych
a farmaceutickych vyzkumech, které se zabyvaji zejména testovanim plisobeni 1é¢iv a dalSich
terapeutickych latek. V tomto ohledu nahrazuji primarni bunééné kultury. Jejich kultivace

vy e

je snadné;jsi, jelikoz nevyzaduji extrakci ze zivého zvifete. Zaroven rostou robustnéji, rychleji
a nepietrzité (Carter a Shieh, 2015). Nejvétsi prulom v mediciné ovSem zaznamenalo mozné
vyuziti imortalizovanych bunéénych linii ve studiich 1écby diabetu, Parkinsonovy
a Alzheimerovy choroby. Imortalizované p-bunééné linie, které slouzi jako model

ve vyzkumech 1é¢by diabetu, se tvoti ve dvou krocich. Nejdiive je provedena exprese hTERT
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telomerazové podjednotky, nasleduje faze diferenciace, kdy dochazi k vyjadieni transkripéniho
faktoru PDX-1 a diky nému diferenciaci p-bun¢k. Diferenciaci p-buné€k vyvolava
i tzv. glukagonu podobny peptid-1 (GLP-1), ktery je nejdulezitéjsim faktorem pii imortalizaci
bunéénych linii lidského pankreatu (Itkin-Ansari a Levine, 2004).

Hlavni nevyhodu piedstavuje fakt, ze tyto buniky nelze povazovat za fyziologické bunky
daného studovaného organu. Imortalizované buniky maji schopnost nekonecné proliferace
a exprimuji specifické geny, které se nenachazeji v Zadnych buiikach in vivo. Z téchto duvodu
je dulezité pravidelné¢ ovétovat jejich vlastnosti a nepouzivat bunécné kultury, které jiz byly

vicekrat pasazovany (Carter a Shieh, 2015).

25



3 UMELE IMORTALIZOVANE BUNECNE LINIE

Uméla imortalizace je proces, ktery zahrnuje ovlivnéni bunék biologickymi,
chemickymi ¢i fyzikalnimi zpisoby tak, aby doslo k jejich znesmrtelnéni. Fyzikélni procesy
jsou nejméné vyuzivané, naopak biologické procesy se dnes vyuzivaji téméf pro vSechny
bunky. Metody imortalizace byly navrzeny z divodu nizkého prolifera¢niho potencialu
primarnich bun¢k. Tyto procesy byvaji obvykle zaloZzeny na transfekci a transdukci bunék
pomoci dobfe znadmych imortalizujicich genl. Z biologickych zplisobi jsou nejcastéji
vyuzivany virové onkogeny, jako je velky T antigen SV40 nebo geny E6 a E7 lidského
papilomaviru HPV16. Tyto onkogeny zpusobuji naruseni fungovani gent p53 nebo pRB.

Z chemickych vlivl se nejcastéji vyuziva BaP (Ramboer et al., 2014).

3.1 Bunécné linie pro testovani nefrotoxicity

Ledviny hraji specialni roli pfi filtraci latek z krve a pti zachovavani stdlého vnitiniho
prostiedi. Jsou mimofadné citlivé na poskozeni zpiisobené naduzivanim 1€k, a to z divodu
vysoké metabolické aktivity epitelu rendlnich tubuli. Tubularni poSkozeni muze naptiklad
vyvolat antibiotikum vankomycin (Soo et al., 2018). Pro tubularni reabsorpci je diilezita vyroba
energie, kterd je zavisla na aerobnim metabolismu a oxida¢ni fosforylaci, jejimZ vedlejSim
ucinkem je produkce vysokych hladin ROS. Nadbytek ROS je ohroZujici pro buné¢éné slozky
veetné aminokyselin, jako je methionin, ktery snadno podléha oxidaci (Achilli et al., 2018).

Pro testovani nefrotoxicity se pouzivaji buiitky proximalnich tubulii ledvin, jelikoZ jsou
cilem nefrotoxického poskozeni in vivo (Jenkinson et al., 2012). Proximalni tubuly resorbuji
gluko6zu, albumin a celou fadu elektrolyti prostiednictvim transportért a receptord, které slouzi
také k resorpci 1€k (Soo et al., 2018). Tyto proximalni kanalky maji zaroven kli¢ovou roli
pti sekreci celé¢ fady metabolitli a xenobiotik z organismu. Sekrece proximalnich tubult
je povazovana za dvoustupnovy proces, kdy prvnim krokem je absorpce metaboliti
nebo xenobiotik pfes bazalni membranu do buiky a nasleduje vystup latek pres apikalni
membranu. To vSe je zajiSténo transportnimi proteiny umisténymi na apikalni membrang.
Doposud prozkoumané mechanismy transportu latek byly charakterizovany na liniich
odvozenych ze zvifecich tkani. Dale bylo také odvozeno mnoho lidskych bunéénych linii,
ale jen minimum z nich bylo podrobné¢ji charakterizovano. Jednou z lidskych bunécénych linii
jsou naptiklad HK-2 bunky (Jenkinson et al., 2012).
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3.1.1 HK-2

Jedna se o imortalizovanou proximalni tubularni epitelovou bunéénou linii odvozenou
od ledvinovych bunék zdravého dospélého Cloveka, kterd je Siroce vyuzivana jako model
nefrotoxicity vyvolané 1éky. K imortalizaci téchto bunék dosSlo jejich vystavenim
rekombinantnimu papilloma viru HPV 16 obsahujicimu E6 a E7 geny (Rousar et al., 2016).
Na molekularni trovni se produkty genti E6 a E7 navazuji na regulacni proteiny DNA,
kdy vysledkem je usnadnéna proliferace bunék. Tyto zmény nevedou k malignim
transformacim hostitelské bunky, jelikoz jsou zachovany rysy diferenciace a riist bunék
je pod kontrolou regula¢nich procest (Ryan et al., 1994). Charakteristikou zminénych bunék je
schopnost exprimovat normalni fenotypové vlastnosti proximalnich tubularnich bunék lidskych
ledvin a zaroven si ponechavat zakladni funkéni vlastnosti jako je napiiklad pozitivita enzymu
alkalickd fosfataza, y-glutamyltransferaza a také vlastnosti membranovych transportér
(Rousar et al., 2016). Dale si HK-2 buniky udrzuji vlastnosti proximalniho tubularniho epitelu,
napiiklad citlivost adenylatcyklazy na parathormon, ale nikoliv na antidiureticky hormon ADH
(Ryan et al., 1994).

Béhem poslednich dvou desetileti bylo vyzkumy prokézano, ze HK-2 buniky reaguji
na zvySené mnozstvi oxalatu vapenatého. Oxalat vapenaty je konecny metabolicky produkt,
ktery je filtrovan glomerulem, transportovan proximalnim tubulem a nasledné vylucovan
ledvinami. Interakce oxaldtu s ledvinovymi bunikami vedou k vyraznému potlaeni genové
exprese (Obr. 4), ktera je dulezita pro bunééné reakce na zvySené mnozstvi oxalatu.
Zaroven inhibitory transkripce a translace inhibuji oxaldtem vyvolané zmény v ledvinovych

buiikach (Koul et al., 2012).

3.1.1.1 Testovani toxicity 1éciv

Vliv na fungovani ledvin ma také acetaminofen neboli paracetamol (APAP). VétSina
studii se zamétuje na nefrotoxicitu APAP v in vivo podminkach testovanim na zvifatech.
Acetaminofen je 1éCivo, nejCastéji vyuzivané jako analgetikum a antipyretikum,
které pii prekroceni terapeutické davky muze mit Skodlivy Gc¢inek zejména na jatra, ale jsou
znamy 1 ptipady, kdy dochézi k poskozeni ledvin, konkrétné proximalnich tubularnich bunck
(Rousar et al., 2016). PoSkozeni hepatocytl plisobenim APAP souvisi zejména s vyCerpanim
glutathionu. U rendlnich tubuldrnich bunék byl tento mechanismus prokdzan také,
ale pti porovnani s hepatocyty v mensi mife (Bai a Cederbaum, 2004). Hepatotoxicita mize
v n¢kterych piipadech vyustit az k akutnimu selhdni ledvin. Rendlni nedostatecnost

se vyskytuje u 1-2 % pacientt. Nefrotoxicita APAP bez poruch jater je dana vice faktory,
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mnoho z nich s dosud neznamymi mechanismy. Jelikoz je APAP lipofilni slou¢enina, jeho
schopnost difundovat pies membranu podporuje platnost pouziti bunééné linie HK-2 pii studiu
nefrotoxicity. Bunky HK-2 ho metabolizuji oxidacni cestou na arylaéni meziprodukt
ptes mikrozomalni cytochrom P450. Zaroven dochazi k vyznamné produkci ROS, oxida¢nimu
stresu a vycerpani glutathionu (Rousar et al., 2016).

Ackoliv je bunécna expozice nefrotoxiniim zavisla na hladinach exprese a substratové
specificnosti transportéri, piekvapivé nebyla exprese transportéru v HK-2 dosud pln¢
charakterizovana. Prozatim byla prozkouméana pouze exprese monokarboxylatovych
transportéri MCT1 a MDRI1. Funk¢ni vyjadieni transportérii probihd na zékladé absorpce
za pouziti radioaktivné znaceného prototypového substratu digoxinu a DL-laktatu. Mnohé
studie také charakterizovaly expresi transportéru na mRNA, a tim urc€ily, Ze bunécnd linie HK-2
ptedstavuje idealni in vitro model pro transport 1€kt a studium nefrotoxicity (Jenkinson et al.,
2012). K testovani nefrotoxicity in vitro zacaly byt také pouzivany toxické chemikalie jako je

cisplatina, polymyxin, cyklosporin A, nebo tézky kov kadmium (Rousar et al., 2016).

3.1.1.2 HK-2 pri 1é¢bé diabetické nefropatie

kone¢ného onemocnéni ledvin, které vyrazné zvysuje riziko umrti na diabetes. Mechanismus
onemocnéni spociva ve vysoké produkci ROS, které indukuji aktivaci apoptozy a zplsobuji
poskozeni proximalnich tubularnich bunék HK-2 za podminek hyperglykemie. Nadprodukce
ROS je spjata se snizenim exprese thioredoxinu (TRX), upregulaci thioredoxin-interagujiciho
proteinu (TXNIP) a zanétlivého genu NLRP3. OSetfenim bunék HK-2 pomoci mitochondrialné
zam&fenému antioxidantu MitoQ byla prokazana blokace interakce mezi TXNIP a NLRP3,
coz vedlo k inhibici aktivace zanétlivého NLRP3 a k syntéze interleukinu IL-1B (Obr. 5).
Zaroven doslo K protekci bun¢k pred tubularnim oxida¢nim poskozenim a nadprodukci ROS.

MitoQ chrani mimo jiné i pfed kardiovaskuldrnimi chorobami ¢i Alzheimerovou chorobou

(Han et al., 2018).
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Poskozeni tubult

Diabeticka nefropatie q—)

Obr. 5: Mechanismus vzniku diabetické nefropatie (Upraveno dle Han et al., 2018)

3.1.2 HEK-293

HEK-293 je imortalizovana bunécnd linie odvozend =z lidskych ledvinnych
embryonalnich bunék, ktera byla transformovéna lidskym adenovirem typu 5. Kromé& zndmek
transformace bunky projevuji i znamky pfitomnosti virové specifického nadorového antigenu.
Jedna se o Clovékem nejvyuzivanéjsi imortalizovanou bunécnou linii v biomedicinskych
experimentech (Henry et al., 2011). Tato bunécna linie totiz slouzi jako model lidskych
rendlnich bun¢k, avSak nepftili§ ideélni. Jeji nevyhodu ptedstavuje skutecnost, ze vykazuje
fenotypové a genotypové vlastnosti, které jsou velmi odlisné od lidskych rendlnich bungk,
coz muze nepiizniveé ovliviiovat kvalitu experimentalnich vysledku (Achilli et al., 2018). Z linie
HEK-293 je mozno odvodit bunéénou linii 293 T, kterd exprimuje velky T antigen SV40. Tento
antigen umoziuje produkci virovych vektort a rekombinantnich proteini, které jsou ziskavany
pro genovou terapii a vyrobu vakcin (Henry et al., 2011). Rekombinantni proteiny vznikaji
transfekci plazmidu DNA a jejich exprese je zavisla pfedev§im na teploté média, na vektoru
a druhu hostitele. Pokusy ukézaly, Ze snizeni teploty média na 33 °C vede ke zvySeni exprese
rekombinantnich proteint, na druhou stranu se snizuje rychlost ristu bunék (Lin et al., 2015).

Bunky HEK-293 snadno rostou Vv suspenzi, ¢emuz je bézné ptizplsobena i jejich kultivace,

29



ktera probihd bez séra. Tato bunééna linie nachazi také vyuziti pti vyzkumech bunééného
metabolismu v kultufe (Henry et al., 2011).

Bunécna linie HEK-293 je vhodna ke genetické manipulaci a tvofi idedlni prostiedek
k nadmérné expresi pozadovanych proteind. Pfestoze jsou tyto buniky neschopné tvofit odolné
monovrstvy, které jsou nepostradatelné ke studiu transepitelidlnich iontovych transportt,
dokazi poskytovat diilezité informace pii studiu epitelovych iontovych transportérti, jako je
naptiklad chloridovy transportni kandl na bunétné membrané. Bunky jsou transfekovany
regulatory transmembranové vodivosti cystické fibrozy (CFTR), ¢imz vznikaji stabilné
transfekované buinky HEK-CFTR. Tyto bunky exprimuji endogenni membranovy receptor
Zlucové kyseliny a jejich reakci na forskolin dochézi ke zvyseni transportu chloridu. Z tohoto
duvodu se bunky HEK-CFTR pouzivaji jako model pro studium signalnich drah regulujicich
sekreci chloridii. Tuto vlastnost netransfekované buiiky HEK-293 postradaji (Domingue et al.,
2014). Bunky HEK-293 maji také mnoho vlastnosti nezralych neuront a vystupuji tudiz
jako transformované neuralni buiky v ledvinovych kulturach. Dale exprimuji mnoho

neuromarkert typickych pro neurofilamenta a neurospecifické metabolické enzymy (Achilli et

al., 2018).

3.2 Bunécné linie pro testovani neurotoxicity

Kvilli sloZitosti nervového systému bylo dlouhou dobu obtiZzné navrhnout testovaci
bunécnou linii in vitro, ktera by nahradila testovaci techniky in vivo (Harry et al., 1998).
V poslednim desetileti bylo odvozeno nékolik lidskych i zvifecich kultur pro testovani
neurotoxicity in vitro. Vhodné jsou naptiklad imortalizované neuroblastomové bunééné linie
nebo kmenové burniky. Lidské neuronové kultury in vitro mohou pochazet i z nervovych
progenitorovych bunék, které maji schopnost samoobnovy a byvaji rozliSeny na buiiky neuralni
a gliové. Diky jejich Siroké skéle pouziti roste zajem o jejich pouzitelnost ve farmakologickych
a toxikologickych studiich in vitro. Lze konstatovat, ze lidské neuralni in vitro modely
odvozené zkmenovych bunék mohou rekapitulovat sekvence neurologickych procesi
od proliferace az po stadium zrani neuralnich a gliovych bunék. Pokud jsou tyto procesy
naruseny chemickou latkou, jsou buiniky vyuzivany ke studiim pro vyhodnoceni neurotoxicity
in vitro (Price et al., 2018).

Expozice chemickymi latkami mulzZe byt pfedev§im pro vyvijejici se mozek velmi
toxicka, jelikoz dochézi k propustnosti toxinil pfes hematoencefalickou bariéru, ktera stale neni

pIn¢ vyvinuta a uzaviena (Popova et al., 2017).
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Neurotoxické chemikalie, v¢etné pesticidi, byvaji rozdélovany podle jejich biologické
aktivity a mechanismu ucinku. Napiiklad syntetické pyrethoidy se vazou na sodikem fizené
napét'ové kanaly a pronikaji do bunck. Rotenoidy zas inhibuji pienos elektronti ze zelezo-
sirnych komplext. OdliSny mechanismus ucinku maji také pesticidy neonikotinoidy,
které se vazou na acetylcholinové nikotinové receptory a napodobuji ucinek acetylcholinu
otevienim iontovych kanalkd, coz umoziuje vstup Na* a Ca?* do bunék. Dale se chemikalie
mohou dé¢lit podle struktury nebo biologické aktivity, tj. schopnosti vyvolavat neurotoxické
poskozeni (Price et al., 2018).

Dalsimi latkami zpUsobujicimi neurotoxicitu byvaji t€zké kovy. Tezké kovy
se vyskytuji témér vSude kolem nas. Bézny vyskyt tézkych kovii, kromé ptirodniho prostredi,
je také v kontaminované vod¢ ¢i potravindch. Lidé jsou také vystaveni vdechovani tézkych
kovli na pracovistich. To v§e muze vést k potencidlnim zdravotnim rizikim. Ackoliv mnohé
studie ukazaly, ze t€Zké kovy maji neurotoxické ucinky, jejich biologické a molekularni
vyvolané tézkymi kovy je oxidacni stres. Oxidacni stres je spojovan s nadprodukci ROS.
Hlavnimi neurotoxickymi tézkymi kovy jsou rtut’ a kadmium. Rtut' se muze vyskytovat
v elementarni formé, ale také ve formé¢ anorganickych a organickych slou¢enin. Kazda forma
rtuti ma jiny mechanismus u¢inku na buiiky. Naptiklad methylrtut’ zptisobuje uvoliovani laktat
dehydrogenazy (LD), aktivaci kaspazy, zménu bunécného cyklu, a pravé nadprodukci ROS
(Sudo et al., 2019). Methylrtut’ je silné neurotoxicka latka, ktera vznika bakterialni methylaci
organickych latek rtuti ve vodném prostiedi. Vyskytuje se pfedevSim v rybach a motskych
plodech, tudiz zvysSena konzumace moiskych plodi miize vyvolat komplikace. Hromadénim
v lidském téle pak mize vyvolat poskozeni centralniho nervového systému (Popova et al.,
2017). Dalsimi slou€eninami rtuti a kadmia jsou vysoko toxické chloridy téchto kovi, které
nemaji vSechny vlastnosti stejné. Napiiklad HgClz2 nezpiisobuje aktivaci kaspazy a CdCl
neindukuje uvolnéni LD ani aktivaci kaspazy. Pochopeni mechanismu t¢inku jednotlivych
tézkych kovli miize pomoci vyvinout u¢inngjsi 1écbu otrav tézkymi kovy (Sudo et al., 2019).

Z toxinl je nejcastéj$im puvodcem neurotoxickych reakci botulotoxin. Botulotoxin
patii do skupiny proteinovych neurotoxini produkovanych anaerobnimi bakteriemi rodu
Clostridium. Nejznaméj$im zastupcem tohoto rodu je Clostridium botulinum. Botulotoxin
pusobi tak, Zze inhibuje sekreci neurotransmiteru acetylcholinu do nervosvalové ploténky,
¢imz dochdzi k inhibici pienosu vzruchu. To se projevuje nejdiive ochabnutim ocnich svali,
dale svalt oblicejovych a v pokrocilé fazi i svalii respiracnich, coz vede k respiraénimu selhéni.

Botulotoxin nasel vyuziti v medicing, kdy se pouziva jako terapeutikum pro 1écbu riznych
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lidskych syndroml charakterizovanych hyperfunkci nervovych zakoneni (Pirazzini et al.,

2017).

3.2.1 hBMECs

Tyto lidské mozkové mikrovaskularni endotelialni buniky byly ziskany z indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék diferenciaci endotelidlnich a nervovych progenitord.
Po diferenciaci se tyto nepravidelné endotelidlni bunky (Obr. 6) vazi na kolagen-
fibronektinovou matrici, zatimco neurdlni progenitorové builky jsou z média odstranény.
Imortalizace probiha pomoci SV40-T antigenu, ktery je nejpouzivanéj$im imortalizaénim
¢inidlem. Principem fungovéni je navazani velkého antigenu T na gen p53, po kterém nésleduje
»stadium krize®. Bunky hBMECs jsou hlavni souc¢asti bunééné ¢asti hematoencefalitické
bariéry, ktera chrani parenchymalni ¢ast mozku pted xenobiotiky a neurotoxickymi metabolity,
které cirkuluji v krevnim fecisti. Kromé toho mozkové mikrovaskularni endotelidlni bunky
exprimuji proteiny s t€snym Spojenim, transportéry zivin a podili se na udrzovani homeostazy
mozku. BMEC:s jsou citlivé také na dalsi neurovaskularni bufiky, jako jsou astrocyty a pericyty.
Vyhodou je jejich schopnost odrazet vlastnosti hematoencefalitické bariéry, mnozit se
neomezené dlouho a zachovavat si své piavodni vlastnosti i po opakovaném pasazovani
(Stebbins et al., 2016). Jsou znamy dva typy bunék hBMECs a to buiky fetalni fBMECs
a buiiky odvozené z tkané dospé€lého ¢lovéka aBMECs. Tyto bunééné modely in vitro mohou
poskytnout pohled do fyziologie hematoencefalitické bariéry, mechanismu pristupu 1é¢iv
do mozku ado patologie lidskych chorob. Z divodu nizké dostupnosti aBMECs se
K vyzkumum zacaly pouzivat fBMECs. Dtive mnoho pokust o kultivaci fetalnich mozkovych
mikrovaskularnich endotelidlnich bunék nebylo GspéSnych, jelikoz nezrald hematoencefaliticka
bariéra ma zcela jiné vlastnosti nez ta zrald. Dnes je znamo, Ze pii pouziti optimalniho
gestatniho veéku pro izolaci bunék vykazuji fBMECs vlastnosti zralych bunck a jsou tedy
pouzitelné jako model in vitro (Andrews et al., 2018). Studie vyuzivajici hBMECs jsou obvykle

wvewr

lidska cerebralni mikrovaskularni endotelialni bunécna linie hCMEC/D3 (Daniels et al., 2015).

3.2.2 hCMEC/D3

Bunééna linie lidskych cerebralnich mikrovaskularnich endotelialnich bunék
hCMEC/D3 byla ziskana z izolované tkan¢ z lidského temporalniho laloku. Po prvni pasazi
byly tyto buiiky imortalizovany pomoci reverzni transkriptdzy lidské telomerazy a velkym
T antigenem SV40 (Daniels et al., 2015). Buniky maji schopnost tvofit kontaktem inhibovanou

monovrstvu prodlouzenych bunék kolagenového typu I nebo IV (Obr. 6). Tyto monovrstvy
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maji omezenou propustnost pro hydrofilni i hydrofobni léky s nizkou molekulovou hmotnosti.
Naopak stresové podminky a nékteré extracelularni podnéty, jako naptiklad prozanétlivé
cytokiny, zplsobuji zvySenou propustnost monovrstvyy hCMEC/D3. Bunky této linie
také exprimuji funk¢ni transportéry efluxu, které vazi ATP (Weksler et al., 2013). Vyvoj
imortalizované lidské cerebralni mikrovaskularni endotelidlni bunécné linie predstavuje
vyznamny pokrok pro in vitro modely napodobujici fungovani hematoencefalitické bariéry
(Daniels et al., 2015). Je znamo, Ze mozkovy endotel exprimuje celou fadu membranovych
receptoru a transportéru, které specificky fidi transport Zivin, véetné inzulinu z krve do mozku.
Exprese téchto transportérti byva testovana na bunkach hCMEC/D3 pomoci imunochemické
analyzy. Ukazuje se, ze tyto bunky exprimuji na vysoké urovni glukézovy transportér GLUT-1,
ktery zajiStuje pfenos glukdzy pies plazmatickou membranu bunck. Jedinym kvalitnim
zdrojem GLUT-1 je membrana erytrocytt (Weksler et al., 2013).

Tato linie si udrzuje zakladni vlastnosti hBMECs jako naptiklad udrzovani tésnych
spojeni ¢i moznost vicenasobného pasazovani, coz prokazuje, ze mize byt pouzita jako levnéjsi
a spolehlivgjsi model pro studie imunitnich migraci in vitro (Daniels et al., 2015).
Na hCMEC/D3 je testovana interakce mezi mozkovym endotelem a imunitnim systémem. Tyto
buiky reaguji na zanétlivé podnéty zvysenim paracelularni propustnosti a jsou schopny zvysit
adhezi a migraci leukocytdl a monocyti. Monocyty adheruji k povrchu aktivovanych
hCMEC/D3 a migruji pfes monovrstvu. Interakei mezi lidskymi monocyty a bunéénou linii
dochdzi ke vzniku ROS, uvolnéni tkanového aktivatoru plazminogenu a tim ke zvySeni
propustnosti monovrstvy. Tento mechanismus fungovani hCMEC/D3 mize byt uplatnén

pti vyzkumu patologie roztrousené sklerozy (Weksler et al., 2013).

Obr. 6: h(BMEC a hCMEC/D3 buiiky ve fazovém kontrastu (Eigenmann et al., 2013)
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3.3 Bunécné linie pro testovani plicni toxicity

Plicni epitel je jednim z nejnachylnéjsich mist na inhalaci anorganickych a organickych
latek z okoli. Pravé tyto ¢astice mohou vyvolat lokdlni zanét a reakce, které mohou vést
i ke kardiovaskularnim potizim (Kemp et al., 2008). Vétsina studii in vitro, které se tykaly
lidského respirac¢niho epitelu byly zpomaleny nedostatkem dlouhodobych replikac¢nich kultur
bronchidlnich epitelidlnich bunc¢k. Pokusy o vytvofeni téchto linii za pouziti virovych
onkoproteint byly velmi vzacné. V posledni dobé se vyuziva k ziskani a imortalizaci téchto
linii kombinace hTERT a SV40-T. Jsou ale 1 vyjimky, které mohou byt imortalizovany
bez pouziti h\TERT i virovych onkoproteinti (Ramirez et al., 2004).

3.3.1 HBEC3-KT

Lidské bronchialni epitelialni bunky HBEC vykazuji vlastnosti multipotentnich
kmenovych bunék plic. Tyto HBEC exprimuji markery, které ptedstavuji n¢kolik epitelidlnich
typit plicnich bunc¢k dospélého cloveka. Buiiky jsou kultivovény ve tfech trojrozmérnych
systémech, kdy jemné zmeény v prostfedi vedou ke schopnosti HBEC rozliSovat se na nékolik
typu centralnich a perifernich bunék (Delgado et al., 2011).

K imortalizaci lidskych bronchialnich epitelialnich bunék dochazi expresi gent hTERT
a cyklin dependentni kindzy CDK4. Nadmérnou expresi CDK4 je zabranéno pred¢asné zastave
ristu obchazenim kontrolnich bodi bunééného cyklu, zatimco exprese hTERT zastavuje
telomerazové starnuti, coz vede ke vzniku znesmrtelnéné bunééné linie. HBEC3-KT je jedna
z mala linii, ktera mize byt imortalizovana bez exprese virovych onkoproteinti (Ramirez et al.,
2004). Buiky této linie si zachovavaji normalni stabilni fenotyp, coz umoZiiuje analyzu
populace normalnich epitelidlnich bunék. Charakter bun¢k HBEC3-KT také naznacuje, Ze se
tyto buniky podobaji bazalnim bunikam in vitro. Maji také schopnost se diferenciovat na jiné
typy plicnich epitelialnich bunék (Delgado et al., 2011). Takto imortalizované bunky maji
epitelialni morfologii (Obr. 7), duplicitni ¢asti chromozomt 5 a 20 a piedevsim neporusenou
cestu pro kontrolni bod p53, avsak imortalizace bunék HBEC pomoci HPV E6 a E7 rusi
regulaci p53 nezavislou na urovni exprese telomerazy. Tyto linie poskytly modely, které mohou
byt geneticky zmanipulovany tak, aby se posunuly smérem k malignité, coz miize slouzit
jako novy zdroj pro studium molekularni patogeneze rakoviny plic. Studie zahrnuji identifikaci
molekularnich markert, které predchazeji nddorovym onemocnénim a umoziuji jejich v€asnou
detekci. VSechny typy HBEC jsou také uzitecné pro testovani novych terapeutickych ¢inidel

¢i diagnostiku plicnich nemoci (Ramirez et al., 2004).
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Obr. 7: HBEC3-KT v elektronovém mikroskopu (Ramirez et al., 2004)

3.3.2 Alveolarni burky typu 2

Primarni lidské alveolarni bunky typu 2 (AT2) byly imortalizovany transdukci
katalytickou podjednotkou telomerazového a velkého nadorového T antigenu SV40. Na rozdil
od primarnich bunék jsou imortalizované bunky negativni na alkalickou fosfatdzu, coz znaci,
ze imortalizace vede ke zméné fenotypu AT2 na fenotyp bunék ATI1. Imortalizace také vede
ke zplosténi a prodlouzeni buné¢ného téla. Naopak primarni buiiky AT2 jsou sekre¢ni kubické
bunky, které syntetizuji a uvolfuji plicni povrchové aktivni latky k udrzeni sniZeného
povrchového napéti. Zachovavaji také produkci antioxidantli, chemokind, cytokint a dalSich
molekul, které chrani plice a zachovavaji plicni homeostazu. Tvofi piiblizné 5 % alveolarniho
povrchu, dale se zde vyskytuji skvamozni buiiky alveolarniho typu 1 (AT1) (Kemp et al., 2008).
AT?2 bunky pochazeji z bipotentniho progenitoru a maji schopnost obnovy. Proces sebeobnovy
probiha tak, Ze se staré bunky AT2 diferenciuji na buitky AT1 1 na dcefiné bunky AT2, ¢imz je
zachovana proliferace bunck. AvSak tuto schopnost mé pouze asi 1 % zralych bun¢k. Bunky
tedy maji vlastnosti kmenovych bungk a pfispivaji k alveolarni obnové (Desai et al., 2014).
Jejich prerusovana aktivace tudiz vede k vytvoreni bun¢k ATI1. Jedna se o tenké epitelidlni
buniky majici roli ve vymeéné plynt, které vytvaii klonalni alveolarni loziska. Loziska maji
rovnéz slabou funkci sebeobnovy (Khan et al., 2018). Strukturnim znakem AT2 bunék je vznik
multilamelarnich télisek, které obsahuji hlavni lipidovou sloZzku plicni povrchové aktivni latky
(Cooper et al., 2016). Tyto buiky jsou citlivé na vngjsi vlivy, jako je cigaretovy kouf, viry
a Castice z prostiedi. Selhani nebo poranéni bunék AT2 muze mit zejména u dospélych fatalni

nasledky. Mohou se rozvinout zavazné plicni choroby vcetné syndromu respiracni tisné,

35



idiopaticka plicni fibréza a predevsim rakovina plic, jelikoz mistem tvorby rakoviny plic jsou
alveoly (Desai et al., 2014). Pravé kvuli vyzkumim patogeneze idiopatické plicni fibrozy se
zaCaly pouzivat primarni lidské AT2 buiky misto buné¢nych linii A549 pro experimenty
invitro. Epitelialni bunky lidského plicniho adenokarcinomu A549 jsou casto vyuzivany
pro studium funkce AT2. Pfestoze vykazuji mnoho vlastnosti jako buniky AT2, neprodukuji
povrchove aktivni latky a maji odlisny fenotyp (Khan et al., 2018). Buiiky AT2 maji vyznamny
vliv v pfirozenych imunitnich reakcich plic, jelikoZ proteiny povrchové aktivnich latek maji
antimikrobialni Gi€inky a snizuji riziko vzniku zanétu zpiisobené inhalaci drazdivych latek. Také
napomahaji Cistit alveolarni tekutinu aktivnim transportem sodiku a zachovévat plicni

architekturu (Cooper et al., 2016).

3.4 Bunécné linie pro testovani hepatotoxicity

Jatra hraji klicovou roli v metabolismu glukézy a lipidQ, ¢imz udrzuji stalé vnitini
prostfedi. Reguluji hladinu glukézy v krvi glukoneogenezi a glykogenolyzou tak, Ze dochazi
K uvolnéni glukézy do krevniho ob&hu (Sefried et al., 2018). Jedine¢nou schopnosti jater
je jejich schopnost regenerace v reakci na mnoha poskozeni. Regenerace jater je piredevsim
dana vysokou prolifera¢ni aktivitou hepatocyti, jejichz bunéény cyklus je regulovan slozitymi
mechanismy. AvSak izolované hepatocyty in vitro si prolifera¢ni schopnost jiz neuchovavaji.
Z tohoto diivodu je bunécny riist podpofen jejich imortalizaci. Tyto jiZ imortalizované bunécné
linie jsou snadno dostupné, maji neomezeny rastovy potencidl a vysokou reprodukovatelnost.
Imortalizované hepatocyty jsou obvykle odvozeny od zdravych priméarnich hepatocytii pomoci
riznych imortaliza¢nich strategii (Ramboer et al., 2014). Pro uspé$nou imortalizaci je
vyzadovana nadmérnd exprese genll stimulujicich bunéény cyklus. V disledku nizké
proliferacni kapacity zralych hepatocytl je pro imortalizaci nezbytna silnd stimulace progrese
bunécného cyklu. Ve vétsing in vitro imortalizaci primarnich hepatocytd dochazi k vyuziti
virovych onkogenti SV40 ¢1 HPV 16 a proteinu lidské telomerazy reverzni transkriptdzy hTERT
(Deurholt et al., 2009).

Primarni lidské hepatocyty nejvice napodobuji situaci panujici in vivo, avsak jejich
omezend dostupnost a vysoka cena jejich pouziti limituje. Kromé toho maji nestabilni fenotyp
a lze je kultivovat jen po velmi omezeny casovy usek. Presto pfedstavuji vyznamny nastroj

pro vyzkumy v oblasti farmaceutické toxikologie in vitro (Sefried et al., 2018).

36



34.1 THLE-2

Bunky THLE-2 byly ziskany z lidskych hepatocyti dospélého ¢lovéka a imortalizovany
zavedenim velkého T antigenu SV40. Pisobeni SV40 T na primarni izolované hepatocyty vedlo
ke zvysené proliferaci bunék, které nevstupuji do krize (Pfeifer et al., 1993). Tyto bunky, majici
epitelovou morfologii, slouzi k vyzkumum G¢innosti cytotoxickych latek. Dalsi vlastnosti je
jejich citlivost na inzulin. Kultivace téchto bun¢k v inzulin deficitnim médiu vyvolava zménu
fenotypu. (Sefried et al., 2018). Na rozdil od bunééné linie HepG2 se jedna o netumorogenni
bunky vyuzivané jako markery diferenciace hepatocyt. Bunky THLE-2, které jesté neprosly
pasazovanim dokonce produkuji albumin a metabolizuji BaP, coz je jedna z chemickych latek
vhodnych k imortalizaci bunék. Kone¢nym produktem odbouravani BaP jsou karcinogenni
metabolity, které addukuji DNA, coz indikuje funkéni drahy cytochromu P450. THLE-2 také
zadrzuji dals$i enzymy, které se podileji na metabolismu chemickych karcinogent, jako je

glutathion peroxidaza nebo P450 reduktaza (Pfeifer et al., 1993).

34.2 cBAL111

Bunééna linie cBALI11 je klonalni bunécna linie, ktera byla odvozena z lidskych
fetalnich jaternich buné€k. Tyto klony byly zvéénény nadmérnou expresi telomerdzové reverzni
transkriptazy, pticemz imortalizované linie nenesou znamky maligni transformace. Klonalni
kultivace. Po imortalizaci vykazuje bunééna linie cBAL111 jaterni funk¢énost podobnou
rodicovskym bunkdm pied imortalizaci. Buniky exprimuji markery nezralych hepatocyti,
jako je glutathion S-transferaza. Tyto bunky také produkuji moc¢ovinu, albumin a cytokeratin,
naopak vstiebavaji galaktézu. Obecné 1ze usuzovat, ze bunky cBAL111 nejsou in vitro plné
diferenciovany na zral¢ hepatocyty, tudiz by mély byt povazovéany spiSe za progenitorové
jaterni bunky, které jsou plné diferenciovany na hepatocyty. Témito vlastnosti se li$i od linie
HepG2. Z hlediska vyuziti kombinuji jak stabilni jaterni funkce, tak prolifera¢ni aktivitu, coz je
zadouci pro invitro studie, které zavisi na jaternich funkcich. Takovymi studiemi jsou
naptiklad farmakologické nebo toxikologické testy. Zajimavosti je, Ze na zacatku kultivace
maji tyto bunky vietenovity tvar (A), zatimco po 15 dnech kultivace se jejich tvar zméni

na kubicky (B) (Deurholt et al., 2009), (Obr.8).
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Obr. 8: Zména tvaru bunék cBAL111 béhem kultivace (Deurholt et al., 2009)
(Obr. 8A — vietenovity tvar bun¢k; Obr. 8B — kubicky tvar bunék)
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4  SPONTANNE IMORTALIZOVANE BUNECNE LINIE

Spontanni imortalizace in vitro je proces, ktery vyzaduje napiiklad zménu chromozomi
nebo genovou nestabilitu. Zaroven se jedna o nezbytny proces pro vyvoj a progresi malignich
lidskych karcinomu. Principem spontanni imortalizace je z velké Casti aktivace telomerazy.
Buiikky se poté mnozi neomezené¢ dlouho a pocet d€leni piesahuje Hayflickliv limit.
Avsak aktivace telomerazy k znesmrtelnéni bun¢k nestaci. Buiika musi také nabyt vlastnosti
onkogenu nebo inaktivovat tumor supresorové geny (Duesberg a McCormack, 2013).
Rakovinové bunécné linie jsou prvni moznosti preklinického screeningu 1€civ, ktery umoziuje
rychlou eliminace netGc¢innych sloucenin z dalSiho klinického testovani. Bunécné linie
v biomedicinském vyzkumu maji své vyhody i nevyhody ve srovnani s primarnimi kulturami.
Jejich nejvétsi vyhodou je neomezend Zzivotnost a fakt, ze vytvofené rakovinové linie jsou
zbaveny vlivl prostfedi a odpovédi hostitele. Také si zachovavaji jedine¢né genetické aberace
rodi¢ovského nadoru, ze kterého byly ziskany a po dlouhodobé kultivaci ziskavaji dalsi

specifické znaky (Brodaczewska et al., 2016).

4.1 Caki-1 - nefrotoxicita

Caki-1 je linie lidskych nadorovych buné€k, ktera byla izolovana v roce 1971
Z bunécného karcinomu ledvin. Buniky vykazuji epitelidlni morfologii pfi ristu v adherentnich
kulturach. Pfi kultivaci na tzv. transwell filtrech tvofi polarizovanou monovrstvu a vykazuji
charakteristické rysy epitelu proximalniho tubulu. Buiiky Caki-1 exprimuji tumor supresorovy
protein von Hippel-Lindau (VHL) a vytvareji nddory u imunokompromitovanych mysi.
Zaroven jsou uzitecnym modelem pro studium rakoviny ledvin (Glube et al., 2007).

Bunéény karcinom ledvinovych bunék je nejcastéjsi formou urologického karcinomu,
ktery je charakteristicky mutaci tumor supresorového proteinu VHL a nadmérnou expresi
faktoru indukujiciho hypoxii (HIF)-1a. Aktivovany (HIF)-1a zplsobuje zvySenou proliferaci
bunék Caki-1, angiogenezi a vznik metastaz. Bunééna proliferace je nedilnou soucasti nadorové
propagace a progrese a projevuje se pravé zménou exprese raznych proteint. Z toho vyplyva,
ze snizeni exprese (HIF)-1a inhibuje proliferaci, migraci a invazi bunék Caki-1. K potlaceni
exprese (HIF)-1a je ucinny 1ék proti diabetu metformin, ktery indukuje zastaveni bunécnych
fazi GO/G1. Ve srovnani s bunécnou linii Caki-2 je linie Caki-1 méné¢ citliva na jeho pisobeni

a nedochazi k poruseni jeji Zivotaschopnosti (Pasha et al., 2019).
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4.2 SH-SYS5Y — neurotoxicita

Imortalizovand bunécna linie SH-SYSY je nejcastéji vyuzivand bunécnd linie
V neurovéde a vyzkumu neuroblastomu. Jedna se o subklon buné¢éné linie SK-N-SH, které byla
ziskana z kostni dfené Ctyfleté divky s neuroblastomem (Forster et al., 2016).
Tato imortalizovana bunécna linie ma vyznamné medicinské vyuziti, konkrétné je vyuzivana
pti 1é¢be Parkinsonovy nebo Alzheimerovy choroby. Déle se vyuziva ke zkoumani patogeneze
virovych infekei. Prikladem muze byt vyzkum patogeneze polioviru, coz je pivodce détské
obrny nebo varicella zoster viru, ptivodce pasovych opari ¢i planych nestovic. V oblasti
neurobiologie a neurovirologie je vyjimecné vyuzivano i nediferenciovanych linii,
ovSem pouziti diferenciovanych linii v systému in vitro poskytuje piesnéjsi vysledky a lépe
napodobuje situace panujici in vivo (Shipley et al., 2016).

Pro studia v oblasti neurovédy nejsou nediferenciované bunky této linie pfilis
doporucovany, jelikoz nesdili ptili§ mnoho vlastnosti se zralymi neurony. Nediferenciované
bunky této linie rychle proliferuji a bézné rostou ve shlucich. Optimalni je proto pouziti
diferenciovanych bunck, které po diferenciaci vykazuji zvySenou hladinu ATP. Naopak
diferenciaci dochazi ke sniZeni mitochondrialniho membranového potencialu a ke snizeni
exprese gent v dusledku odpovédi na energeticky stres (Forster et al., 2016).

Lécba Parkinsonovy choroby za pomoci této linie znamenala velky pokrok.
Parkinsonova choroba je chronicka neurodegenerativni porucha, ktera je zptisobena poruchou
neuronl ve stfednim mozku, konkrétné v ¢asti substantia nigra. Kli¢ovou roli v patogenezi
Parkinsonovy choroby hraje oxida¢ni stres, ktery je vyvoldn dopaminem. Nadprodukce ROS
zpisobuje poskozeni neurond a astrocytl. Dale je nemoc charakterizovana mitochondridlni
mutaci, kterou podporuje napiiklad protein PARKIN. Mutace genu PARKIN zpusobuje
hromadéni poskozenych mitochondrii a naslednou nigralni degeneraci. Zmutované
mitochondrie mohou byt odstranény pomoci mitofagie, kterd je indukovéna proteinem
AMBRA1A v buiikach SH-SY5Y. Tento protein také snizuje mnozstvi ROS. Indukce
mitofagie tudiz také chrani buiiky pied apoptdzou a oxida¢nim stresem (Rita et al., 2018).

Bunééna linie SH-SYS5Y je Kk vyzkumim volena diky svému lidskému puvodu,
neuralnim vlastnostem a snadné Kultivaci. Dokaze také produkovat jak dopamin,
tak noradrenalin, ma tedy ¢asteéné katecholaminergni vlastnosti. Nicméné i pouziti této linie
ma sva omezeni, proto V mnoha studiich je vyuzito i dalSich paralelnich bunéénych linii.
Témito liniemi mohou byt napifiklad PC12, Neuro-a2, anebo dokonce linie, které nemayji

jednoznaéné potvrzeny neuralni pivod, jako je HEK-293 (Xicoy et al., 2017).
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4.3 A549 — plicni toxicita

Jedna se o bunécnou linii, ktera byla v roce 1973 izolovana z karcinomu plic. Bunky
této linie vykazuji pfi kratkodobé kultivaci znamky fenotypu epitelidlnich bunck AT2, maji
rysy spojené s ptiivodnim nadorem a rychle proliferuji. Z téchto divodu se linie A549 pouziva
ke studiu metabolickych a molekularnich vlastnosti AT2. Pfi dlouhodobé kultivaci dochazi
k modulaci gentt bunééného déleni, coz vede ke vzniku klidné, pomaleji proliferujici populace
bun¢k svyznamnou regulaci autofagie, starnuti a apoptoézy. Zaroven se zvysuje pocet
up i down-regula¢nich genti, dochazi k vyvoji multilamelarnich télisek a ke zméné fenotypu.
Na rozdil od AT2 neprodukuji buniky A549 povrchové aktivni latky (Cooper et al., 2016).

Bunééna linie A549 je vyuzivana ke studiim rakoviny plic vice jak 40 let. V soucasné
dob¢ je rakovina plic nejcastéj$i pricinou umrtnosti na rakovinu na svété. Nejéastéji je
pacientiim diagnostikovan plicni adenokarcinom, ktery dosahuje nejvysSiho procenta
umrtnosti. Pochopeni patogeneze adenokarcinomu je kli¢ové pro zlepSeni prevence a cilené
1é¢by. Mnohé studie naznacuji, Ze interakce mezi adipocyty tukové tkané a rakovinou plic je
kriticka pro rist a invazi nadorovych bun¢k. Proliferace, migrace a invaze bun¢k A549 je
vyrazng urychlena az pfi nadmérném mnozstvi adipocytti. Predpoklada se, Ze zvySena migrace
ukladaji energii ve formé triacylglycerolii. Zaroven miize bunécna linie A549 vyvolat lipolyzu
adipocytt. Z tohoto vyplyva, ze role adipocyti je kli¢ova predev§im pro metastazované bunky

(Lietal., 2018).

4.4 HepG2 - hepatotoxicita

Bunéénad linie HepG2 pochézi z lidského hepatocelularniho karcinomu. Jedna se
0 epitelové bunky, které rostou jako monovrstvy v malych agregatech, z nichz kazdy obsahuje
55 chromozomovych part. Linie slouzi jako zakladni lidsky bunéény model pro testovani
hepatotoxicity. Divodem jejiho vyuziti je predev§im snadna kultivace a mnoho stejnych
vlastnosti s jatry. Presto i tato linie ma jisté nedostatky. Hlavni nevyhodu ptedstavuje
skutecnost, Ze se ve srovndni s primarnimi lidskymi hepatocyty vyrazné 1i8i v hladinach exprese
a v aktivitach bunécnych transportéra a enzymt (Choi et al., 2017).

Bunky HepG2 jsou citlivé na metabolické zmény, oxidacni stres a toxické latky.
Tyto vlivy zplsobuji poskozeni hepatocytl az apoptozu. Studie dokazaly, ze nadmérny piijem
volnych mastnych kyselin aktivuje enzymy podporujici lipogenezi, coz vede k nadmérné
produkeci intracelularnich lipida. Tyto lipidy se v buiice hromadi a dochazi k jejich zvySené

peroxidaci, nadmérné produkci ROS a ke snizeni hladiny enzym1, jako je glutathion. Né&které
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toxické latky, které mohou vznikat i konzumaci nezdravych potravin, napiiklad smazenych,
indukuji apoptézu bun¢k HepG2 a brani piechodu téchto bunék z faze GO do faze G1/G2
bunééného cyklu. Naptiklad konzumace palmového oleje miize inhibovat proliferaci bunék

HepG2, zplsobit zvySenou apoptézu a zastaveni bunééného cyklu. Oxidacni stres miize vést

k poskozeni bunécnych makromolekul, jako je DNA, coz dale vede k mitochondrialni

dysfunkci a bunééné apoptdze (Ju et al., 2019), (Obr. 9).

volné mastné kyseliny

Obr. 9: Prubéh poskozeni bunék HepG2 vlivem volnych mastnych Kkyselin
(Upraveno dle Ju et al., 2019)

Vliv na jatra, podobné jako na ledviny, ma i APAP. Bylo prokazano, ze metabolismus
a hepatotoxicita APAP pfimo iimérné souvisi s mnozstvim pfijatého ethanolu. Acetaminophen
muze vyvolat az apoptozu ¢i nekrozu bunék HepG2 nebo PC12 in vitro i in vivo, cemuz miize
zabranit enzym CYP2E1. Tento enzym snizuje citlivost bunék HepG2 na hepatotoxické ucinky
APAP, jelikoz zpiisobuje jeho metabolickou pfeménu. Kromé toho je schopen oxidovat ethanol

¢i udavat informaci o pfitomnosti adenoviru, ktery zvysuje jeho expresi (Bai a Cederbaum,
2003).

4.5 Bunécna linie Jurkat

Bunky této linie vznikaji pti akutni T-lymfoblastické leukémii a nekonecné proliferuji
vlivem zvySené telomerazové aktivity. Existuje cela fada latek, které dokazi regulovat aktivitu
enzymu telomerdzy tak, aby doslo k ovlivnéni bunééného cyklu a tim i k apoptoze. Takovou

latkou je naptiklad rapamycin, ktery je fermenta¢nim produktem Streptomyces hygroscopicus.
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Rapamycin inhibuje proliferaci buné€k, indukuje zastavu G1 faze a inhibuje aktivitu telomerazy.
Diky témto antileukemickym vlastnostem je jednou z potencialnich latek pfi lécbé rtiznych
typu tohoto onemocnéni (Zhao et al., 2008). Jurkatovy buriky také slouzi jako in vitro model
pro studie transdukce signalu T-bunék a cytokinii. Exprese téchto receptorti mize poskytnout
kli¢ové informace pro vyzkum jejich patogeneze. Diky témto vlastnostem jsou bunky Jurkat
vyuzivany ve studiich in vitro, které se zabyvaji virovymi onemocnénimi a infekénimi

chorobami (Chen a Nong, 2018).
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ZAVER

Bakalatska praci byla zpracovana jako literarni reserSe, ktera pojednava o soucasnych
nejcastéjSich metodach imortalizace bun¢k a o vyuzivanych bunécnych liniich v testovani
cytotoxicity in vitro pro popis fungovani celé fady organd. Bunétné linie lze imortalizovat
fyzikélnimi, chemickymi a biologickymi vlivy, pfi¢emz ty biologické jsou nejvyuzivangjsi.
Imortalizace pomoci fyzikalnich zptisobl neni dnes jiz ptili§ vyuzivana, protoze pisobenim
ultrafialového nebo ionizujiciho zafeni muze dojit k poruse proliferace bunék a k jejich
nezadoucimu poskozeni. Mnohem vyuzivanéjsi je znesmrteliiovani bunék vlivem chemickych
latek, které je vSak uplatiovdno zejména pro zvifeci bunéfné linie. Vyznamnou roli
biologické zptisoby imortalizace buné€k, predevsim pomoci riiznych typt virti. Vybér vhodného
viru je zavisly zejména na druhu bunétné linie. Naptiklad k imortalizaci lymfoidnich
a epitelidlnich bunék je vyuzZivan EBV. Obecné nejpouZivangj$im a nejdostupnéjSim je
vsak virus SV40.

Bunééné linie, které byly v praci popsany, byly rozdéleny podle zpiisobu imortalizace
a organového umisténi. Zakladnim, hojné vyuzivanym uméle imortalizovanym modelem
pro testovani nefrotoxicity jsou bunky HEK-293, které castecné slouzi i pro testovani
neurotoxicity, a bunky HK-2. Pro neurotoxicitu jsou vyznamné predevsim buinky hBMECs
a hCMEC/D3, které jsou zakladni soucasti hematoencefalitické bariéry a jejich imortalizace
velmi napomaha ke zjiStovani vlastnosti této bariéry in vitro. Pro plicni toxicitu jsou
nejvyuzivanéj§imi modely buitky AT2 a HBEC3-KT, a pro testovani hepatotoxicity slouzi
predevsim buitky THLE-2 a cBAL111.

Spontanné imortalizované buiky jsou bunky, které byly znesmrtelnény bez zasahu
Cloveéka vlivem genomové nestability. Mezi nejCastéji vyuzivané bunécné modely patii Caki-
1,SH-SYS5Y, A549 a HepG2. Nejvétsi vyhodou téchto spontanné imortalizovanych linii je fakt,
ze vznikly pfirozené, jsou zbaveny vlivll prostfedi a zachovavaji si genetické aberace

rodi¢ovského nadoru.
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