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Abstrakt

U onemocnéni zvaného cysticka fibréza dochazi k naruseni fungovani proteinu
CFTR, jehoz hlavni funkci je transport chloridovych iontli z buiiky. Stanoveni
schopnosti CFTR kandalu transportovat chloridové ionty je povazovano za jediny
zplsob, jak stanovit jeho aktivitu. Vtéto praci byl transport chloridovych iontl
prostrednictvim CFTR kanalu studovan u bunécénych linii plicniho epitelu zdravych
pacientd (NuLi-1) a pacientt trpicich cystickou fibrézou (CuFi-1). Pro studium byla
vybrana a optimalizovana metoda fluorescen¢niho znaceni za pouZiti fluorescen¢niho
barviva N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxychinolinu (MQAE), které poskytuje
fluorescenci v modré oblasti spektra a je nejcitlivéjsi fluorescencni slouceninou vici
chloridovym iontlim, ktera byla doposud navrzena. V ramci vyvoje optimalni metody
byly pomoci fluorescencniho znaceni testovany dva zpisoby méreni transportu
chloridovych ionti a to stanoveni jejich mnoZstvi uvolnénych buinikou do pufru
obsahujictho MQAE a stanoveni jejich mnoZstvi v burice primo obarvené MQAE.
Druhé stanoveni se ukazalo jako vhodnéjsi a reprodukovatelnéjsi metoda pro
prokazani transportu chloridovych iontl. Zaroven byl sledovan vliv slouceniny
forskolinu, ktera zvySuje intracelularni koncentraci cAMP a tim urychluje otevirani
CFTR kanalu, diky cemuz miZe byt ovéieno, zda méreny transport chloridovych iontt
probiha prostrednictvim tohoto kanalu. Vliv této slouceniny se vSak nepodarilo

jednoznacné prokazat a bude to predmétem dalsiho studia.
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Abstract

Cystic fibrosis is caused by a genetic defect in the CFTR protein, whose main
function is chloride transport across epithelial cells. The measurement of CFTR ability
to transport chloride is considered a good, and perhaps, the only practical method to
assess its activity. In this thesis, the transport of chloride ions across the CFTR
channel was studied using airway epithelial cell lines of healthy patients (NuLi-1) and
patients with cystic fibrosis (CuFi-1). A fluorescent method using a fluorescent
chloride-sensitive probe N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinolinium (MQAE)
was chosen and optimized. This compound is providing fluorescence in the blue part
of the spectrum and has the greatest sensitivity to chloride ions. In the development
of an optimal method two approaches of chloride transport measurement were used.
In the first experiment the secretion of the chloride ions to the buffer containing
MQAE was measured. In the second one the dye had to be loaded into cells before
performing experiment. Then, the MQAE fluorescence quenched by intracellular
chloride was monitored by a change in the fluorescence intensity of the probe. The
second method was considered as a usefull and more reproducible to study chloride
transport across cell membranes. Moreover, the influence of the CFTR modulator
forskolin was studied. Forskolin increases intracellular concentration of cAMP, which
stimulates CFTR activity. Forskolin-stimulated CI- loss is a direct approach to assess
whether CFTR CI- channel activity could be measured. However, influence of forskolin

was not clearly demonstrated and it will be a subject of the further studies.
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Seznam pouzitych zkratek
cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

CF - cysticka fibréza

CFTR - ,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”
DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

FBS - fetalni hovézi sérum

HEPES - 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina
MQAE - N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinolinium

NBD - nukleotid-vazajici doména (,nucleotide binding domain®)
PBS - fosfatovy pufr (,phosphate buffered saline®)

RPM - pocet otac¢ek a minutu

RD - regula¢ni doména (,regulatory domain“)

UV - ultrafialové zareni



1. Uvod

1.1 Cysticka fibréza

Cysticka fibroza (CF) je jedno znejCastéji se vyskytujicich genetickych
onemocnéni, u indoevropské populace postihuje priblizné jedno dité z 2500 - 4500
novorozencii. V Ceské republice je vyskyt CF stanoven na 1:2736 novorozenci,
vsoucasné dob& je evidovano priiblizné 500 pacienti sCF v Ceské republice.

V neevropskych populacich je vyskyt CF podstatné nizsi [1, 2].

CF patifi mezi monogenni autozomdalné recesivni onemocnéni. Monogenni
onemocnéni je ddno mutaci v jediném genu [1]. Recesivni onemocnéni se projevi, pokud
jedinec ziska od kazdého z rodict, ktery je prenaseCem dané mutace genu, alelu s touto
mutaci zplsobujici toto onemocnéni. Pravdépodobnost projevu nemoci u novorozence
je 1:4. MiliZe se vyskytovat pouze u somatickych bunék a to pouze na autosomech, coz
jsou nepohlavni chromosomy [3]. Dédi¢nost onemocnéni je zndzornéna na obrazku

¢. 1.1 na strané 5.

CF se vyskytovala pravdépodobné jiz ve stiedoveéku. Avsak poprvé byla popsana
v roce 1938 D. Andersonovou jako ,cysticka fibr6za pankreatu“ [1, 4]. Byla rozeznana u
ditéte, které se jako prvni s CF dozilo vice nez 10 let. Vyskytovalo se u néj respirac¢ni
onemocnéni a pankreatickd insuficience, kterd byla zjiSténa na zakladé vySetieni
duodendlni Stavy. Vté dobé vétSina déti s CF umirala do jednoho roku Zivota. Pozdéji
byla CF nazyvana jako ,mukoviscidosa“, aby se upozornilo na charakter hlenu. Chtélo se
tim také poukazat na to, Ze se nejedna pouze o postiZeni slinivky brisni. Velky vyznam
mélo objeveni nadmérného mnozstvi soli v potu pacientii s CF, které se vyuziva k
diagnostice. Pacienti s CF upadali z horka do obéhového Soku a trpéli dehydrataci. To
vedlo k vyzkumu jejich potu a vroce 1953 P. di Sant’ Agnese spolu s kolegy zjistil, Ze
pacienti s CF vylucuji potem mnohem vice soli, neZ zdravi lidé. Gibson a Cook zverejnili
praci, kde popsali metodu studia potu za vyuZiti pilokarpinové iontoforézy. P. M.
Quinton po dlouholetém studiu objevil, Ze pricinou CF je nepriichodnost bunécnych
membran pro chloridové ionty. Diky tomu byl gen CF v roce 1987 lokalizovan a v roce

1989 identifikovan [1].



D D
Zdravy Zdravy
prenasec prenasec
A a A a

A a A a a a

A A
ﬁ D ® @
Zdravy Zdravi pienaseti Nemocny

potomek (50%) potomek
(25%) (25%)

Obrazek €. 1.1: Dédicnost CF - autozomdlné recesivni dédic¢nost. Pri krizeni dvou
zdravych prenaseci nemoci, kdy kazdy ma jednu zdravou a jednu postiZenou
alelu, je 25% pravdépodobnost, Ze bude potomek nemocny, 25%
pravdépodobnost zdravého potomka a 50% pravdépodobnost potomka, ktery

bude opét prenasecem [3, 5].

1.1.1 Projevy a priznaky CF

Pri CF dochazi k poruSe funkce kandlu, ktery se podili na transportu chlorida
z buiiky (viz dale). Pro CF je charakteristickd vysoka koncentrace elektrolytii v potu
pacienta, tzv. ,slany pot“. Pot pacientli s CF obsahuje asi 5x vice soli, neZ pot zdravych
osob. Zaroven se vSak vyskytuji i vzacné pripady pacientii trpicich CF, které maji

normalni hladinu soli v potu [1, 2].

U pacientt s CF se od kojeneckého véku objevuje postizeni dychacich cest a plic.
Byva to nejcastéjsi piicinou umrti (az 90% nemocnych CF) [2]. U pacienti se od raného
détstvi Casto opakuji respiracni onemocnéni, kterd se s vékem postupné zhorsuji a

mohou vést az k tmrti [4, 6].



Kvili poruse transportu chloridi zbuilky nedochazi v organismu k aktivaci
defenzintli, které maji antimikrobidlni funkci. To vede k rozvoji infekci. Pacienti jsou
nejcastéji infikovani bakteriemi Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa a
Staphylococcus aureus [1, 4, 6]. Nejhiire vSak probihaji nemoci, které jsou zpiisobeny
bakterii Bulkholderia cepacia. Tato bakterie se velice Spatné diagnostikuje a je
rezistentni na antibiotika [1]. Kvili nedostate¢né produkci protizanétlivych cytokint
(zejména interleukinu IL-10) a zvySené koncentraci prozanétlivych cytokinl (zejména
interleukini IL-6 a IL-8) dochazi i k rozvoji zanétu. Zanét u pacientli sCF je
charakteristicky hlavné zvySenym mnozstvim neutrofili. Kromé toho dochazi také ke
zvySenému pienosu sodikovych iontli spolu svodou do bunky, a tim kzahusténi

okolniho hlenu [2, 7].

Castym znakem CF byva i pankreaticka insuficience. PFi téZkych mutacich genu,
které zplsobuji cystickou fibrézu, dochazi k poruse funkci slinivky biisni, hlavné k
nedostatecné zevni sekreci, tzv. insuficienci. Nasledné miize dojit kjeji fibrotizaci a
zmenSeni. U lehkych mutaci zlistdva zevni sekrece slinivky brisni zachovana, avsak

insuficience se miliZe pozdéji rozvinout [1, 2].

Dal$im typickym priznakem CF je sterilita. U muzi mize dochazet k obstrukcni
azoospermii, kterd se vyznacuje nepriichodnosti vyvodnych cest. Také se u nich miize
vyskytnout vrozena absence chamovodt. U Zen vznika v pohlavnich cestach vazky hlen,

a proto nemuze dojit k oplodnénti [1, 4, 8].

1.2 CFTR protein

CF je zptsobena mutaci v genu, ktery se nazyva ,cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator” (CFTR), coz by se dalo prelozit jako regulator transmembranové
vodivosti iontli. Podle nového nazvoslovi je oznacovan téz jako ABCC7. Nachazi se na
dlouhém raménku chromozomu 7, sklada se z 27 exont. Kéduje expresi proteinu, ktery

je nazyvan stejné jako dany gen a obsahuje 1480 aminokyselin [1, 8].

Tento protein se vyskytuje na apikalni strané plazmatické membrany
epitelidlnich bunék, napt. bunék pankreatu, dychacich cest, stfev nebo ledvin, u potnich

714z se vyskytuje i na strané basolateralni [1, 8, 9]. Nachazi se vSak i u bunék, které mezi



epitelidlni nepatri, jako jsou napt. mozkové buriky, bunky srdce, jater nebo ledvin [10].
CFTR protein se sklada z nékolika domén, a to dvou tzv. membranu prostupujicich
domén (MSD1, MSD2 - ,membrane-spanning domain“, nazyvané téz TM1, TM2 -
ytransmembrane domain“), dvou nukleotid vazajicich domén (NBD1, NBD2 -
,hucleotide-binding domains®) a centralni, nabité, regulacni domény (RD - ,regulatory
domain“) [8, 11]. Regula¢ni doména a obé nukleotid vazajici domény se nachazeji
v cytoplazmé. Nukleotid vazajici domény mohou ménit konformaci a tim regulovat
otevirani a zavirani kandalu pomoci posunu regula¢ni domény [1, 8]. Schéma CFTR

proteinu je znazornéno na obrazku €. 1.2 na strané 7.
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Obrazek ¢. 1.2: Schéma CFTR proteinu [12].

Z uvedeného vyplyva, Ze CFTR protein je transmembranovym proteinem a patii
do rodiny transportnich proteinti ABC (ATP-binding cassette). Kromé toho, Ze funguje
jako kanal pro prenos chloridovych iontli, je také schopen transportovat
hydrogenuhlicitany, glutathion nebo ATP [8, 9, 10, 13]. Navic se tento protein ucastni i
regulace dalSich iontovych kandld, coZ je zndzornéno na obrazku €. 1.3 na strané 8 [8].
Mezi tyto kanaly patii napft. epitelialni kanal ENaC (,epithelial Na* channel) prenasejici
sodné ionty dovnitt buiiky nebo ledvinovy kanal ROMK-2 (,renal outer medullary K+*

channel) pro prenos draselnych iontd z buiiky ven. Kanal ORCC (,,outwardly rectifying



Cl- channel“) prenaSejici chloridové ionty zbunlky ven je zavisly na extracelularni
koncentraci ATP, kterou zajiStuje pravé CFTR protein tim, Ze ATP zbunky ven

transportuje.
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Obrazek ¢. 1.3: Schéma multifunkénosti CFTR proteinu. Prenos Cl- iontd (1),

usnadnéni prenosu ATP do extracelularniho prostoru (2), ovlivnéni kanalt ENaC,
ORCC a ROMK-2 (3, 4, 5). ORCC - kanal prenasejici Cl- ionty ven z buniky; ENaC -
epitelialni kanal pro Na* ionty; ROMK-2 - ledvinovy kanal nachazejici se mimo

dren ledvin a prenasejici K*ionty; ER - endoplazmatické retikulum [13, 15].

CFTR protein dale reguluje aktivitu aquaporint, které ovliviiuji tok vody pres
membranu [13, 14, 16] a ovliviiuje také intracelularni pH, zanétlivou imunitni odpovéd
nebo apoptoézu [8, 9, 13, 16]. Tento protein ma vliv i na CFTR-dependentni geny (MUC1,
SRC, CISD1, MT-ND4, RANTES), jejichZ produkty pak dale reguluji cinnost dalSich
bunécnych organel [10].

Pohyb chloridovych iontii pres otevireny kandl tvoreny CFTR proteinem probiha
pouze diky elektrochemickému potencialu. Tento potencial zavisi na absorpci sodnych
iontd pres ENaC kandl a probihd dvéma zpuisoby. Nejprve jsou chloridové ionty
vychytavany a  prenaSeny pres basolateralni membranu vyménou za
hydrogenuhlicitanové ionty nebo kotransportem s Na* a K* ionty (protein NKCC1 -

Na*-K+-2Cl- cotransporter). Poté jsou chloridové ionty prenaSeny ven z bunlky pres



apikalni membranu pomoci CFTR proteinu nebo pres kanal, ktery je zavisly na

intracelularni koncentraci Ca2+* ionti (,Ca%*-dependent channel) [14, 17].

Aktivita CFTR proteinu je navic zavisla na koncentraci cyklického AMP (cAMP).
Tento druhy posel aktivuje enzym protein-kinasu A, ktery zajiStuje fosforylaci regulacni
domény CFTR proteinu [11, 16, 17, 18]. Otevieni CFTR kandlu je poté spusténo
navazanim dvou molekul ATP na cytoplazmatické nukleotid-vazajici domény (NBDs),
které diky tomu dimerizuji (obrazek ¢. 1.4, strana 9) [18, 19]. Kromé protein-kinasy A je

aktivita CFTR proteinu ovliviiovana protein-kinasou C nebo tyrosin-kinasami Src [10].

a) cAMP
r 2ATP cr
NBD1 NBD2
P
"PPP pl';
b) ATP AP _.

oS

Obrazek €. 1.4: Schéma otevirdni CFTR kandlu. a) Cyklické AMP (cAMP) ovliviiuje

aktivitu enzymu protein-kinasy A (PKA), kterd zajiStuje fosforylaci regulacni
domény (RD) CFTR proteinu. Navazani ATP na nukleotid vazajici domény (NBDs)
nasledné zpiisobi dals$i konformac¢ni zménu, dojde k otevireni CFTR kanalu. b) Dvé
molekuly ATP se navadzi na nukleotid-vazajici domény, které diky tomu
dimerizuji. To umoZiuje otevieni CFTR kandlu. Na NBDs nasledné dochazi
k hydrolyze jedné molekuly ATP, coz zpisobi uzavieni kanalu a uvolnéni ADP

[20].



1.2.1 Mutace CFTR proteinu

Zanormalnich okolnosti je CFTR gen transkribovan a translatovan na CFTR
protein, ktery je poté transportovan na apikalni stranu buné¢né membrany, kde slouZi,
jak uz bylo freceno, jako kanal pro prenos chloridovych ionti. Pii onemocnéni CF
dochazi k mutacim tohoto genu, které mohou ovliviiovat produkci proteinu, jeho aktivitu
a stabilitu [16]. Na apikalni strané membrany se pak miize vyskytovat méné funkéni
nebo i zcela nefunk¢ni CFTR protein [8, 17]. Exprese CFTR proteinu je u pacienti s CF

nizsi nez u zdravych jedinct [6].

U mutaci CFTR genu nejcastéji dochazi k zaménam aminokyselin (42% mutaci).
Dals$i moznosti jsou mutace, které zptisobuji zménu ¢teciho ramce vloZenim jednoho
nebo nékolika nukleotidii do ptivodni sekvence (23% mutaci). Mlze také dojit k tvorbé
stop kodonu zptvodniho kodonu dané aminokyseliny (17% mutaci) nebo
k abnormalnimu sesttrihu exonli (12% mutaci). Nejméné casto dochazi k vynechani nebo
pridani nasobki ti{ part bazi DNA, kdy ale nedochazi ke zméné ¢teciho ramce genu (6%

mutaci) [1].

V soucasnosti je zaznamenano pres 1900 mutaci CFTR proteinu (podle databaze
www.genet.sickkids.on.ca/cftr). Mutace CFTR genu se déli na lehké a tézké podle funkéni
aktivity vin vitro buné¢nych modelech. Tyto mutace se rozdéluji do péti tfid podle
efektu, ktery maji na syntézu a funkci CFTR proteinu. Pozdéji byly pridany dalsi 2 tridy
mutaci, které jsou ale povazovany za nadstavbové [1, 6]. Zakladni rozdéleni do péti tiid

podle typu mutace je uvedeno v tabulce €. 1.1 na strané 11.

Prvni odhalenou mutaci CFTR genu u Kavkazské populace byla mutace F508del,
oznacovana téz jako mutace AF508. Jedna se o nejcastéjsi mutaci CFTR genu, ktera se
nachazi priblizné u 70% vsSech pacientli s CF [2, 8, 9]. VyznaCuje se vynechanim
fenylalaninu v pozici 508 proteinu CFTR v exonu 10 CFTR genu [6, 8]. K deleci dochazi
na nukleotid-vazajici doméné NBD1 [11]. Dochazi tak ke Spatnému sbaleni proteinu a
jeho zadrzeni v endoplazmatickém retikulu [6]. Protein neni dopraven k apikalni strané

plazmatické membrany a byva degradovan v proteazomu [9, 16].
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Tabulka ¢. 1.1:

Klasifikace CFTR mutaci [1, 16, 21].

Zmény oproti spravné fungujicimu CFTR

Ttrida mutace |Priklady mutaci ;
proteinu
Syntéza CFTR proteinu je naruSena, vznika
nefunkéni nebo Spatné sbaleny protein, ktery
G542X, W1282X,|se nedostane k apikdlni strané membrany.

II

I11

IV

R553X, 3950delT

F508del, N1303K

G551D, G551S,
G178R

R334W, R117H,
G314E, R347P,
D1152H

3849+10 kb C-T,
3272-26 A—G

Jednd se o mutace zpulsobujici vznik stop
kodonli nebo mutace zplisobené abnormalnim
sestfihem exond.

CFTR protein je Spatné sbalen a pozdéji
degradovan v proteazomu kvili abnormalni
glykosylaci.

CFTR protein je syntetizovan a dopraven k
plazmatické membrané, avSak nefunguje jeho
regulace pomoci ATP nebo cAMP a chloridové
ionty nejsou pirepravovany ven z buriky.

CFTR protein je syntetizovan, avSak je
omezena vodivost chloridovych iontl pftes
membranu.

Syntéza CFTR proteinu je ¢asteCné poskozena,
mnozstvi CFTR proteinu na apikalni
membrané je sniZeno.

1.2.2. Modulatory CFTR proteinu

Modulatory CFTR proteinu ovliviiuji jeho aktivitu, a tim prenos chloridovych

iont z buniky ven. Tyto modulatory mohou byt rozdéleny na inhibitory, které CFTR

kanal uzaviraji, a aktivatory, které zajist'uji jeho rychlejsi otevirani [22].

1.2.2.2 Inhibitory CFTR proteinu

CFTR inhibitory jsou c¢asto latky majici lipofilni povahu a zaporny naboj diky
svym postrannim skupinam. Inhibice aktivity CFTR kanalu miize probihat dvéma

zplsoby a to blokovanim jiz otevieného kanalu, kdy dochazi k preruseni otevirani
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kanalu, anebo alosterickou inhibici, kdy je otevirani kanalu vyrazné zpomaleno.
Blokovani otevieného kanalu je, na rozdil od alosterické inhibice, zavislé na

elektrochemickém potencidlu membrany [25].

CFTR inhibitory mohou byt vyuZivany pii 1é¢bé rliznych onemocnéni. Protoze se
CFTR protein podili na transepitelidlnim transportu tekutin, mohou byt tyto slouceniny
vyuzity pro lécbu priijmovych onemocnéni, jako je napt. cholera. Tyto inhibitory se
zaroven podili na zpomaleni rlistu cyst pfi polycystickém onemocnéni ledvin [23].
V laboratornich podminkach jsou CFTR inhibitory ¢asto vyuzivany pfi studiu transportu
aniontl prostirednictvim tohoto kanalu, pri studiu jeho otevirani a zavirani a také pro

studium vztahu mezi timto kanalem a jinymi CFTR-dependentnimi kanaly [24].

Mezi CFTR inhibitory patifi napf. glibenklamid ze skupiny sulfonylureas nebo
arylaminobenzoaty (napi. NPPB - 5-nitro-2(3-fenylpropyl-amino)benzoat nebo
DPC - dipeptidyl-peptidasa). Tyto latky blokuji transport Cl- iontli z bunky, avsak jsou

ucinné pouze pri vyssich koncentracich, kdy ovliviiuji i jiné iontové kanaly [24].

DalS$imi inhibitory CFTR proteinu jsou slouCeniny, které patfi mezi

thiazolidinony, glycinové hydrazidy nebo chinoxalindiony [23].

Jednim z nejucinnéjsich CFTR inhibitort je CFTRinn-172 (obrazek ¢. 1.5 na strané
13) pravé zjiz zminéné tridy thiazolidinont, ktery ptisobi jako reverzibilni inhibitor
stabilizujici uzavieny stav kanalu pravdépodobné svym navazadnim na NBD doménu.
Tento inhibitor se v klinické praxi pouZziva jak pti lé¢bé priijmovych onemocnéni, tak pti

zpomaleni ristu cyst u onemocnéni ledvin [23 - 29].

Mezi glycinové hydrazidy patfi napt. inhibitor GlyH-101 (obrazek ¢. 1.5 na strané
13), ktery je dobfe rozpustny ve vodé a rychle inhibuje vodivost chloridovych iontd.
Tento inhibitor se vaze na extracelularni ¢ast CFTR proteinu a mtze byt vyuzitelny pii

1é¢bé priijmovych onemocnéni [23, 28, 29].

Do posledni skupiny chinoxalindionti, patfi inhibitory @ PPQ-102
(pyrimidin-pyrrol-chinoxalindion) a BPO-27 (benzopyrimidin-pyrrol-oxazindion), které
zajiStuji aplné uzavieni CFTR kanalu. PPQ-102 je vSak v buiice nestabilni a je malo
rozpustny ve vodé. V porovnani s PPQ-102 je lepSim inhibitorem BPO-27, ktery je

rozpustnéjsi ve vodé, vbuinice je stabilnéjsSi a jeho inhibice neni zavislda na
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elektrochemickém potencialu membrany. Tyto inhibitory mohou byt vyuzity pri 1écbé
polycystického onemocnéni ledvin [23, 28]. Struktury téchto inhibitori jsou zobrazeny

na obrazku ¢. 1.5 na strané 13.

&Q ©* esl

N
H
Glibenklamid
CFTR,,-172
Br
OH
Br

PPQ-102 BPO-27

Obrazek €. 1.5: Chemické struktury CFTR inhibitorti [30].

1.2.2.1 Aktivatory CFTR proteinu
Aktivatory CFTR proteinu mohou byt vyuZity pri 1écbé cystické fibrozy. CFTR

aktivatory plisobi dvéma zpiisoby, bud'to neptfimo ovliviiuji protein-kinasy, poptipadé
fosfatasy, které kontroluji fosforylaci CFTR proteinu, nebo prfimo interaguji s CFTR

proteinem, s jeho NBD nebo RD doménou, a tak ovliviiuji otevirani CFTR kanalu [22, 25].

Mezi CFTR aktivatory patfi napt. flavonoidy genistein a apigenin. Nevyhodou
genisteinu je, Ze reaguje s jinymi latkami v burice a jeho zvySena koncentrace inhibuje

CFTR kanal [31]. Jeho struktura je zobrazena na obrazku ¢. 1.6 na strané 14.
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HO
Obrazek €. 1.6: Chemickd struktura CFTR aktivdtoru genisteinu [32].

V laboratornich podminkach se ke studiu aktivity CFTR kanalu casto vyuZivaji
dalsi dva jeho aktivatory, forskolin a 3-isobutyl-1-methylxanthin (IBMX). Jejich chemické
struktury jsou zobrazeny na obrazku €. 1.7 na strané 14. Jedna se o agonisty cAMP, diky
nimz dochazi ke zvySené produkci tohoto druhého posla uvnitt bunék a tim k rychlejsi
aktivaci protein-kinasy A a nasledné fosforylaci NBD domén a otevireni CFTR kanalu [4].
IBMX ovliviiuje CFTR kanal jak primo, tak nepifimo [33]. Jeho nevyhodou je, Ze neni
selektivni a je potfeba pouzit vysokou koncentraci této latky, ktera by byla efektivni
[22]. Forskolin je derivat terpenu rostlinného ptivodu, ktery stimuluje enzym adenylat
cyklasu regulujici intracelularni koncentraci cAMP. Vysoké koncentrace forskolinu
(>20 uM) vsak mohou také vést k nespecifickym interakcim [34, 35]. Forskolin se proto
nékdy pouZziva v kombinaci s IBMX, protoZe tato sloucenina ovliviiuje CFTR kanal pfimo,
a tim se zamezi poklesu aktivity CFTR kandlu zplisobené poklesem cAMP, ktery je
v bunice postupné odbourdvan fosfodiesterasami [35]. Pri planovani experimentu, ve
kterém je studovana modulace CFTR kanalu pomoci forskolinu, je nutno dat pozor na
bazalni aktivitu CFTR, nebot nékdy je hladina cAMP nutna k aktivaci protein-kinasy A
dostatecné vysoka a tim padem se vliv forskolinu neprojevi. V téchto pripadech je mozné

pouzit ke stanoveni bazalni aktivity inhibitor CFTRinn-172 [35].

I,T

O 0O
“n g
| )
O)\N N

: O
H
OH
Forskolin /KO \HIBMX

Obrazek €. 1.7: Chemické struktury CFTR aktivdtorti forskolinu a IBMX [36].
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1.3 Metody stanoveni sekrece chloridovych iontt

prostrednictvim CFTR proteinu v bunkach

Stanoveni schopnosti CFTR kanalu transportovat ionty je povazovano za jediny
vhodny zplisob, jak stanovit jeho aktivitu. Pro stanoveni sekrece chloridovych iontl
prostiednictvim CFTR proteinu se pouZiva nékolik metod. Mezi né patii méreni proudu,
ktery je generovan na zakladé prichodu ionti pres membranu, nebo méreni
elektrochemického potencialu. Priitok iontli pfes membranu miize byt také stanoven

pomoci radioizotopii nebo fluorescenéniho znaceni [35].

1.3.1 Méreni iontového proudu
Pro stanoveni priichodu iontli pifes CFTR kanal se pouzivaji iontové selektivni

elektrody, které detekuji chloridové ionty ve stanovovaném roztoku. NejCastéji se
pouzivaji sklenéné elektrody naplnéné elektrolytickym roztokem. Casto dochazi i k
detekci jodidovych iontti, které také prochazeji pres CFTR kanal. Pro tyto ionty je

elektroda senzitivnéjsi [37, 38].

U velkych bunék je mozno iontové selektivni elektrodu a referencni elektrodu
privést do kontaktu s buiikou. U mensich bunék se referencni elektroda umistuje do
okolniho roztoku, ve kterém se bunka nachazi [38]. V obou pripadech se pouzivaji
intracelularni mikroelektrody. Elektroda je umisténa v mikropipeté, ktera ma velice
maly hrot o priméru priblizné 1 um a méné. Diky svému jemnému hrotu jsou k burice
Setrné a zachovavaji jeji fyziologické prostredi [35, 39]. Nevyhodou je, Ze prace s
mikroelektrodami je naroc¢na, a je velmi tézké proniknout mikroelektrodou do burky

bez jejiho poskozeni [40].

Mikroelektrody, pomoci nichZ se miZe mérit iontovy proud, mohou byt pouzity

v nasledujicich usporadanich -, Voltage-clamp®, ,Patch-clamp“ a , Ussing chamber* [40].

1.3.1.1 ,Voltage-clamp“ usporadani
Toto usporadani se pouziva pro primé stanoveni pratoku iontl pres

semipermeabilni membranu. Technika ,voltage-clamp“ zajiStuje stalé napéti na

elektrodach umisténych intra- a extracelularné k membrané burky, které je stejné jako
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ridici napéti posilané ze signalniho generatoru. To je zajiStovano membranovym a
zpétnovazebnym zesilovaCem. Pravé negativni zpétna vazba zajiStuje stabilitu napéti na
elektrodach. Zvysi-li se napéti na vystupu membranového zesilovaCe, negativni zpétna
vazba sniZi proporcionalné napéti na vstupu tohoto zesilovace, aby napéti na vystupu
bylo stale konstantni a ve shodé s napétim ridicim. Tim je zajiSténo, Ze proud, ktery
protéka pres bunécnou membranu, neni ovliviitovan zménami napéti na membrané, ale

je umérny pouze prichodu ionti pres tuto membranu [35, 41].

1.3.1.2 ,,Patch-clamp*“ usporaddni
Roz$ifenim metody ,Voltage-clamp“ vzniklo uspoiadani ,Patch-clamp“. Schéma

této metody je zobrazeno na obrazku €. 1.8 na strané 16. Vyhodou této metody je, Ze se
da pouZit u velmi malych bunék. Ke stanoveni se pouZiva mikropipeta, kterd zaroven
slouZi jako Ag/AgCl elektroda. Tato mikropipeta je privedena do kontaktu s povrchem
membrany bunky. Mikropipetou je nutno opatrné nasat membranu, dokud nepraskne.
Diky tomu se Spicka pipety, a tedy i mikroelektroda, dostane do kontaktu s vnitinim
prostiredim burnky. Poté mulize byt méiena aktivita vSech studovanych iontovych kanalt
najednou. Nevyhodou této metody ale je, Ze dochazi ke zméné vnitiniho prostiedi buriky
v disledku dialyzy, ke které pri této metodé dochazi. Zaroven prace s mikropipetou
prinasi fadu problémi - mikropipeta nemusi dobie tésnit s membranou nebo nedojde k
prasknuti membrany pii nasati mikropipetou a tim mikroelektroda nepftijde do

kontaktu s vnitfnim prostfedim bunky [35, 41].

Zesilovac

Meéreni napeti
na membrané

Ag/AgCl elektroda uvnitr

mikropipety \

I Referencni elektroda
4+

Bunka

Obrazek €. 1.8: Schéma metody ,Patch-clamp“[42].
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1.3.1.3 ,Ussing chamber”
Dal$im usporddanim je tzv. ,Ussing chamber”, které bylo pojmenovano podle

svého objevitele Hanse Ussinga r. 1950 [43]. Proud (nebo napéti) je méren mezi dvéma
polovinami komory oddélenymi permeabilni ¢asti, ktera je porostld epitelidlnimi
bunikami. Tyto buiiky jsou polarizovany a diky tomu je moZné studovat basolateralni a
apikalni ¢ast membrany. Obé poloviny komory jsou naplnény stejnym mnozZstvim
roztoku, aby se zamezilo jakymkoli chemickym, mechanickym nebo elektrickym hnacim
silam, které by mohly zpisobit porusSeni epitelidlni vrstvy. lontovy transport vytvaii na
epitelu rozdil napéti. Takto vznikly rozdil napéti se da mérit pomoci dvou elektrod, které
jsou umistény v blizkosti epitelu. Toto napéti je mozno vyrusit ,vstrikovanim“ proudu
pomoci dalSich dvou elektrod, které jsou umistény ve vétsi vzdalenosti od epitelu. Tento
privadény proud se nazyva ,short-circuit (zkratkovy) a je pfimo umérny iontovému

transportu pres membranu [35, 43].

1.3.2 Radioaktivni izotopy
Radioaktivni latky (,radiotracers“) jsou velmi Casto pouZivany ke stanoveni

aktivity iontovych kanald, protoZe témér vSechny iontové kanaly mohou byt zkoumany
pravé pomoci téchto sloucenin. Pro stanoveni pifenosu chloridovych iontl se pouzivaji
izotopy 3¢Cl nebo 125] [35, 37]. Pro spravné urceni aktivity iontového kanalu pomoci
radioizotopli je dtlezité oddélit intracelularni a extracelularni radioaktivitu.
Radioaktivni latky maji ale nizkou specifitu a daji se pouzit jen u sledovani prenost
iontl, které jsou pomalé (trvaji déle nez 1 s) [44]. Nevyhodou také je, Ze se musi

pracovat s radioaktivitou, coZ prinasi jista rizika.

Jednou zvhodnych modifikaci metody pro sledovani prichodu iontd pies
membranu s vyuzitim radioizotopli je pouZziti proteoliposomi, Kkteré jsou casto
pouzivany jako modelovy systém pro studium membrany. Pokud tedy dochazi k sekreci
chloridt z proteoliposomu, zméni se jeho vnitini potencial a dojde k vychytavani 3¢Cl-
iontl z okoli bunky. Tim je moZno stanovit vodivost chloridovych ionti a mnozZstvi

aktivnich CFTR kanala [37].
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1.3.3 Fluorescenc¢ni chloridové senzory
Pomoci fluorescen¢nich barviv mtze byt priitok chloridovych ionti pires CFTR

kanal méfen dvéma zplisoby a to bud’ stanovenim mnozstvi téchto ionti v burtice, nebo
jejich mnozstvi uvolnéné z bunky [35]. Vyhodou fluorescencnich indikatori je jejich
neinvazivnost, velmi jednoducha manipulace a moZnost méieni rychlych iontovych

transportl pies membranu [27].

Aby mohl byt fluorescenc¢ni indikator pouZit v biologickém systému, musi
spliiovat nasledujici pozadavky: (a) musi byt senzitivni ke zméné intracelularni
koncentrace daného iontu v rozmezi 0-60 mM, (b) odpovéd’ na tuto zménu musi nastat
priblizné do 1 ms, (c) musi byt selektivni, (d) jeho fluorescence se musi ménit na zakladé
zmény koncentrace daného iontu a neméla by byt ovlivnéna jinymi kationty, anionty ani
zménou pH a (e) indikator by pro buiiku nemél byt toxicky a invazivni. Burika by méla
byt indikatorem obarvena neinvazivni metodou a nemél by z ni byt snadno vyplavovan.
Mélo by byt mozné stanovit absolutni koncentraci stanovovaného iontu z naméiené

fluorescence bez potreby znat koncentraci indikatoru [44].

Fluorescen¢ni barviva je moZno rozdélit do skupin, které jsou uvedeny
v nasledujicich kapitolach. PouZivaji se fluorescen¢ni barviva na bazi chinolinu, dale

zelené fluorescencni proteiny nebo fluorescencni latky na bazi FRET [45].

1.3.3.1 Fluorescencni latky na bazi chinolinu
Pouziti téchto fluorescencnich sloucenin pfi studiu transportu chloridovych iontt

je zaloZeno na dynamickém zhasSeni fluorescence vlivem halogenidd, tzv. zhasedel. Pri
srazce halogenidu s fluorescenénim indikdtorem dochdzi ke zhaSeni fluorescence
dusikatého heterocyklu indikatoru v zavislosti na koncentraci tohoto halogenidu.
Jodidové a bromidové ionty jsou Gc¢innéjsi zhasedla nez ionty chloridové, a protoze CFTR
kanal miiZe transportovat také tyto ionty, Casto se ke studiu aktivity CFTR kanalu pravé

tyto ionty vyuzivaji [35, 40, 46].

Vztah mezi zhaSenim fluorescence a koncentraci zhaSedla je dan Stern-

Volmerovou rovnici (1):

D=1+ Ky [Ql, &)
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kde Fo je fluorescence bez pritomnosti zhaSedla, F je fluorescence v pritomnosti
zhaSedla, [Q] je koncentrace zhaSedla udavana v mol/dm3 a Ksy je Stern-Volmerova
konstanta udavana v (mol/dm3)-1. Stern-Volmerova konstanta je tedy prevracenou

hodnotou koncentrace zhasedla, ktera zpiisobi 50% pokles fluorescence [40, 47].

Pouziti téchto fluorescencnich barviv je omezeno diftzi iontli prfes membranu
bunky. Tato barviva jsou navic citliva k silnému ozareni a jejich excitace v UV oblasti

miuze poskodit buiiku [45, 4].

Vramci experimentu jsou vétSinou fluorescenctni barviva nejprve inkubovana
s bunikami, které jsou diky tomu obarveny. Tato barviva jsou velmi polarni, a proto jsou
jimi bunéfné kultury obarveny pomalou difazi. Barvivo, které nepronikne dovnitr
buiiky, je poté spolu s extracelularnimi chloridovymi ionty odebrano. Cim vyssi je tedy
koncentrace chloridovych iontli uvnitt buriky, tim vice je fluorescence barviva zhasena.
Proto je sekrece iontl zbunky doprovazena zvysSenim fluorescence tohoto barviva
uvniti bunky. Pri pouziti fluorescen¢nich barviv je dulezité brat ohled na moZné
interference vzniklé zménou intracelularniho pH nebo fluorescenci jinych latek

v roztoku. S ¢asem navic dochazi ke sniZeni intenzity fluorescence barviva [4, 35, 48].

Mezi nejpouzivanéjSi  fluorescencni barviva patfi slouceniny SPQ
(6-methoxy-N-(3-sulfopropyl) chinolin), MEQ (6-methoxy-N-ethyl-1,2-dihydrochinolin)
nebo MQAE (N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxychinolin) [35]. Chemické struktury
chinolinu a fluorescenc¢nich latek od néj odvozenych jsou zobrazeny na obrazku €. 1.9 na
strané 20. Nékteré vlastnosti téchto fluorescen¢nich barviv jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.2

na strané 19 [47].

Tabulka €. 1.2: Nékteré viastnosti fluorescencnich barviv na bdzi chinolinu [47].

Molekulova Excitatni vlnova | Emisni vlnova | Stern-Volmerova
hmotnost /(g/mol) délka /nm délka /nm konstanta /(mol/dm3)-1
SPQ 281 344 443 118
MQAE | 326 350 460 200
MEQ | 315 344 442 145

Slou¢eninou SPQ jsou buiky nejcastéji barveny prechodnym hypotonickym

Sokem. Fluorescenci barviva neovliviiuji fosfaty, sulfity nebo zména pH, avSak
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napr. thiokyanaty, dusitany nebo hydrogenuhli¢itanové ionty mohou tuto fluorescenci
zhaSet. Zhaseni SPQ fluorescence chloridy nenf tak u¢inné uvnitt bunék (Ksy = 12 M-1)

jako ve vodném roztoku (Ksy = 118 M1) [4, 47].

Slou¢enina MQAE je vii¢i chloridovym iontim nejcitlivéjsi fluorescencni
slouceninou (Ksy = 200 M-1), ktera byla doposud navrzena. Oproti SPQ tato sloucenina
lépe pronikd do bunék a zaroven je v buiice lépe zadrZovana. Fluorescence tohoto
barviva neni ovlivilovana hydrogenuhlic¢itany, dusi¢cnany nebo sulfaty, avsak
dihydrogenfosforecnany a RCOO- ionty ji mohou zhaset. Urc¢itou nevyhodou MQAE je, Ze
jeho esterova skupina mizZe byt v burice po ¢ase hydrolyzovana a tim dochazi ke zméné

fluorescence [4, 41, 47].

Slou¢enina MEQ se miiZze snadno preménit na lipofilni dihydro-MEQ a volné
prostupovat do bunék. Avsak dihydro-MEQ neni senzitivni pro chloridové ionty.
Slou¢eninou dihydro-MEQ mohou byt neinvazivné obarveny burnky, ve kterych dochazi
ke zpétné oxidaci této latky na slouceninu MEQ, ktera neprochazi volné membranou.
Zhaseni fluorescence barviva MEQ chloridy (Ksv=145M1) je vyssi, nez je tomu u

barviva SPQ [47].
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Obrazek ¢. 1.9: Chemické struktury fluorescencnich barviv [49]. a) chinolin

b) MEQ, ¢) SPQ, d) MQAE
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1.3.3.2 Fluorescencni proteiny
Alternativni metodou kvyse uvedenym fluorescentnim barviviim je pouziti

endogenniho zeleného fluorescen¢niho proteinu (,green fluorescent protein“ - GFP),
ktery je zaveden do buiiky. Jeho exprese v cilovych burikdch poté indukuje fluorescenci.
Vyhodou GFP je jeho velmi nizka toxicita, jeho stabilita a neinvazivni vstup do burnky

[22].

GFP byl mutovan, diky ¢emuZz vznikly proteiny se zménénymi spektralnimi
vlastnostmi, které se s vyhodou daji pouZit pro stanoveni aktivity CFTR kanalu [35, 36].
Mezi takovéto proteiny patfi napriklad protein YFP (,yellow fluorescent protein“). K
vazbé halogenidli na YFP dochazi v blizkosti chromoforu, coZ zptlisobuje sniZeni
fluorescence. Diky tomu miiZe byt tento protein pouzit i ke studiu otevirani a zavirani
CFTR kandlu. Nevyhodou této metody je, Ze je senzitivni ke zméné pH. Vyhodou je
naopak to, Ze je neinvazivni a bunikky nemusi byt inkubovany s fluorescen¢nim barvivem.

K excitaci dochazi ve viditelné casti spektra [24, 35, 41, 45].

1.3.3.3 FRET indikadtory
FRET (,Forster/fluorescence resonance energy transfer”) indikatory se skladaji

ze dvou fluorescencnich proteinli, donoru a akceptoru, Kkteré jsou propojeny
polypeptidovym retézcem a mezi kterymi dochazi k pfenosu energie. Tyto chloridové
indikatory jsou geneticky kodovany v burtice a byly syntetizovany, aby bylo moZno urcit
absolutni koncentraci chloridi [41, 50]. Prikladem mize byt tzv. ,Clomeleon®, ktery je
sloZen z CFP (,Cyan fluorescent protein) a varianty YFP, tzv. TFP (,Topaz fluorescent
protein“). Zatimco TFP je kchloridovym iontim senzitivni, CFP ktémto iontim
senzitivni neni. Po navazani chloridu na TFP dochdzi ke sniZeni jeho fluorescence. Tento
proces mizZe byt pozorovan jako zména v poméru fluorescence TFP donoru a
fluorescence CFP akceptoru. Zména emisniho spektra poté dokazuje, Ze intenzita

fluorescence zavisi na koncentraci chlorida [4, 41].
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2. Cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo vyvinout vhodny modelovy systém pro studium
transportu chloridovych iontli u bunék plicniho epitelu. Tato metoda by mohla byt
vyuzitelnd pro studium aktivity CFTR kandlu u pacienti trpicich cystickou fibrézou.
Proto byla nejprve vypracovana literarni reSerSe zamérena predevSim na metody,

kterymi je moZno studovat pirenos chloridovych iontd timto kanalem.
Pro dosazeni hlavniho cile prace bylo treba splnit nasledujici dil¢i tikoly:

e Optimalizovat praci s bunénymi liniemi NuLi-1 a CuFi-1, ktera zahrnovala
kultivaci a subkultivaci bunék, pripravu vhodnych kultivacnich nadob a

stanoveni viability bunék.

e Vybrat a optimalizovat vhodny modelovy systém pro studium transportu

chloridovych iontli u bunécnych linii NuLi-1 a CuFi-1.
e Pomoci agonisty cyklického AMP forskolinu, ktery aktivuje CFTR kanal, ovéfrit,

zda méfeny pratok chloridovych iontli probiha prostiednictvim tohoto

kanalu.
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3. Material a metody
3.1 Pouzité pristroje a material

3.1.1 PouZité pristroje

Analytické vahy 40 SM

Autoklav Varioklav®

Centrifuga Micro Star 12

Centrifuga Hettich Universal 320 R

COz inkubator

Laminarni box BIO 126

Mikroskop Motic AE31

Mikroskop Nikon ECLIPSE TE2002-U
- S programem NIS-Elements AR 2.30

Spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro
- S programem i-control 1.8

Vodni lazen

3.1.2 Pouzity material

15ml, 50ml plastové zkumavky Falcon

Bunéc¢né linie NuLi-1, CuFi-1

Ca(NO3)2

CaClz

Collagen type IV from human placenta
D-glukosa

Desticky CellBind® 24 a 96 jamek
Desticka CellStar®

Dimethylsulfoxid (DMSO)

FBS

Forskolin

Geneticin
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PESA, §V}'/carsko

H+P Labortechnik GmbH, Némecko

VWR, Labogene Aps, Dansko
Hettich Zentrifugen, Némecko
ShellLab, CR

Labox, CR

Motic, Némecko

Nikon, Japonsko

Tecan, Svycarsko

Memmert, Némecko

TPP, Svycarsko

ATCC® (American Type Culture

Collection), USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Corning, USA

Greiner bio-one, Rakousko

Aplichem, Némecko

Lonza Biotec s.r.o0., Svycarsko

Sigma, USA

Gibco ™ Invitrogen, UK



HEPES

KCl

KNO3

Kultivacni lahve 25, 75 cm?

LHC-9 médium

Mg(NO3):

MgCl2-6 H20

MQAE

NaCl

NaNO3

Parafilm

PBS tablety

Peha-Soft nitrilové rukavice (bez pudru)
Plastové sterilni pipety 1 - 25ml na jedno pouziti
Sterilni mikrofiltry 0,22 um

Spicky

Trypsin-EDTA (10 x koncentrovany roztok)
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Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Corning, USA

Gibco™ Invitrogen, UK
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Bemis, USA

Gibco™ Invitrogen, UK
Hartmann, CR

Corning, USA

Merck Milipore, Némecko
Biohit, UK

PAA Laboratories, Rakousko



3.2 Prace s bunécnymi liniemi
Pro studium CF, zejména aktivity iontovych kanalli, terapeutického vyuZiti a
imunity, jsou vyuzivany tkanové a bunécné kultury. Pro tuto praci byly pouzity bunécné

linie NuLi-1 a CuFi-1.

3.2.1 Kultivace bunéc¢nych linii

Bunécné linie NuLi-1 (ATCC® CRL-4011) a CuFi-1 (ATCC® CRL-4013) jsou
komerc¢né dostupné preparaty. Jedna se o imortalizované linie plicnich epitelidlnich
bunék. NuLi-1 je bunéc¢na linie od zdravych pacientli. Doba zdvojeni je okolo 43 hodin.
CuFi-1 je bunécna linie od pacientl trpicich CF s mutaci F508del, doba zdvojeni je
priblizné 26 hodin. Transport chloridovych ionti u bunécné linie CuFi-1 je omezeny,

protoZe nedochazi k expresi CFTR proteinu [51, 52].

Tyto bunécné linie vyzaduji pro sviij rast specificky povrch, ktery je potazen
kolagenem (viz kapitola 3.2.6). Pro jejich kultivaci bylo pouZito médium LHC-9, které
obsahuje rlstové faktory, avSak neobsahuje fetdlni hovézi sérum (FBS). Vyhodou pfri
této kultivaci je, Ze staci relativné malé mnozstvi bunék pro vznik monovrstvy [53, 54].
Kromé rastovych faktori obsahuje médium LHC-9 také fenolovou cerven, ktera slouzi
jako indikator zmény pH [54]. Jako antibiotikum byl do média LHC-9 pridavan Geneticin
(G418) o vysledné koncentraci 50 pg/ml [55].

Veskeré bunécné linie byly inkubovany v inkubatoru pti 37°C a 5% CO2. Aby bylo
zabranéno kontaminaci, bylo sbunéénymi liniemi pracovdno pouze v mistnosti pro
tkanové kultury v laminarnim boxu BIO 126. Pro praci byl pouZivan sterilni material pro
jednorazové pouZiti (pipety, zkumavky Falcon, kultiva¢ni lahve) nebo material, ktery byl
nejdrive sterilizovan v autoklavu pri 121°C po dobu 20 minut (Spicky k automatickym

pipetam).
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3.2.2 Rozmrazeni bunécnych linii
Bunécné linie se dlouhodobé uchovavaji zamrazené v -80°C nebo v tekutém
dusiku. Jako kryoprotektant se pouziva DMSO. Tato latka je pro bunky ¢astecné toxicka,

a proto se pri rozmrazovani bunék musi pracovat co nejrychleji.

Nejprve bylo pripraveno kultivacni médium LHC-9, do kterého bylo pridano
odpovidajici mnoZstvi Geneticinu, aby jeho vysledna koncentrace v kultiva¢nim médiu
byla 50 pg/ml. Pripravené kultivacni médium LHC-9 bylo temperovano na 37°C ve vodni

lazni.

Bunky v kryozkumavce z hlubokomraziciho boxu byly rozmraZeny ve vodni 1azni
(37°C) a poté pievedeny do sterilni zkumavky Falcon. Objem bunécné suspenze byl 1 ml.
Postupné byl po 1 minuté pridavan vzristajici objem temperovaného média LHC-9
podle tabulky ¢. 3.1 na strané 26. Diky tomu se burlky mohly adaptovat na zménu

osmolality a pH.

Tabulka ¢. 3.1: Objem priddvaného média do 1 ml bunécné suspenze.

Cas /min 0 |1 |2 |3 |4 |5 |6 (7 |8 |9

Objem pfidavaného| o1 012 (0,15 |0,19 (0,26 0,36 |0,52 | 0,86 | 1,69 | 4,75
média /ml

Bunécna suspenze byla centrifugovana pii 1000 RPM 5 minut (centrifuga Hettich
Universal 320R). Vznikla peleta byla resuspendovana v odpovidajicim mnoZstvi
pripraveného kultiva¢niho média LHC-9 a prevedena do kultiva¢ni nddoby (s povrchem
25/75 cm?) potazené kolagenem (viz kapitola 3.2.6). Kultiva¢ni nadoba byla uloZena do
inkubatoru. Maly alikvot bunécné suspenze byl odebran pro urceni poctu bunék a

stanoventi jejich viability pomoci trypanové modri (viz kapitola 3.2.5).

3.2.3 Subkultivace bunécnych linii

Subkultivace, neboli ,pasaz“, bunécnych linii NuLi-1 a CuFi-1 byla provedena
vzdy po 7 dnech kultivace bunék. To odpovida dobé, kdy buiiky pokryji cely kultivacni
povrch kultiva¢ni nadoby a vytvori konfluentni vrstvu. Kazdé 2 - 3 dny bylo vyménéno
kultivacni médium, aby mély bunky dostatecny prisun Zivin. Kultiva¢ni médium LHC-9
bylo pripraveno stejnym zptsobem, ktery je uveden v kapitole 3.2.2. Pfed piridavkem do
kultiva¢ni nadoby bylo nejprve toto médium temperovano na 37°C.
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Z konfluentni vrstvy bunék bylo tedy nejprve odebrano kultiva¢ni médium LHC-9.
Nasledné byly bunky prevrstveny 2 - 3 ml 0,25% trypsinu s EDTA (0,53 mM). Trypsin
s EDTA byl s buiikami ponechan po dobu 5-10 minut pti 37°C v inkubatoru. Plisobeni
trypsinu bylo zastaveno pridavkem 1% FBS, které bylo pridano ve stejném mnoZstvi
jako trypsin s EDTA, priblizné tedy 2 - 3 ml. Povrch kultiva¢ni nadoby byl nékolikrat

oplachnut, aby doslo k uvolnéni veskerych bunék.

Suspenze bunék byla prevedena do 15ml zkumavky Falcon a centrifugovana pri
1000 RPM 5 minut (centrifuga Hettich Universal 320R). Po odstranéni supernatantu
byla vznikla peleta resuspendovana v1 ml nové piipraveného kultiva¢niho média
LHC-9. Z této bunécné suspenze bylo odebrano pro dalsi kultivaci 75 - 150 pl (priblizné
5-10° bunék) do novych kultivacnich nadob potazenych kolagenem, do kterych bylo
predem umisténo odpovidajici mnoZstvi kultivatniho média LHC-9. Z bunéc¢né suspenze
byl dale odebran maly alikvot pro urceni poctu bunék a stanoventi jejich viability, viz

kapitola 3.2.5.

Pro naslednou kultivaci bunécné linie NuLi-1 je vhodné odebrat vétSi mnozstvi
bunécné suspenze, priblizné o 15 - 20 pl vice, neZ pro kultivaci bunéc¢né linie CuFi-1,
protoZe bunécna linie NuLi-1 ma dels$i dobu zdvojeni (viz kapitola 3.2.1). Vhodny objem
kultivacniho média v kultivacni nddobé s povrchem 25 cm? je 5 - 10 ml, pro kultiva¢ni

nadobu s povrchem 75 cm? je to pak 15 - 16 ml tohoto média.

3.2.4 Zamrazeni bunécnych linii
Jak jiz bylo feCeno, bunécné linie se dlouhodobé uchovavaji zamrazené v -80°C
nebo vtekutém dusiku. Kromé uchovani bunécné linie zajistuje zamrazeni také

uchovani genetického vybaveni bunék.

Bunécné linie byly ,pasazovany* klasickym zptlisobem, ktery je popsan v kapitole
3.2.3. Vznikla peleta byla centrifugacné promyta ptri 1000 RPM 5 minut (centrifuga
Hettich Universal 320R) pomoci fosfatového pufru (PBS). Pufr PBS byl pripraven
rozpuSténim 1 tablety PBS v 0,5 | destilované vody. Konecna peleta bunék byla
resuspendovana v zamrazovacim médiu, které obsahovalo médium LHC-9, 30% roztok
FBS (v/v) a 10% roztok DMSO (v/v). Tato bunécna suspenze byla poté alikvotovana po

1 ml do pripravenych a radné oznacCenych kryozkumavek. Uzaviené kryozkumavky byly
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umistény do zamrazovaciho boxu Nalgene™ Cryo 1°C Freezing Container, ktery ma
garantované postupné ochlazovani 1°C za minutu. Pfes noc byly kryozkumavky

umistény do hlubokomraziciho boxu.

3.2.5 Stanoveni poctu a viability bunék pomoci barveni trypanovou
modii

Pro urceni poctu bunék v suspenzi bylo vyuZito barveni trypanovou modfi. Pro
toto stanoveni byla vyuzita Blirkerova komirka, neboli hemocytometr, ktera byla
umisténa pod mikroskop Motic. Bunéc¢na suspenze ziskana z ,pasaze” byla smichana
vpoméru 1:1 s 0,4% (w/v) trypanovou modii (20 pl bunécné suspenze a 20 pl
trypanové modri). Z obarvené suspenze bylo odebrano 20 pl a toto mnoZstvi bylo
pipetovano na ¢tvercovou mrizku Biirkerovy komurky. Tato komiirka byla umisténa pod
mikroskop a bunky byly pocitany. Vzdy bylo pocitano 5 velkych ¢tverct z celkovych 9,
kde se kazdy velky ¢tverec sklada z dalsich 16 malych ¢tvercl (4x4). U téchto malych
¢tverci byly pocitany pouze buiniky na hornim a pravém okraji, aby nebyly nékteré
z bunék pocitany vicekrat. Pocitany byly pouze Zivé bunky, tedy ty, které nebyly

obarveny na modro.

Redéni bylo provadéno tak, aby celkové mnoZstvi poéitanych bunék v 5 &tvercich

bylo priblizné 50-100, coZ vede k pfesnéjsimu vysledku.

Pro stanoveni celkového poctu bunék n byl pouzit vztah:

n = pocet bunék ve velkém Ctverci x redéni x 10 000

3.2.6 Priprava kultivacnich nadob potaZenych kolagenem

Bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 vyZaduji pro svou kultivaci specificky povrch
potazeny kolagenem. Je to z toho dlivodu, Ze na tento povrch buiiky 1épe ptisednou. Byl
pouzit kolagen typu IV zlidské placenty. Zasobnim roztokem byl roztok kolagenu IV
v 0,25% kyseliné octové (v/v) s vyslednou koncentraci 1,8 mg/ml. Tento zasobni roztok

byl uchovavan v chladu ve sklenéné lahvicce.

Zasobni roztok byl redén pufrem PBS tak, aby jeho vysledna koncentrace byla
60 pg/ml. Pripraveny roztok byl prefiltrovan ptes 0,22um filtr. Prefiltrovany roztok byl
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poté nanasSen do nadob urcenych pro kultivaci bunék. Do kultivacni nadoby s povrchem
25 cm?, resp. 75 cm? byly nanaSeny 2 ml, resp. 4-5 ml roztoku kolagenu o koncentraci
60 pg/ml. Takto pripravené nadoby byly inkubovany pres noc, tedy priblizné
12 - 18 hodin, za laboratorni teploty v laminarnim boxu. Bylo nutno zajistit, aby byl

roztokem kolagenu pokryt cely kultiva¢ni povrch nadoby.

Po inkubaci byl roztok kolagenu odebran a kultiva¢ni nddoby byly ponechany
vyschnout v laminarnim boxu. Poté byly kultiva¢ni nddoby promyty 2 - 3x pufrem PBS a
ponechany vlaminarnim boxu pfi pokojové teploté vyschnout dnem vzhiru. Je nutno
ponechat kultivacni nadoby obracené dnem vzhiiru, aby se na kultivacnim povrchu
nevytvarely krystalky PBS. VysuSené kultivacni nadoby byly sterilizovany v laminarnim

boxu pod UV osvétlenim minimalné 2 hodiny, 1épe vsak pres noc.

Kultivacni nadoby byly po sterilizaci pres vitko zataZeny parafilmem a

skladovany v chladu. Pred dal$im pouZitim byly vZdy jednou promyty pufrem PBS.

3.3 Studium transportu chloridovych ionti u bunécnych linii

NulLi-1 a CuFi-1

Jako fluorescen¢ni indikator bylo v této praci vybrano barvivo MQAE, neboli
N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxychinolin. MQAE je vhodné barvivo ke stanoveni
koncentrace chloridovych iontt, jehoZz fluorescence je témito ionty zhaSena a ke kterym

je citlivéjsi nez barvivo SPQ [56].

Transport chloridovych ionti byl méfren dvéma zptlisoby. V prvnim ptipadé bylo
stanovovano mnoZstvi uvolnénych chloridovych ionti bunéénymi liniemi NuLi-1 a CuFi-
1 do pufru obsahujiciho MQAE. V druhém pripadé byly uvedené bunécné linie primo
obarveny MQAE a byl stanovovan ubytek chloridovych iontl uvnitt bunky.

Fluorescence byla ve vSech pripadech mérena na spektrofluorimetru Tecan
Infinite M200 Pro v programu i-control 1.8. Pro inkubaci bunék byl vyuZit CO2 inkubator
ShellLab s teplotou 37°C.
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3.3.1 Stanoveni chloridovych iontii uvolnénych bunécénymi liniemi

NuLi-1 a CuFi-1 do pufru obsahujiciho MQAE

Slou¢enina MQAE patii mezi fluorescencni barviva na bazi chinolinu. Jeji excitacni
a emisni vlnova délka je 350 nm, resp. 460 nm, jedna se tedy o modie fluoreskujici
slouceninu [47]. Pro méreni na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro byly
excitatni a emisni vlnova délka optimalizovany. Méreni byla provadéna pri excitacni

vinové délce 362 nm a emisni vinové délce 452 nm prti hornim Cteni desticky (bez vicka).

Princip tohoto stanoveni je nasledujici: bunécné linie jsou inkubovany s pufrem
SR* (sloZeni uvedeno v kapitole 3.3.1.1) s vysokym obsahem chloridovych iontii, aby
doslo k nasyceni bunék témito ionty. Po inkubaci je tento pufr nahrazen pufrem SR-
(sloZzeni uvedeno v kapitole 3.3.1.1), u néhoz jsou misto chloridovych iontd pritomny
ionty dusi¢nanové, které nezhaseji fluorescenci barviva MQAE obsaZeného v tomto
pufru. Dochazi k uvolnéni chloridovych iontli z bunék do pufru SR-, kde tyto ionty zhasi
fluorescenci MQAE, kterd je poté mérena na spektrofluorimetru v raznych casovych

intervalech.

3.3.1.1 SloZeni pufrii pouZitych pro studium transportu chloridovych iontii
Oba tyto pufry byly pripraveny v destilované vodé. SloZeni pufru SR* je uvedeno

v tabulce ¢. 3.2 na strané 30, sloZeni pufru SR- je uvedeno v tabulce ¢. 3.3 na strané 31.

Vysledné pH u obou pufri mélo hodnotu 7,4 [57].

Tabulka €. 3.2: SloZeni pufru SR* - pufr obsahujici chloridové ionty (,,Chloride containing
standard ringer”).

M (g/mol) ¢ (mM)
NaCl 58,44 140
KCl 74,55 5
CaCl;-2 H;0 146,98 1,5
MgCl-6 H,0 203,30 1
HEPES 238,30 5
D-glukosa 198,17 5
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Tabulka ¢. 3.3: SloZeni pufru SR- - pufr bez chloridovych iontii (,Chloride free standard
ringer”).

M (g/mol) ¢ (mM)
NaNOs3 84,99 140
KNO3 101,10 5
Ca(NOs)2 164,09 1,5
Mg(NOs)2 256,41 1
HEPES 238,30 5
D-glukosa 198,17 5

3.3.1.2 Ur¢eni Stern-Volmerovy konstanty
Pro stanoveni Stern-Volmerovy konstanty ve vodném roztoku bylo vyuZito

meéreni zhaseni fluorescence MQAE v zavislosti na zndmé koncentraci chlorid [34].

Na desticku CellStar (Greiner) s 96 jamkami byly pipetovany do sloupcti 1 - 12
fedici radou vodné roztoky NaCl tak, aby jejich kone¢na koncentrace byla v rozsahu
0 -4000 puM. Poté byly pipetovany do fad A - H vodné roztoky MQAE tak, aby jejich
konec¢na koncentrace byla v rozsahu 0 - 300 pM, které byly ptripraveny téz redici radou.
Vysledné koncentrace obou latek v jamkach desticky jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.4 na

strané 31. Vysledny objem v jamkach byl 200 pl.

Tabulka ¢. 3.4: Vysledné koncentrace MQAE a NaCl v roztoku.

Koncentrace

MQAE /uM 0 |47 |94 |19 |38 |75 |150(300

Koncentrace |, |39 |75 116 |31 |63 [125|250|500 |1000|2000 4000
NaCl /uM

Fluorescence MQAE na desti¢ce byla méfena na spektrofluorimetru Tecan

Infinite M200. Pro urceni Stern-Volmerovy konstanty byla pouZita nasledujici rovnice:
Fo
- =1+ Ky -[0Ql, (1),

kde Fy je fluorescence bez pritomnosti zhaSedla, F je fluorescence v pritomnosti
zhaSedla, [Q] je koncentrace zhaSedla udavana v mol/dm3 a Ksv je Stern-Volmerova
konstanta udavana v (mol/dms3)-1. Ze smérnice grafu zavislosti (Fo/F - 1) na koncentraci

Cl- ionti byla urcena Stern-Volmerova konstanta [47].
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3.3.1.3 Vliv koncentrace bunéc¢nych linii NuLi-1 a CuFi-1 na fluorescenci MQAE
Vramci optimalizace metody bylo potfeba pro dalSi experimenty stanovit

vhodnou koncentraci bunék v jamkach desticky.

Byla pouzita desticka CellBind (Corning) s 96 jamkami. Byly zvoleny tfi rizné
koncentrace bunék, a to 2.103, 2:10* a 2-10°> bunék na jamku. Kontrolni skupina
obsahovala pouze kultivacni médium bez bunék. Kazda testovana skupina obsahovala

2 jamky.

Do jamek desticky byly nasazeny bunécné linie o dané koncentraci. V kazdé jamce
bylo 200 pl kultivacniho média. Po 3 dnech bylo kultiva¢ni medium odstranéno a burky
dvakrat promyty 200 pl pufru SR*, jehoZ sloZeni je uvedeno v kapitole 3.3.1.1, potreti
bylo 200 pl pufru SR* s butikami inkubovano po dobu 20 minut. Po této inkubaci byly
bunky tfikrat promyty 200 pl pufru SR, jehoZ sloZeni je také uvedeno v kapitole 3.3.1.1.
Pfi tretim promyti bylo do pufru SR- pridano barvivo MQAE tak, aby jeho vysledna
koncentrace byla 37,5 uM v 200 pl pufru (pridano 22 pl 0,34mM zasobniho roztoku
MQAE ke 178 ul pufru SR). lhned byla mérena fluorescence MQAE na

spektrofluorimetru pti optimalnim nastaveni v rtiznych ¢asovych intervalech.

3.3.1.4 Vliv forskolinu na transport chloridovych iontii u bunécnych linii NuLi-1 a
CuFi-1

Forskolin patfi mezi agonisty cAMP, zvySuje jeho koncentraci v buiikdch a tim
ovliviiuje otevirani kanalu CFTR [4, 34, 35]. Forskolin byl vybran pro ovéreni, zda jsou

chloridové ionty uvoliiovany z buniky prostiednictvim CFTR kanalu.

Forskolin patfi mezi nepolarni latky. Miize byt rozpustén v nékterych
organickych rozpoustédlech, jako je napt. DMSO [58]. Proto byl nejprve forskolin
rozpus$tén v DMSO (koncentrace forskolinu byla 3,2 mM) a poté zfedén SR- pufrem, aby
nedoslo k naruseni Zivotaschopnosti bunék, vysledna koncentrace DMSO v jamkach byla

0,3 % (v/v).

Bunécné linie byly vysety v koncentraci 2:10% bunék na jamku. Objem
kultivacniho média v kazdé jamce byl 200 pl. Kazda testovana skupina obsahovala dvé

jamky. Po vytvoreni konfluentni vrstvy bylo kultiva¢ni médium odebrano a buiiky byly
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promyty stejnym zplsobem, ktery je popsan v kapitole 3.3.1.3. U kazdé bunécné linie o
dané koncentraci byla prvni skupina promyta 200 pl pufru SR- obsahujicim 37,5uM
MQAE a druha skupina 200 pl pufru SR- obsahujicim mimo 37,5pM MQAE také forskolin
o vysledné koncentraci 10 uM (pridano 6,3 pl 0,32mM zasobniho roztoku forskolinu
k 193,7 pl pufru SR- obsahujicimu 37,5uM MQAE). Kontrolni testovana skupina byla
zpracovana stejnym zplsobem, ale neobsahovala buiiky. Fluorescence MQAE byla

meéfena na spektrofluorimetru v riiznych casovych intervalech.

3.3.1.5 Zpracovani dat
Pii zpracovani namérenych dat byla uvadéna relativni fluorescence, ktera byla

pocitana jako rozdil namérené hodnoty fluorescence a hodnoty fluorescence pozadi
(autofluorescence pufru). Pro kontrolu, zda se fluorescence MQAE neméni s ¢asem a
jako porovnani ovlivnéni fluorescence MQAE chloridovymi ionty uvolnénymi z buriky,
byla v celém Casovém useku mérena fluorescence 37,5uM MQAE v pufru SR- v jamkach
desticky kontrolni skupiny neobsahujici buriky. Ziskana data v ramci kazdé skupiny byla

zprumeérovana a byla ur¢ena smérodatna odchylka priimérné hodnoty.

3.3.2 Studium transportu chloridovych iontii bunécnymi liniemi

obarvenymi MQAE

Pfi této metodé bylo fluorescenc¢ni barvivo MQAE pred vlastnim experimentem
inkubovano s burikkami, aby doSlo kjejich obarveni touto slouceninou. Fluorescen¢ni
barvivo, které neproniklo do butiky, bylo odstranéno spolu s kultivacnim médiem.
Bunky byly po inkubaci promyty pufrem SR* a nasledné pufrem SR- (sloZeni viz kapitola
3.3.1.1). Principem tohoto stanoveni je, Ze by nasledné uvolnéni chloridovych ionti
zbunék mélo zplsobit zvysSeni fluorescence obarvenych bunék vlivem sniZeni
koncentrace chloridovych iontd. Tato metoda byla upravena a dale optimalizovana na

zakladé jiz drive popsané metody [59].
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3.3.2.1 Vliv koncentrace MQAE na obarveni bunécné linie CuFi-1
Byly zvoleny riazné koncentrace MQAE - 0, 2, 5, 10 a 15 mM. Kazda testovana

skupina obsahovala 3 jamKky.

Bunécna linie CuFi-1 byla nasazena na 96jamkovou desticku v koncentraci
2:104bunék v 200 pl kultivaéniho média na jamku. Po vytvoreni konfluentni vrstvy bylo
ptivodni kultivacni médium vyménéno za nové, ve kterém byla obsaZena vzdy dana
koncentrace MQAE. Takto pfipravené bunécné linie byly s barvivem MQAE inkubovany
pires noc. Fluorescen¢ni barvivo, které neproniklo do buiiky, bylo odstranéno spolu
s kultivacnim médiem. Buiiky byly promyty tfikrat 200 pl pufru SR+, ve kterém byly
nasledné inkubovany 5 minut pii 37°C. Poté byly jamky promyty trikrat 200 pl pufru SR

a ihned byla mérena fluorescence bunék v rtiznych ¢asovych intervalech.

3.3.2.2 Obarveni bunéc¢né linie CuFi-1 10mM MQAE v zavislosti na ¢ase
Byly urceny nasledujici ¢asové intervaly - 0, 2, 4, 6, 8, 12 a 24 hodiny. Buné¢na

linie CuFi-1 byla nasazena na 24jamkovou desticku CellBind (Corning) v koncentraci
5,5:105 bunék v 750 pl kultivatniho média na jamku. Po vytvoreni konfluentni vrstvy
bylo bunikkdm vyménéno plivodni kultiva¢ni médium za nové, ve kterém bylo obsazeno
barvivo MQAE v koncentraci 10 mM. Fluorescenc¢ni barvivo, které neproniklo do buriky,
bylo odstranéno spolu s kultivacnim médiem. V uvedenych ¢asovych intervalech byla po
promyti bunék 750 pul PBS mérena fluorescence MQAE a provedeno stanoveni viability

bunék, viz kapitola 3.3.2.3.

3.3.2.3 Stanoveni viability bunék
Stanoveni viability bunék bylo provedeno soucasné s mérenim Casové zavislosti

vlivu obarveni bunécné linie CuFi-1 10mM MQAE, které je uvedeno v kapitole 3.3.2.3.

Bunécné linie CuFi-1 byly ,pasdzovany” stejnym zpiisobem, ktery je uveden
v kapitole 3.2.3 s nasledujici modifikaci: objem pridaného trypsinu s EDTA na jamku byl
150 pl a objem 1% FBS byl 250 pl. Viabilita bunék byla stanovena po jejich obarveni
barvou Trypan Blue za pouziti Blirkerovy komirky zptsobem uvedenym v kapitole

3.2.5. Byly pocitany jak Zivé, tak mrtveé bunky a poté byla stanovena viabilita bunék.
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3.3.2.4 Stanoveni transportu chloridovych iontit u bunécnych linii NuLi-1 a CuFi-1
obarvenych MQAE
Bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 byly nasazeny v obvyklé koncentraci 2-104 bunék

na jamku. Kazda jamka obsahovala 200 pl kultivacniho média. Po vytvoreni konfluentni
vrstvy bylo vyménéno plivodni kultiva¢ni médium za nové, ve kterém bylo obsaZeno
barvivo MQAE v koncentraci 10 mM. Bunky byly s MQAE inkubovany pres noc. Kazda

testovana skupina obsahovala 3 jamky.

Aby bylo prokazano, Ze je stanovovan transport chloridovych iontd, byly
testovany ndsledujici skupiny: (a) prvni skupina obsahovala bunécné linie obarvené
MQAE, které byly promyty zptisobem uvedenym v kapitole 3.3.2.1, (b) druha skupina
obsahovala bunécné linie obarvené MQAE promyté pouze 200 pl pufru SR*. Kontrolni

skupina obsahovala burnky, které nebyly obarveny MQAE (autofluorescence bunék).

Po promyti bunék byla ihned na spektrofluorimetru mérena fluorescence MQAE

v raznych ¢asovych intervalech.

3.3.2.5 Stanoveni vlivu forskolinu na transport chloridovych iontii u bunécnych linii
Nuli-1 a CuFi-1 obarvenych MQAE
Bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 byly nasazeny a inkubovany s barvivem MQAE

stejnym zplsobem, jako v predchozi kapitole. Kazda testovana skupina obsahovala 3
jamky. Kontrolni skupina obsahovala bunky, které nebyly obarveny MQAE

(autofluorescence bunék).

Byly testovany skupiny obsahujici bunécné linie obarvené MQAE, které byly
promyty nasledujicimi zptsoby: (a) prvni skupina byla trikrat promyta 200 ul pufru SR+,
5 minut stimto pufrem inkubovana a nasledné trikrat promyta 200 pl pufru SR,
(b) druha skupina byla trikrat promyta 200 pl pufru SR*, 5 minut stimto pufrem
inkubovdna a néasledné trikrat promyta 200 ul pufru SR-, ktery pii tfetim promyti
obsahoval 10uM forskolin (pridano 6,3 pl 0,32mM zasobniho roztoku forskolinu
k 193,7 ul pufru SR-), (c) treti skupina byla trikrat promyta 200 pl pufru SR* obsahujicim
10pM forskolin, 5 minut s timto pufrem inkubovana a nasledné trikrat promyta 200 pl
pufru SR-, ktery pri tretim promyti obsahoval 10uM forskolin. Thned poté byla na

spektrofluorimetru mérena fluorescence MQAE v raznych ¢asovych intervalech.
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3.3.2.6 Vliv riiznych koncentraci forskolinu na bunéc¢né linie NuLi-1 obarvené 10 mM
MQAE
Byly pouZity nasledujici koncentrace forskolinu obsaZeném v pufru SR- -0, 0,5, 1,

5 a 10 pM. Byla pouzita desticka CellBind s 96 jamkami. Kazda testovana skupina

obsahovala 8 jamek.

Bylo postupovano stejnym zptisobem uvedenym v kapitole 3.3.2.1. Pri poslednim
promyti bunék jiz byl v pufru SR- pritomen forskolin v dané koncentraci. Nasledné byla

méfena fluorescence MQAE na spektrofluorimetru v rtiznych ¢asovych intervalech.

3.3.2.7 Zpracovani dat
Pfi zpracovani namérenych hodnot byla vidy fluorescence pozadi

(autofluorescence bunék) odectena od namérené hodnoty fluorescence. Data jsou dale
prezentovana jako prirtstek fluorescence dané rozdilem fluorescence F: namérené
v Case t a pocatec¢ni fluorescence Fo namérené v case 0 min. Ziskana data v ramci kazdé

skupiny byla zprimérovana a byla ur¢ena smérodatna odchylka priimérné hodnoty.
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4. Vysledky a diskuze

Cysticka fibréza patii mezi geneticky podminéna onemocnéni. Podstatou nemoci
je chybné fungovani proteinu CFTR, jehoZ hlavni funkci je sekrece chloridovych ionti z
bunikky. Optimalizace vybraného modelového systému pro studium transportu
chloridovych iontd je proto piinosna pro studium aktivity tohoto kandlu a tim i pro

studium cystické fibrézy.

V predkladané praci byly pouZity bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1. Tyto bunécné
linie jsou komer¢né dostupné (firma ATCC®). Jedna se o imortalizované bunéc¢né linie
z plicniho epitelu. Bunécna linie NuLi-1 je od zdravych pacientti, doba zdvojeni bunék je
priblizné 43 hodin. Bunéc¢na linie CuFi-1 je od pacienti trpicich cystickou fibrézou
s nejbéznéjsi mutaci F508del, doba zdvojeni bunék je piiblizné 26 hodin. Jak jiz bylo
zminéno driive, u bunécné linie CuFi-1 nedochazi k expresi CFTR proteinu a proto je
transport chloridovych ionti omezen [51, 52]. Po rozmrazeni byla viabilita obou téchto
linii priblizné 70%, avSak po nasledujicich dvou subkultivacich byla jejich viabilita uz
témér vzdy 100%. Dulezité je také zminit, Ze pocet subkultivaci obou téchto bunécnych
linii by nemél presdhnout patnact, protoze poté muze dojit ke zméné vlastnosti a
viability téchto bunécnych linii. Se stafim bunécné kultury miize byt ovlivnén
napr. pocet nebo aktivita iontovych kanalt, tedy i CFTR kanalu [59]. S bunécénymi liniemi
bylo pracovano v okamZiku, kdy vytvorily konfluentni vrstvu. Konfluentni vrstva
uvedenych bunécnych linii je zobrazena na obrazku ¢. 4.1 na strané 38. Snimky byly
porizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U, filtr 31001 FITC C87701, kamera
PixelLINK, rozliSeni LWD 40x /0,4, v programu NIS-Elements AR 2.30.
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Obrazek ¢. 4.1: Mikroskopické snimky konfluentni vrstvy bunécnych linii a) NuLi-1
a b) CuFi-1. Fotografie byly porizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U, filtr
31001 FITC C87001, kamera PixelLINK, rozliSeni LWD 40x /0,4, v programu NIS-
Elements AR 2.30, byl pouZit.

4.1 Studium transportu chloridovych iontti u bunécnych linii

NulLi-1 a CuFi-1

Stanoveni schopnosti CFTR kanalu transportovat chloridové ionty je povazZovano
za jediny vhodny zptlisob, jak stanovit jeho aktivitu. Pro toto stanoveni byla
v predkladané praci vybrdna metoda fluorescen¢niho znaceni, ktera byla
optimalizovana. Tato metoda byla zvolena diky nasledujicim vyhodam fluorescenc¢nich
indikatorii: snadna manipulace ve srovnani s voltametrickymi metodami, neinvazivnost
a nizka toxicita vii¢i bunitkdm a moZnost méreni rychlych transporti chloridovych iontt
pfes membranu. Jako fluorescencni indikator bylo zvoleno barvivo MQAE, neboli
N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxychinolin, které je nejcitlivéjsi fluorescencni

slouceninou viici chloridovym iontlim, ktera byla doposud navrzena [35, 42, 48].

Barvivo MQAE poskytuje fluorescenci v modré casti spektra, ktera je métrena pri
excitacni vinové délce 350 nm a emisni vinové délce 460 nm [47]. Fluorescence tohoto
barviva byla méfena na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro v programu
i-control 1.8, pro ktery bylo nastaveni vinovych délek v ramci této prace optimalizovano.
Z namétenych maxim fluorescencnich spekter barviva MQAE byla urCena excitacni

vlnova délka pti 362 nm a emisni vinova délka pti 452 nm. Desticka CellBind (Corning),
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resp. Cellstar, byla vZdy ctena shora bez vicka, hodnota ,gain“ (velikost zesileni) byla

optimalizovana pro kazdé méreni zvlast.

V ramci vyvoje optimalni metody pro studium transportu chloridovych iontl u
bunécnych linif NuLi-1 a CuFi-1 pomoci fluorescen¢niho barviva MQAE byly testovany
dva zplsoby méieni tohoto transportu a to stanoveni mnoZstvi chloridovych ionti

uvolnénych z bunky a stanoveni jejich mnozZstvi pfimo v burice.

4.1.1 Stanoveni chloridovych iontii uvolnénych buné¢nymi liniemi
NuLi-1 a CuFi-1 do pufru obsahujiciho MQAE

V prvnim pripadé byly nejprve bunécné linie promyty a inkubovany s pufrem SR+
s vysokym obsahem chloridovych iontd. Diky tomu doslo k nasyceni bunék témito ionty.
Nasledné byl pufr SR* vyménén za pufr SR-, ktery misto chloridovych iontii obsahuje
ionty dusi¢nanové, které nezhaseji fluorescenci barviva MQAE, které je do tohoto pufru
ptridano. Uvolnéni chloridovych iontli buiikou do pufru SR-, ktery obsahuje MQAE, by
mélo zhaSet fluorescenci tohoto barviva. Tato hypotéza byla v nasledujicich

experimentech testovana.

4.1.1.1 Vybér vhodné koncentrace MQAE a urceni Stern-Volmerovy konstanty
Nejprve byla testovana citlivost fluorescen¢niho barviva MQAE vic¢i rliznym
koncentracim chloridovych iontii, aby mohla byt vybrana vhodna koncentrace MQAE

reagujici na nizké koncentrace téchto iontti uvolnénych bunécnou kulturou.

Na obrazku ¢. 4.2 na strané 40 je zobrazena zavislost relativni fluorescence MQAE
na koncentraci chloridovych iontd pri riiznych koncentracich tohoto barviva ve vodném
prostfedi. Méreni bylo provedeno na spektrofluorimetru pii hodnoté ,gain“ 52.
Z obrazku je patrné, Ze se vzrlstajici koncentraci chloridovych iontd dochazi

k hyperbolickému poklesu fluorescence MQAE zpiisobené zhdSenim témito ionty.
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Zavislost relativni fluorescence MQAE na koncentraci
Cl- iontt pfi raznych koncentracich MQAE
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Obrazek €. 4.2: Zdvislost relativni fluorescence MQAE na koncentraci chloridovych
iontll pri riiznych koncentracich tohoto barviva ve vodném prostredi, Méreni
fluorescence bylo provedeno na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro pri
excita¢ni vilnové délce 362 nm a emisni vinové délce 452 nm. Desticka CellBind

byla ¢tena shora bez vicka pti hodnoté , gain“ 52.

Ze zavislosti relativni fluorescence MQAE na jeho koncentraci pii nulové
koncentraci chloridovych iontf, ktera je znazornéna na obr. 4.3 na strané 41, je patrné,
Ze tato zavislost je linedrni ptiblizné do hodnoty koncentrace MQAE 37,5 puM. Tato
zménu koncentrace chloridovych iontd. Proto byla tato koncentrace MQAE vybrana pro

dalsi experimenty.

40




Zavislost relativni fluorescence MQAE na jeho
koncentraci pfi nulové koncentraci chloridovych iontt
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Obrazek ¢. 4.3: Zdvislost relativni fluorescence MQAE na jeho koncentraci pri
nulové koncentraci chloridovych iontii ve vodném prostredi. Méreni fluorescence
bylo provedeno na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro pii excitacni
vinové délce 362 nm a emisni vinové délce 452 nm. Desticka CellBind byla ¢tena

shora bez vicka pri hodnoté ,gain“ 52.

Pro zvolenou koncentraci barviva MQAE byla stanovena Stern-Volmerova

konstanta. Pro urceni Stern-Volmerovy konstanty byla pouzita nasledujici rovnice:

F—;= 1+ Kg-[0Q], (1),

kde Fy je fluorescence bez pritomnosti zhasedla, F je fluorescence v pritomnosti
zhasSedla, [Q] je koncentrace zhasedla udavana v mol/dm3 a Ksy je Stern-Volmerova
konstanta udavana v (mol/dms3)-1. Jak jiZ bylo zminéno, tato rovnice popisuje vztah mezi
zhaSenim fluorescence barviva a koncentraci zhasedla, v tomto pripadé chloridovych
iontl. Stern-Volmerova konstanta je tedy pirevracenou hodnotou koncentrace zhasedla,
ktera zpusobi 50% pokles ve fluorescenci [40, 47]. Graf zavislosti (Fo/F - 1) na
koncentraci chloridovych iontt je zobrazen na obrazku ¢. 4.4 na strané 42. Z literatury je

pro MQAE znama hodnota Stern-Volmerovy konstanty 200 M-1 [47]. Ze smérnice rovnice
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uvedené primky byla urcena Stern-Volmerova konstanta, kterd ma hodnotu 213+6 M-
Stanovena hodnota Stern-Volmerovy konstanty MQAE se lisi od hodnoty, ktera je
uvedena v literatuie. Tato chyba mohla byt pravdépodobné zpilisobena nepiesnym

pipetovanim.

Zavislost (F,/F - 1) na koncentraci chloridovych iontl
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Obrazek ¢. 4.4: Zdvislost (Fo/F-1) na koncentraci chloridovych iontii v roztoku.
Méreni fluorescence bylo provedeno na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200
Pro pri excita¢ni vinové délce 362 nm a emisni vinové délce 452 nm. Desticka

CellBind byla ¢tena shora bez vicka pti hodnoté ,gain“ 52.

4.1.1.2 Vliv koncentrace bunéc¢nych linii NuLi-1 a CuFi-1 na fluorescenci MQAE
V dal$im kroku byla optimalizovana vhodna koncentrace bunéc¢nych linii NuLi-1
a CuFi-1 pro studium transportu chloridovych iontd. Byly zvoleny tfi rtizné koncentrace

bunék a to 2-103, 2-10% a 2-10> bunék na jamku v desti¢ce CellBind s 96 jamkami.

Fluorescence MQAE byla mérena na spektrofluorimetru pri hodnoté ,gain“ 49.

Pii koncentraci 2:103 bunék na jamku nedoslo k dostatecnému pokryti povrchu
jamky ani po sedmi dnech a tim padem nebylo ziskano dostate¢né mnozstvi
chloridovych iontt, které by ovlivnily fluorescenci MQAE. Pti koncentraci 2-104 bunék
na jamku se konfluentni vrstva bunék vytvorila pribliZzné po trech dnech. Pri nejvyssi

koncentraci 2:105 bunék na jamku bylo naopak v jamce piitomno pfili§ mnoho bunék,
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bunky byly tzv. ,prerostlé”. Nékteré z téchto bunék neprisedaly ke dnu jamky a byly
odmyty pri promyti pufrem. Pro nasledujici méreni byla proto zvolena koncentrace
bunék 2:104 bunék na jamku v desticce s 96 jamkami, doba kultivace bunécnych linii do

vytvoreni konfluentni vrstvy byla priblizné tri dny.

Obrazek ¢. 4.5a, resp. 4.5b na strané 44, resp. 45 zobrazuje stanoveni mnoZzstvi
uvolnénych chloridovych iontd bunéénymi liniemi NuLi-1, resp. CuFi-1 (2:10% bunék na

jamku) do pufru obsahujiciho MQAE.

Z grafu na obrazku ¢. 4.5a je patrné, Ze fluorescence MQAE v pufru SR- bez
pritomnosti bunék, kterda slouZila jako kontrola, se scasem neméni. Naopak
v pritomnosti bunék linie NuLi-1 dochazelo kpoklesu fluorescence vlivem
uvolitovanymi chloridovych iontd z buiiky do pufru obsahujiciho 37,5uM MQAE, coZ by
potvrzovalo zminénou hypotézu. Avsak pii tomto stanoveni dochazelo k radé problémi.
Nebylo moZno méftit vice vzorkl najednou, nebot zalezelo na tom, aby ihned po promyti
pufrem SR-byla zmérena fluorescence, nedochazelo k ¢asové prodlevé a byla zachycena
dynamika uvolnéni chloridovych ionti. Méreni bylo bohuZel v mnoha pripadech
nereprodukovatelné. V fadé pripadli dochazelo k poklesu fluorescence MQAE s ¢asem i u
kontrolnich vzorkd. Pri této metodé se stanovuji chloridové ionty vné buriiky, kde je
v pufru obsazeno MQAE, a proto koncentrace a tim i fluorescence MQAE mohla byt
ovlivnéna mnoha faktory; (a) pfi promyvani jamek zaleZi na tom, aby byl dikladné
odebran veskery pufr SR*, protoZe chloridové ionty vtomto pufru mohou nasledné
ovliviiovat stanoveni, (b) fluorescence barviva miize byt také ovlivnéna
napt. molekulami kysliku nebo jinymi cizorodymi latkami, se kterymi toto barvivo,
resp. pufr SR-, prichazi do styku pri promyvani jamek nebo pfi pipetovani [60],
(c) samotnd sloucenina MQAE pronika do bunék, takze miize dojit ke zméné
fluorescence béhem spektrofluorimetrického méreni, kdy jsou burky spole¢né s MQAE.
Tento vliv by se dal odstranit prenesenim pufru obsahujictho MQAE s uvolnénymi
chloridovymi ionty do jiné desticky po danych casovych intervalech, avSak z ¢asovych

divodil nebyl tento experiment proveden.
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Zavislost relativni fluorescence MQAE na uvolnéni ClI-

iontd bunéénou linii NuLi-1
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Obrazek ¢. 4.5a: Zdvislost relativni fluorescence MQAE na uvolnéni chloridovych

iontti bunécnou linii NuLi-1 o koncentraci 2-10* bunék na jamku. Zvolena

koncentrace MQAE byla 37,5 puM. Méreni fluorescence bylo provedeno na

spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro. Excitatni vinova délka méla

hodnotu 362 nm, emisni vinova délka byla 452 nm. Desticka CellBind byla ¢tena

shora bez vicka pti hodnoté ,gain“ 49.

Z grafu na obrazku ¢. 4.5b je vidét, Ze u bunécné linie CuFi-1 nastal jiZ zminény

problém klesajici fluorescence MQAE v kontrolni skupiné neobsahujici bunky. Navic

diky tomu nebylo moZné jednoznac¢né rozhodnout, jestli dochazi k uvoliovani

chloridovych ionti touto bunécnou linif ¢i nikoli.
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Obrazek ¢. 4.5b: Zdvislost relativni fluorescence MQAE na uvolnéni chloridovych
iontti bunécnou linii CuFi-1 o koncentraci 2-10* bunék na jamku. Zvolena
koncentrace MQAE byla 37,5 pM. Smérodatna odchylka nepiesdhla hodnotu
6% priméru. Méreni fluorescence bylo provedeno na spektrofluorimetru Tecan
Infinite M200 Pro. Excita¢ni vlnova délka méla hodnotu 362 nm, emisni vlnova

délka byla 452 nm. Desticka CellBind byla ¢tena shora bez vicka pri hodnoté

»gain“ 49.

4.1.1.3 Vliv forskolinu na transport chloridovych iontii u bunéénych linii NuLi-1 a

CuFi-1

Pro potvrzeni sekrece chloridovych iont prostfednictvim CFTR kandlu byla
v predkladané praci pouzita sloucenina forskolin. Tento aktivator CFTR proteinu patfi
mezi agonisty cyklického AMP. Stimuluje enzym adenylat cyklasu, ktera zvySuje
intracelularni koncentraci cAMP. Diky tomu dochdazi k rychlejsi aktivaci protein-kinasy A

a nasledné otevirani CFTR kanalu. Je vSak nutno dat pozor na vyS$si koncentrace

forskolinu (>20 uM), které mohou vést k nespecifickym interakcim [4, 34, 35].

Pri studiu vlivu forskolinu byl pfi poslednim promyti bunék pufrem SR- k tomuto

pufru pridan kromé 37,5uM MQAE také 10uM forskolin. Thned poté byla métrena
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fluorescence MQAE na spektrofluorimetru v zavislosti na case. Diky forskolinu by mélo
dochéazet k vyssi sekreci chloridovych iontli z bunék a tim také ke zvysSeni zhaseni

fluorescence MQAE.

Zavislosti relativni fluorescence MQAE na ¢ase bez a po pridani 10uM forskolinu

pro jednotlivé bunécné linie jsou zobrazeny na nasledujicich obrazcich v této kapitole.

Z grafu na obrazku C. 4.6 (a) na strané 47 je patrné, Ze pokud je u bunécné linie
NuLi-1 kpufru SR- pridan forskolin, dochazi ke sniZeni fluorescence MQAE oproti
pripadu, kdy forskolin k tomuto pufru pridavan neni. To by potvrzovalo zvySenou
sekreci chloridovych iontd prostrednictvim CFTR kanalu. AvSak tato méfeni nebyla
reprodukovatelnda, coZ mohlo byt zpiisobeno jiz zminénymi faktory. Navic doslo vzdy
k ¢tyfrminutové casové prodlevé mezi promytim bunék pufrem SR- a mérenim
fluorescence, proto pokles fluorescence MQAE ve skupinach obsahujicich buniky nemusi
byt priliS patrny. Zaroven je nutno pracovat velmi presné a také velmi rychle. Je tedy
ziejmé, Ze toto stanoveni neni vhodné pro studium vétsiho mnoZstvi vzorkd najednou,

coz je i jeho nevyhodou.

V pripadé studia vlivu forskolinu na buné¢nou linii CuFi-1 nastal jiZ zminény
problém poklesu fluorescence MQAE i v kontrolni skupiné, ktera neobsahovala buriky,
jak je zrejmé zgrafu 4.6 (b) na strané 47. Zuvedeného grafu je dale patrné, Ze
fluorescence MQAE kontrolni skupiny a skupiny obsahujici buiiky, se kromé pocatec¢nich
bodl prilis nelisi. U této bunécné linie nedochazi k expresi CFTR proteinu a tudiz by
forskolin nemél ovliviiovat sekreci chloridovych iontli prostrednictvim CFTR kanalu.

Neni jasné, pro¢ k danému poklesu fluorescence MQAE v pritomnosti forskolinu doslo.

Lze tedy rici, Ze byla prokdzdna mozZnost stanoveni uvolnénych chloridovych
iont ze zvolenych bunécnych linii prostrednictvim této neprimé metody. Avsak toto

stanoveni nebylo reprodukovatelné a neni vhodné k méreni vice vzorkl najednou.
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Obrazek ¢. 4.6: Zdvislost relativni fluorescence MQAE na uvolnéni chloridovych
ionti bunécnou linii a) Nuli-1, b) CuFi-1 o koncentraci 2-10* bunék na jamku
vriiznych casovych intervalech bez a po priddni 10uM forskolinu. Koncentrace
MQAE byla 37,5 uM. Smérodatna odchylka nepiesahla hodnotu 4% praméru.
Méreni fluorescence bylo provedeno na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200
Pro. Excita¢ni vinova délka méla hodnotu 362 nm, emisni vinova délka je 452 nm.

Desticka CellBind byla ¢tena shora bez vicka pti hodnoté ,gain“ 49.
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4.1.2 Studium transportu chloridovych ionti bunéénymi liniemi
obarvenymi MQAE

Ve druhém pripadé byly pred vlastnim experimentem nejprve bunécné linie
inkubovany s fluorescentnim barvivem MQAE, aby doslo k priniku tohoto barviva do
bunék atudiZ kjejich obarveni. Nasledné byly bunécné linie inkubovany stejnym
zplisobem jako v predchozim pripadé, tedy s pufrem SR* svysokym obsahem
chloridovych iontli, aby doSlo k nasyceni bunék témito ionty, a poté byly promyty
pufrem SR- bez pritomnosti chloridovych iontii. Po promyti bunék pufrem SR- by mélo
dojit, jak jiz bylo zminéno, k uvolnéni chloridovych iontti do tohoto pufru. Vlivem snizeni
koncentrace chloridovych iontd uvnitf bunék by mélo dojit k nartistu fluorescence

bunécnych linii obarvenych MQAE. Tato hypotéza byla opét testovana.

4.1.2.1 Vliv koncentrace MQAE na obarveni bunécné linie CuFi-1

Pro vybér vhodné koncentrace barviva MQAE pro obarveni bunécné linie byly
testovany nasledujici koncentrace MQAE: 0, 2, 5, 10 a 15 mM. Po 24hodinové inkubaci
této bunécné linie s barvivem MQAE byly jamky promyty tak, jak je popsano v metodach
v kapitole 3.3.2.1. Nasledné byla mérena fluorescence MQAE na spektrofluorimetru

v raznych ¢asovych intervalech.

Zavislost relativni fluorescence barviva MQAE na jeho koncentraci pii barveni
bunécné linie CuFi-1 je uvedena na obrazku ¢. 4.7 na strané 49. Fluorescence MQAE je

pfimo iumérna dané koncentraci tohoto barviva.

Na zakladé linearity zavislosti a literarnich tdajt [59] byla pro dalsi experimenty

vybrana hodnota koncentrace MQAE 10 mM.
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Zavislost relativni fluorescence MQAE na jeho
koncentraci pti barveni bunécné linie CuFi-1
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Obrazek ¢. 4.7: Zdvislost relativni fluorescence MQAE na jeho koncentraci pri
barveni bunécné linie CuFi-1. Relativni smérodatna odchylka nepiesahla hodnotu
6% prameéru. Méreni fluorescence bylo provedeno na spektrofluorimetru Tecan
Infinite M200 Pro. Excita¢ni vlnova délka méla hodnotu 362 nm, emisni vlnova

délka 452 nm. Desticka CellBind byla ¢tena shora bez vi¢ka pri hodnoté ,gain“ 81.

v v 7

4.1.2.2 Casovd zdvislost obarveni bunéé¢né linie CuFi-1 10mM MQAE a uréeni viability
bunék

V dalsim kroku byla zjiStovana optimalni doba pro obarveni bunécné linie
10mM MQAE jak z hlediska fluorescence, tak z hlediska toxicity tohoto barviva pro
burniky. Vliv barviva MQAE na obarveni a viabilitu bunéc¢né linie CuFi-1 byl pozorovan
v riznych ¢asovych intervalech (0 - 24 hodiny). Pro toto stanoveni byla pouzita desticka
CellBind s 24 jamkami. Fluorescence MQAE byla na spektrofluorimetru v danych
casovych intervalech mérena po odebrani kultiva¢niho média zjamek a po promyti
téchto jamek pufrem PBS. Relativni fluorescence tedy odpovidd mnoZstvi barviva, které
proniklo do bunék. Graf zavislosti relativni fluorescence MQAE, tedy prlniku tohoto
barviva do bunék, na dobé inkubace je znazornén na obrazku ¢. 4.8 na strané 50.
Znazornéna zavislost je linearni aZ do 12 hodin inkubace této slouCeniny s bunécnou

linii.
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Spolu s timto experimentem bylo zjiStovano, jestli 10mM MQAE neni pro bunky
toxickd. Bunécné linie byly ,pasaZovany“ a nasledné pocitany v Biirkerové komdiirce.
Vidy byly pocitany Zivé i mrtvé buiiky a poté byla procentualné stanovena jejich
viabilita, coz je shrnuto v tabulce €. 4.1 na strané 50. I po 24hodinové inkubaci bunécné
linie CuFi-1 s barvivem MQAE byla viabilita bunék vyS$si nezZ 90% a zda se tedy, Ze neni

pro buniky v této koncentraci a pri této dobé inkubace toxické.

Z uvedenych vysledki byla proto zvolena doba inkubace bunécné linie

s barvivem MQAE 12 hodin (ptes noc), aby doslo k dobrému priiniku MQAE do bunék.

Zavislost relativni fluorescence MQAE pronikajiciho
do bunék bunécné linie CuFi-1 na dobé inkubace

180
175 f

170

165

160 I

155

150

145

140 +

Relativni fluorescence MQAE

135

130 T T T T
0 5 10

fas/hod 15 20 25

Obrazek ¢. 4.8: Zdvislost relativni fluorescence 10 mM MQAE, které pronikd do

bunécné linie CuFi-1, na dobé inkubace. Méteni fluorescence bylo provedeno na
spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 Pro. Excitatni vinova délka méla
hodnotu 362 nm, emisni vinova délka je 452 nm. Desticka CellBind byla Ctena

shora bez vicka pti hodnoté ,gain“ 60.

Tabulka ¢. 4.1: Viabilita bunécné linie CuFi-1 po inkubaci s MQAE.

Doba inkubace
bunék s MQAE 0 2 4 6 8 12 24
/hod

Viabilita bunék /% | 97,14 96,7 93,75 96,7 94,6 94,9 90,6
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4.1.2.3 Stanoveni transportu chloridovych iontit u bunécnych linii NuLi-1 a CuFi-1
obarvenych 10 mM MQAE
Pro stanoveni transportu chloridovych iontl byly zvoleny nasledujici skupiny:

(a) prvni skupina obsahujici bunécnou linii obarvenou MQAE byla promyta a
inkubovana pouze s pufrem SR*, (b) druha skupina obsahujici bunécnou linii obarvenou
MQAE byla promyta a inkubovana s pufrem SR* a nakonec promyta pufrem SR-. Graf
zavislosti relativni fluorescence bunécné linie NuLi-1 obarvené MQAE na sekreci

chloridovych iontfi je zobrazen na obrazku ¢. 4.9 na strané 52.

Z grafu je ziejmé, Ze u skupiny bunék obarvenych 10mM MQAE, ktera byla
promyta pouze pufrem SR*, nedochazi ke zvySenti jejich fluorescence s ¢asem, protoze
nedochazi ke zméné koncentrace chloridovych ionti uvniti buiiky. U druhé skupiny,
ktera byla promyta nejprve pufrem SR* a nasledné pufrem SR-, dochazi ke zvySeni
fluorescence s casem, protoze po vymeéné pufru dochazi k uvolnéni chloridovych ionti
z bunky do pufru SR-. Tato metoda je reprodukovatelna, tedy prokazuje transport

chloridovych iontli u bunéc¢né linie NuLi-1.

Obdobna zavislost byla ziskana i pro bunécnou linii CuFi-1 (graf neuveden), kde
je ale transport chloridovych iontli prostiednictvim CFTR kandlu omezen a proto by
nemélo dochazet k vyraznému zvyseni fluorescence této bunécné linie obarvené MQAE s
casem. Neni jasné, pro¢ k tomu dochazelo. Je mozné pouze spekulovat, Ze dochazi k
uvolnéni chloridovych iontG prostrednictvim jinych kanalli, které umoznuji jejich
pirenos. Navic i stari bunécné linie, jak jiz bylo zminéno [59], mizZe ovlivnit mnozstvi a
vlastnosti iontovych kanald. Proto byl vdal$im experimentu podrobné sledovan
transport chloridovych iontli prostiednictvim CFTR kandlu vlivem jeho aktivatoru

forskolinu.
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Zavislost relativni fluorescence MQAE na uvolnéni
chloridovych iontli bunécnou linii NulLi-1
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Obrazek ¢. 4.9: Zdvislost relativni fluorescence MQAE na uvolnéni chloridovych
iontti bunécnou linii Nuli-1 o koncentraci 2-10* bunék na jamku na Case.
Koncentrace MQAE byla 10 mM, smérodatna odchylka nepresahla hodnotu 7%
priméru. Fy je poc¢atecni hodnota fluorescence, ktera je odecitana od fluorescence
F: vdaném case t. Méreni fluorescence bylo provedeno na spektrofluorimetru
Tecan Infinite M200 Pro. Excitacni vilnova délka méla hodnotu 362 nm, emisni
vlnova délka je 452 nm. Desticka CellBind byla ¢tena shora bez vicka pri hodnoté

»gain“ 81.

4.1.2.4 Stanoveni vlivu forskolinu na transport chloridovych iontii u bunécnych linii
NulLi-1 a CuFi-1 obarvenych MQAE

Pro studium sekrece chloridovych iontl prostrednictvim CFTR kanalu byl zvolen
10uM forskolin. Tato koncentrace byla vybrana na zakladé publikace, podle které byla

tato metoda modifikovana [59].

Pro stanoveni vlivu forskolinu na bunécné linie byly testovany ctyri skupiny
vzork. Vprvni skupiné nebyly bunécné linie obarveny MQAE. Toto pozadi
(autofluorescence bunék) bylo poté odecteno od ziskanych hodnot fluorescence MQAE.

V druhé skupiné byly bunécné linie obarveny MQAE, promyty a inkubovany s pufrem
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SR* a nakonec promyty pufrem SR-. Vtomto ptipadé doslo k hyperbolickému nartstu
fluorescence bunécnych linii obarvenych MQAE v zavislosti na sniZeni koncentrace
chloridovych iontl uvnitf bunék. Ve treti skupiné byly bunécné linie obarveny MQAE,
promyty a inkubovany s pufrem SR* a nasledné promyty pufrem SR- obsahujicim
forskolin. Ve ctvrté skupiné byly bunécné linie obarveny MQAE, promyty jako
v predchozim pripadé, avSak pri tretim promyti byl v pufru SR* obsaZen forskolin, ktery
byl pritomen i v nasledujicim promyvacim pufru SR- prfi tfetim promyti. Po pridani
forskolinu kbunécné linii NuLi-1 obarvené MQAE byl ocekdvan vyss$i narfst
fluorescence MQAE, oproti tomu, kdy k buné¢nym liniim pridavan nebyl. To mélo nastat,
pokud by transport chloridovych iontii probihal prostrednictvim CFTR kandlu. Tento jev
ovSem neni z grafu ¢. 4.10 na strané 54 priliS patrny. To by mohlo byt zpiisobeno tim, Ze
bunky maji vyssi bazalni aktivitu CFTR kanalu, coZ znamen4, Ze je v bunikach pfritomno
dostatecné mnozstvi cAMP. Piidavek forskolinu proto tuto hladinu neovlivni a tim
neovlivni ani otevirani CFTR kanadlu, a proto nedojde k vy$simu uvolnéni chloridovych
iontd. Ke zjisténi bazalni aktivity CFTR kandlu se pouziva, jak jiz bylo zminéno
v uvodu [35], jeho inhibitor CFTRinn-172. AvSak toto nebylo v ramci predkladané prace
zkoumano. Také stafi bunécné linie by mohlo hrat roli, coZ by mélo byt predmétem

dalsich studii [35, 59].

U bunécné linie CuFi-1 se vliv forskolinu neprojevil (data neuvedena), avsak opét
doSlo kjiz zminénému uvolnéni chloridovych iontli zbunék, které forskolinem

ovlivnény nebyly, coZ bylo diskutovano jiZ v predchozi kapitole.

53



Zavislost relativni fluorescence MQAE na case
bunécné linie NuLi-1 po pridani forskolinu
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Obrazek ¢. 4.10: Zdvislost relativni fluorescence MQAE na case bunécné linie
NulLi-1 o koncentraci 2-10* bunék na jamku po priddni forskolinu. Fy je pocatecni
hodnota fluorescence, kterda je odecitdna od fluorescence F: vdaném case t.
Méreni fluorescence bylo provedeno na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200
Pro. Excita¢ni vilnova délka méla hodnotu 362 nm, emisni vlnova délka 452 nm.
Desticka CellBind byla ¢tena shora bez vic¢ka pti hodnoté ,gain“ 81. Skupina 1 -
bunécna linie obarvend MQAE, promyta a inkubovana s pufrem SR* a nakonec
promyta pufrem SR-, skupina 2 - bunécna linie obarvend MQAE, promyta a
inkubovana s pufrem SR* a nakonec promyta pufrem SR- obsahujicim forskolin,
skupina 3 - bunécna linie obarvend MQAE, promyta a inkubovana s pufrem SR*

obsahujicim forskolin a nakonec promyta pufrem SR- také obsahujicim forskolin.

4.1.2.5 Vliv riiznych koncentraci forskolinu na bunécnou linii NuLi-1 obarvenou
10mM MQAE

Jelikoz vliv 10uM forskolinu nebyl prikazny, byl sledovan vliv riznych

koncentraci tohoto modulatoru (0 - 10 pM) na sekreci chloridovych ionti bunéénymi
liniemi NuLi-1. Bylo popsano, Ze pri vyssich koncentracich tohoto modulatoru muze
dochazet k nespecifickému ovlivnéni jinych latek v burnice a tim k nejednoznacnému

ptisobeni forskolinu [4, 34, 35].
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Na obrazku €. 4.11 na strané 55 je zobrazen graf zavislosti relativni fluorescence
MQAE bunécné linie NuLi-1 na koncentraci forskolinu. Z tohoto grafu je patrné, Ze vliv
forskolinu na uvolnéni chloridovych iontli neni koncentracné zavisly. U bunécné linie

CuFi-1 nebyla koncentracni zavislost forskolinu z ¢asovych dlivodl studovana.

Casova zavislost relativni fluorescence MQAE
bunécné linie Nuli-1 pf¥i rtiznych koncentracich
forskolinu
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Obrazek & 4.11: Casovd zdvislost relativni fluorescence MQAE pri riiznych
koncentracich pridaného forskolinu bunécné linie NuLi-1. Koncentrace MQAE byla
10 mM, smérodatna odchylka neptresahla hodnotu 23% priméru. Fy je pocatecni
hodnota fluorescence, ktera je odecitdna od fluorescence F; vdaném case ¢t.
Méreni fluorescence bylo provedeno na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200
Pro. Excita¢ni vinova délka méla hodnotu 362 nm, emisni vinova délka je 452 nm.

Desticka CellBind byla ¢tena shora bez vicka pri hodnoté ,gain“ 81.

Zavérem lze ¥ici, Ze tato metoda stanoveni ubytku chloridovych iontil je oproti
predchazejici metodé reprodukovatelnéjsi. Toto primé stanoveni do znacné miry
neovlivituji vnéjsi faktory (napft. prinik kysliku nebo cizorodych latek do pufru SR- pri
promyvani jamek timto pufrem, nedostatecné odstranéni chloridovych iontti vné bunék)

a je mozno stanovit vice vzorkli najednou. Nevyhodou je vyssi spotifeba MQAE, nutnost
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obarveni bunék a tedy delSi doba provedeni experimentu. Vliv forskolinu je nutno
objasnit v dalSich experimentech a to napf. (a) pouZitim modulatoru CFTR kanalu

CFTRinn-172 nebo (b) pouzitim rizné starych bunécnych kultur.

56



5. Shrnuti

Byla vypracovdna literarni reSerSe zabyvajici se geneticky podminénym
nemocnénim zvanym cysticka fibréza, jejiZ podstatou je chybné fungovani proteinu
CFTR, jehoz hlavni funkci je transport chloridovych iont z buriky. Hlavni daraz byl

kladen na metody, kterymi je mozno tento transport studovat.

Byla optimalizovdna prace sbunécnymi liniemi NuLi-1 a CuFi-1 zahrnujici
kultivaci a subkultivaci bunék, jejich rozmraZeni a zamraZeni, priprava vhodnych

kultivacnich lahvi a stanoveni pocCtu a viability bunék.

Bylo prokazano uvolniovani chloridovych ionti zvolenymi bunéénymi liniemi
pomoci pfimé i neprimé metody za pouziti fluorescencniho barviva MQAE. Stanoveni
jejich mnozZstvi v buiice pfimo obarvené MQAE se ukazalo, na rozdil od stanoventi jejich
mnozstvi uvolnénych buinikkou do pufru obsahujiccho MQAE, jako vhodnéjsi a

reprodukovatelnéjsi metoda.

Byl testovan vliv slouCeniny forskolinu, ktera zvysuje intracelularni koncentraci
cAMP a tim urychluje otevirani CFTR kanalu, diky ¢emuZ miiZe byt ovéreno, zda méreny
transport chloridovych iontli probihd prostiednictvim CFTR kandalu. Vliv tohoto
modulatoru se vSak zatim nepodarilo jednozna¢né prokazat a bude to predmétem

dalsiho studia.
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