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Pouzité zkratky

APC/C - Anafazi podporujici komplex

Arl13b - ADP-ribosylation factor-like protein 13B

ATM - Ataxia telangiectasia proteinkinaza

ATR - Ataxia telangiectasia Rad-3 related proteinkinaza

Bcl-2 - Antiapoptoticky protein B-bun¢k leukemia/lymphoma 2
BT-549 - Lidské nadorova bunécna linie triple negativniho karcinomu prsu
Cdk - Cyklin-dependentni kinaza

Cdc25 - Serin/threonin proteinfosfatiza

C2C12 - Mysi bunééna linie myoblastli izolovéana ze svalové tkané
Dapi - 4',6-Diamidino-2-Phenylindole

DHh - Desert hedgehog

DISC - Smrt indukujici signalni komplex

DMEM - Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium

DMSO - Dimethyl sulfoxide

DOX - Doxorubicin

EGFR - Receptor pro epidermalni ristovy faktor

FBS - Fetélni bovinni sérum

FGFb - Rustovy faktor fibroblastl (basic)

FGFR - Receptor pro ristovy faktor fibroblasti

Gy - Gray, jednotka davky zafeni

HDACS6 - Histon deacetylaza 6

HEK?293 - Lidska bunécna linie odvozena z embryonélnich bunék ledvin
Her-2/neu - Receptor pro epidermélni riistovy faktor 2 (erbB2)

Hh - Hedgehog signalni drdha

Chk1 - Checkpoint kinaza 1

Chk2 - Checkpoint kinaza 2



IFT - Intraflagellar transport

IFT88 - Intraflagellar transport protein 88 homolog
IFT172 - Intraflagellar transport protein 172 homolog
IHh - Indian hedgehog

KIF3 - Kinesin-related protein 3

LCsq - Stfedni letalni koncentrace

LDH - Laktatdehydrogenaza

MDA — MD - 231 - Lidska nadorova bunécna linie triple negativniho karcinomu prsu
PBS - Fosfatovy pufr

PDGEFR - Receptor pro ristovy faktor desticek
PLK - Polo-like kinaza

PTC - Patched

Ptchl - Patched homolog 1

Ptch2 - Patched homolog 2

ROS - Reaktivni kyslikové radikaly

SEM - Stiedni chyba priméru

SHh - Sonic hedgehog

Smo — Smoothened

Sufu - Suppressor of fused homolog

TcTex1 - Dynein light chain Tctex-type 1

TEM — Transmisni elektronovéa mikroskopie
VEGEF - Vaskularni endotelidlni ristovy faktor
Wnt - Wingless/Int-1

WST-1 - 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium, monosodna stl



1. Uvod

Ionizujici zéfeni, metabolicky stres vyvolany hladovénim a genotoxicky stres plisobi na
buniky v né€kolika urovnich. Ovliviiuji cytoskeletalni stabilitu a morfologii bunky, zpisobuji
poskozeni DNA — jednovldknovymi anebo dvouvlaknovymi zlomy. Pro bunku jsou
nejkritictéjsi zlomy dvouvldknové. Pokud dojde k poSkozeni DNA, dochazi k zdstave
bunééné¢ho cyklu a k reparaci poskozeni. Pokud toto poSkozeni neni opraveno, nastava
bunéna smrt apoptdézou, mitoticka katastrofa nebo senescence. Primarni fasinky jsou
mikrotubularni organely, které pilisobi jako fyzikalné-chemické senzory a jejich biologické
funkce zahrnuji vnimani extraceluldrniho prostfedi, regulaci organogeneze a bunécnou
polaritu. Primarni fasinky jsou dynamicky regulovany béhem progrese bunécného cyklu.
Dnes je jiz dobfe zndmo, ze porucha nebo ztrata primarni fasinky vede k rozvoji ciliopathii
a dalSich civilizacnich onemocnéni, do kterych miizeme zatadit kardiovaskularni onemocnéni,
artrozu a v neposledni fadé nddorova onemocnéni. V soucasné dobé se také uvadi, ze docasna
pritomnost a tvorba primarni fasinky je nezbytna pro reparaci poskozeni nékterych typi

bunék.

Tato prace je zaméfena na hodnoceni zmén primarni fasinky vyvolanych ptsobenim
ionizujiciho zéfeni, metabolického stresu indukovaného hladovénim a cytostatiky taxolu

a doxorubicinu v in vitro podminkach.



2. Soucasny stav problematiky

Tato Cast prace pojednava a strucné se vénuje historii a soucasnému pohledu na primarni
fasinku, jeji stavbeé, senzorické a signalni funkci. Dale shrnuje poznatky o pfitomnosti
primarni fasinky u nadorového onemocnéni a reakci této senzorické organely na riizné typy

environmentalniho stresu.
2.1. Primarni rasinka - historie a soucasny pohled

Primarni fasinka je senzorickd, solitarni, membranové¢ vazana, nepohybliva struktura
spojena s centriolem buiiky. Prvni dolozeny dikaz o existenci primarnich fasinek se datuje jiz
od roku 1675, kdy van Leeuwnenhoek prokazal jejich ptitomnost u obratlovci. V prubéhu 19.
stoleti byla primarni fasinka popsana u riznych druht Zivocichii. Jako prvni byla detekovana
Eckerem (1844) u mihule motské a poté o 23 let pozdéji Kowalwskym (1867). V roce 1876
popsal Langerhans primarni fasinku u mihule kopinatce a také jako prvni zaznamenal
nepohyblivost této organely (Obr. 1A). Henneguy a Lenhossék objevili vroce 1898
vzdjemnou zavislost mezi primarni fasinkou pfitomnou na povrchu bunék a mitotickou
aktivitou buné€k. Tento objev vedl k vypracovani teorie, kterd se zabyva vzajemnou zavislosti
mezi primarni fasinkou a bunécnym cyklem a je platnd dodnes (Fonte et al. 1971; Dvorak
2015). Studiu primarni fasinky se vénoval i1 Svycarsky anatom K. W. Zimmermann, ktery
poprvé zaznamenal pfitomnost primarni fasinky na bunikach savcil véetné bunék cloveéka.
Zatadil je do kategorie nepohyblivych fasinek a dal jim novy nazev - centralni bi¢iky (Obr.
1A, 1B). Zimmermann také teoretizoval o smyslové funkci této organely, nicméné jeho
poznatky byly zapomenuty na téméf 110 let (Sloboda 2009). Zména nastala az s vyvojem
transmisni elektronové mikroskopie, kdy v roce 1962 doslo k op&tovnému objeveni téchto
membranoveé vazanych struktur a Sorokin jim v roce 1968 pftifadil nazev ,,primarni fasinky*.
Ten je uznavan a pouzivan dodnes (Sorokin 1968). Své znovuobjeveni zaziva studium
primarni fasinky od pocatku 21. stoleti. V pribéhu nékolika let se stala nejboufilivéji
studovanou organelou v oblasti bunééné biologie, fyziologie a patofyziologie. Studia jsou
zamé&fena zejména na poruchy tvorby, struktury a funkci primarni fasinky u onemocnéni

a vyvojovych vad (Dvotéak 2015).
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Obr. 1: Kresba primarni rasinky. (A) Peritonedlni epitelium jater (b), traviciho traktu (c),
a vajeniku (d) s primarni fasinkou zakreslenych Paulem Langerhansem v roce 1876. (B)
Epitel ledvinového kanalku u kralika s primérni fasinkou. (C) Lidské epitedlni bunky kanalki
varlete s primarni fasinkou (Sipka). Kresby B a C zakresleny Karlem Wilhemem
Zimmermannem roku 1898. Pievzato zz: SLOBODA, R.D. Primary cilia. Amsterdam; Boston:
Elsevier/Academic Press, 2009. ISBN 978-0-08-096282-5.

2.2. Stavba primarni rasinky a jeji senzorické funkce

V soucasné dobé¢ je zndmo, Ze primarni fasinku nalezneme na vét§iné bun€k obratlovcl
s vyjimkou Cervenych krvinek, adipocyti (Alieva and Vorobjev 2004) a hepatocytii (Sloboda
2009). Primarni fasinka je tvofena podlouhlou axonemou z mikrotubuld, jejiz hlavni slozkou
je a-tubulin. Axonema vyrtsta z bazélniho téliska, které je tvofeno y-tubulinem (Obr. 2).
Délka primarni fasinky se pohybuje mezi 2-10 um a miZe byt az 200-300 nm Sirokd. Tyto
rozméry se méni pii hladovéni, hypoxii, cytotoxickém stresu nebo po ozateni (Sloboda 2009;
Yuan et al. 2010; Filipova et al. 2015). Dal§im poznavacim znakem pro primarni fasinky je
typické seskupeni mikrotubuli axonemy v poctu 9 + 0 (Obr. 3). Kazda buiika méa obvykle
pouze jednu primarni fasinku (Obr. 2) a ta je zapojena svymi receptory do morfogeneze

a signalizace, které jsou dilezité pro proliferaci a diferenciaci bun€k (Malone et al. 2007;
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Luesma et al. 2013). Pokud dojde ke zmnozeni centrozomd, projevi se to vétSim poctem
primarnich fasinek na povrchu bunék o stejné délce a stavbé. Nejcasteji vyrustaji viceetné
primarni fasinky ze stejné ciliarni kapsy (Obr. 4). Vicecetné fasinky jsou zaznamenany
nejvice u naddorti (Nigg 2006; Nigg et al. 2014), po ozéieni (Conroy et al. 2012; Filipova et al.
2015) a nebo u ciliopatii (Lee et al. 2011).

Axonema

m 4™ Basilni télisko
S 3

Obr. 2: Stavba primarni Fasinky. Schematicky obrazek pfevzat z: Romani, M., Alessia, M.,
Valente, E.M. Joubert syndrome: congenital cerebellar ataxia with the molar tooth. Lancet
Neurol, 2013, vol. 12, no. 9, s. 894-905.

Dvojice mikrotubuli

Obr. 3: Usporadiani mikrotubulii axonemy wu primarni rasinky. 9 dvojic vnéjsich
mikrotubulit (9 + 0). Upraveno a pievzato z: Forsythe, E., Beales, P.L. Bardet-Biedl
syndrome. Eur J Hum Genet, 2013, vol. 21, no. 1: s. 8-13.
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]

\ Ciliarni kapsa

Basalni télisko

Obr. 4: ViceCetna primarni rasinka vyrustajici z jedné ciliarni kapsy. Prevzato z:
Mahjoub, M.R. The importance of a single primary cilium. Organogenesis, 2013, vol. 9, no.
2,s.61-9.

2.3. Primarni rasinka a bunécny cyklus

Tvorba a riust primarni fasinky je zéavisld na intraflageldrnim transportu (IFT), jehoz
hlavni tlohou je pfeprava strukturdlnich a signalnich proteint dileZitych pro jeji vznik.
Primarni fasinky jsou dynamicky regulovany béhem progrese bunécného cyklu a v pribchu
GO0/G1 faze bunécného cyklu a jsou resorbovany pied vstupem do mitézy v procesu spojeném
s deacetylaci tubulinu, diky HDACG6 - Histon deacetyldze 6 (Obr. 5; Pugacheva et al. 2007).
K resorpci dochazi na ptechodu GO/G1 faze, S a G2/M faze. Pfesny moment rozpusténi
primarni fasinky je zavisly na typu bun€k a dale na expresi geni, které ovlivituji resorpci,
jako je Aurora A, Plkl, TcTex-1 (Spalluto et al. 2013; Li et al. 2011). Po resorbovani primarni
fasinky se centrozom piemisti k jadru buiiky, je uvolnén centriol, ten plni roli mitotického
vieténka v pribéhu mitdzy (Plotnikova et al. 2008, Plotnikova et al. 2009; Seeley and
Nachury 2010; Kim and Tsiokas 2011). Po dokonceni mitézy se centrozom piesune
k povrchu buiiky a opét formuje bazalni télisko z matetské centrioly, coz je zaklad pro rust
a prodluzovani primarni fasinky. Musime si zde uvédomit, Ze bazalni télisko a matetsky
centriol je v podstaté stejnd mikrotubularni struktura, kterd se pohybuje v zavislosti na

bunééném cyklu. Pfi mitéze jde o centriol, ktery organizuje mitotické vieténko. Pfi tvorbé
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primarni fasinky mluvime o bazalnim télisku (Seeley and Nachury 2009). Dal§im dikazem,
Zze primarni fasinka je ovliviiovana a ovliviiuje bunéény cyklus, je vyrazné prodlouzeni
primarni fasinky u buné¢k, které vykazuji oddaleni prechodu z G1 do S faze bunécéného cyklu

(Kim et al. 2011; Kim and Tsiokas 2011).

I mother centrioke

s daughter centricle

© pericentriolar material (S
primary cilium

5 TETIONY "
nuclear DNA t (\_'M/} LL

chromosome

..@_

Obr. 5: Schématické znazornéni bunééného cyklu a cyklu primarni rasinky. Prevzato z:
Lessman, C.A. Centrozomes in the zebrafish (Danio rerio): a review including the related
basal body. Cilia, 2012, vol. 1, no. 1, s. 9.

2.3.1. Regulacni proteiny bunécného cyklu a primarni rasinky

Vztah mezi bunéénym cyklem a primarni fasinkou je velmi tésny. Jiz vime, Ze spolu sdili
stejnou mikrotubularni strukturu (matef'sky centriol/bazalni télisko). Déle pak maji podobnost
i na urovni regulacnich proteinti (Pan and Snell 2007). Jednim z proteinii shodnych pro
regulaci bunééného cyklu a depolymeraci mikrotubuli primarni fasinky je Aurora kindza A
(Pugacheva et al. 2007). Aurora kindza A ovliviiuje dynamické procesy v primdrni fasince,
jako je resorpce a regenerace v proliferujicich buiikdch, protoze tato mitotickd kinaza se
v pozdni G1 aran¢ S fazi nachazi hned vedle centrozomu. Aktivovand Aurora kindza A mimo
S fazi podporuje vstiebavani primarni fasinky pti opétovném vstupu do G0/G1 faze a inhibuje
jeji regeneraci. Aurora kinaza A také depolymeruje mikrotubuly a tudiz 1 pfispiva k resorpci

primarni fasinky. K resorpci dochédzi diky aktivované Aurofe kindze A a aktivovanému
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HDACS6, které spousti deacetylaci a-tubulinu, jez je hlavni slozkou axonemy primérni
fasinky (Pugacheva et al. 2007). ZvySend exprese Aurory kindzy A 1 amplifikace
stejnojmenného genu miize souviset s rozvojem nékterych typt karcinomd, jako je karcinom

plic, prsu, hlavy a krku (Goto et al. 2013).
2.4. Primarni rasinka a jeji senzoricka funkce

Primarni fasinka hraje vyznamnou roli v bunécné signalizaci v pruibéhu embryonalniho
vyvoje obratlovct, ptsobi jako fyzikalné-chemicky senzor a jeji biologickd funkce zahrnuje
vnimani extracelularniho prostiedi, regulaci organogeneze a bunécnou polaritu. Primdrni
fasinky se nachdzi u riznych typi bunck. V zavislosti na typu bunky primarni fasinka
exprimuje rizné typy receptorti, iontovych kanalli a aktivnich signalnich drah (Pazour and
Witman 2003). NejdulezitéjSimi signalnimi receptory, ovlivilujicimi proliferaci a preziti, jsou
EGFR (Epidermal growth factor receptor), PDGFR (Platelet-derived growth factor receptor)
a FGFR (Fibroblast growth factor receptor). Ze signalnich drah, které mohou ovliviiovat
funkci jednoho nebo vice organli, jmenujme Hedgehog (Hh), Notch, nebo Wnt. Diky
receptorim a signalnim drahdm plni primarni fasinka také funkci chemosenzorickou. Tato
funkce umoznuje primarnim fasinkdm detekovat specifické ligandy pro Notch (Leitch et al.
2014), hormony a biologicky aktivni latky, jako serotonin nebo somatostatin (Satir et al.
2010). Mezi dalsi specifické funkce, které vykazuje primarni fasinka o rozdilné délce,

muzeme zaradit reakci na zménu teploty, gravitace a osmolality (Dvoték 2015).

Nékteré signalni dréhy, jako je Hh, jsou umistény vyhradné v primérnich fasinkach
(Schneider et al. 2005). Musime si uvédomit, ze signalni draha Hh je velmi dulezita z divodu
lokalizace klicovych signélnich proteinii v primarni fasince, ovliviiuje rust bun¢k a jejich
diferenciaci béhem vyvoje a defekt Hh signalni drahy je casto prvnim krokem ke

karcinogenezi (Peluso et al. 2014).

Primérni fasinka ma dal8i vyznamnou roli u n€kolika lidskych onemocnéni - ciliopathii.
Ciliopathiemi jsou oznac¢ovany vady signalnich drah lokalizovanych v primarni fasince. Jsou
spojeny naptiklad s fibrozou jater, slepotou, hluchotou, polydaktylii, mentalni retardaci,
obezitou a diabetem. Tyto syndromy jsou zavislé na spravném uspofadani a schopnosti

pfenosu signald v primarni fasince (Kiprilov et al. 2008; Fry et al. 2014).
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2.5. Primarni rasinka a signalni draha Hedgehog

Tato signalni drdha se nazyva podle polypeptidového ligandu, mezibunééné signalni
molekuly s ndzvem Hedgehog (Hh). Samotny gen Hedghog a signdlni drdha pro n&j byly
popsany v roce 1980 Dr. E. Wieschausem a Dr. C. Nusslei-Volhardovou pii genetické analyze
segmentace octové musky Octomilky obecné (Drosophily melanogaster) (Dvoiak 2015). Za
tento objev jim pozd¢ji byla udélena Nobelova cena. Pocatkem devadesatych let bylo zjisténo,
ze obratlovci maji tfi geny Hh: Sonic hedgehog (SHh), Desert hedgehog (DHh) a Indian
hedgehog (IHh), které koduji stejnojmenné proteiny (Xie 2008). Proteiny Hh jsou sekrecni
molekuly s ucinky na sousedni a vzdalené bunky. Ze tfi ligandl a stejnojmennych genti Hh
savcl se SHh nejvice podoba homologu Hh u Drosophily a je nejlépe prostudovan (Saqui-

Salces and Merchant 2010).

Hlavnim receptorem proteind Hh je Patched (PTC), jeden PTC u Drosophily a dva PTC
u obratlovct: Patched homolog 1 a 2 - Ptchl a Ptch2 (Xie 2008). Bunécna odpovéd’ na
proteiny Hh je urCovana pomérem mezi poctem receptorit Ptch na bufice s navazanym
proteinem Hh a poctem receptorii bez navazaného proteinu Hh (Casali and Struhl 2004).
Vsechny tti ligandy SHh, DHh a IHh se vazi se stejnou afinitou k 12-transmembranovému
receptoru Patched (Ptchl), ktery je produktem nddory suprimujicitho genu (Ptchl). Tento
protein brani signalizaci Hh tim, Ze inhibuje 7-transmembranovy receptor spifazeny
s G proteinem Smoothened (Smo), ktery je produktem onkogenu Smo (Wong et al. 2009).
V piipadé, Ze neni pfitomen ligand Hh, se Smo nachézi intracelularné. Cytoplazmaticky ocas
Smo slouzi jako nidus pro akumulaci transkrip€nich faktorti rodiny Glioblastomu (Gli), které
vytvareji komplex s regulacnimi proteiny, napiiklad Costal 2 (Cos), Fused (Fu) a Suppressor
of Fused (Sufu). Po vazbé ligandu Hh na Ptchl je uvolnéna inhibice Smo, Smo migruje
z buiikky do membrany primarni fasinky a Gli migruje k jadru, kde se vaze na cilové geny.
Tato hlavni signdlni draha Hh, kterd je zavisld na transkripénim faktoru Gli, se nazyva
kanonicka. Postupné piibyva dikazl, ze kromé¢ této kanonické signdlni drahy Hh mohou
vSechny tfi ligandy SHh, DHh a IHh aktivovat signalni drahy nezavislé na Gli, které se
nazyvaji nekanonické a ty mohou mit vyznam napiiklad v angiogenezi (Jenkins 2009;

Chinchilla et al. 2010).

Signalni draha Hh u Drosophily, kde byla objevena, se nenachazi v primarni fasince. Po
objevu intraflagelarniho transportu a jeho biochemické charakterizaci bylo zjisténo, ze

ustfedni roli v signalizaci morfogenti Hh a Wnt obratlovcl hraje primérni fasinka (Huangfu
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and Anderson 2005; Seeley and Nachury 2009). U obratlovcii véetné clovéka se signélni
drahy Hh a Wnt u vétSiny typt bunék nachazi v primdrni fasince. Doposud neni objasnéno,
pro¢ je primarni fasinka potiebnd k modulaci signalizace Hh a Wnt u obratlovci, nikoliv

u nizsich organismi (Seeley and Nachury 2009).

U obratlovct, véetné Cloveéka, maji primarni fasinka a intraflageldrni transportni
proteiny integralni roli v signalni draze Hh. K poruse signalizace Hh miiZze dojit nejen mutaci
genu Ptch, Smo nebo Gli, ale i poruchou struktury nebo funkce primarni fasinky, nejcastéji
poruchou intraflagelarnich transportnich proteini (IFT). Mutace intraflagelarniho
transportniho proteinu IFT172 zapficinuje defekty neurdlni trubice na modelu mysi (Huangfu
and Anderson 2005). Rada naslednych praci prokazala, ze Ptch, Smo a Gli jsou viechny
lokalizovany v primarni fasince, kde jsou v zavislosti na Hh dynamicky dopravovany do
a z primarni fasinky (Corbit et al. 2005; Haycraft et al. 2005; Rohatgi et al. 2007). Defekty

v tvorbé primarni fasinky zabranuji tvorbé Gli a aktivacni a represivni funkei Gli v zévislosti

na signalech Hh (Obr. 6; Liu et al. 2005; Haycraft et al. 2005).
2.5.1. Primarni rasinka a inhibitory signalni drahy Hedgehog

V soucasné dob¢ probihé 46 klinickych studii, hodnoticich G¢innost inhibitorti signalni
drédhy Hh u rGznych typt malignit (http://clinicaltrials.gov). Pfimym inhibitorem proteinu
SHh je synteticky pfipravend mald molekula robotnikinin (Stanton and Peng 2010). Protein
Sonic hedgehog byl svymi objeviteli pojmenovéan podle oblibené détské videohry z pocatku
devadesatych let O jeZkovi Sonikovi. V této videohfe ma jeZek Sonik svého nepfitele jménem
Dr. Robotnik. Objevitelé inhibitoru proteinu Sonic Hedgehog jej pojmenovali robotnikinin

podle postavy Dr. Robotnika, v duchu piivodni terminologie.

Mezi studované inhibitory receptoru Smo patii cyklopamin, jervin, KAAD-cyklopamin,
IP1-926, SANT1,2,3,4, Cur-61414, BMS-833923/XL139, PF-04449913, LDE-225, LEQ506a
vismodegib (Stanton and Peng 2010; Merchant and Matsui 2010). Cyklopamin a jervin jsou
steroidni alkaloidy, izolované z jednod€lozné rostliny kychavice kalifornské (Veratrum
californicum). Maji teratogenni uc€inky, inhibici signalni drahy Hh mohou zpisobovat
vyvojové vady, véetné kyklopie. Cyklopamin je studovan v 1é¢bé bazocelularniho karcinomu,
meduloblastomu a rabdomyosarkomu. KAAD-cyklopamin je chemicky modifikovany derivat
cyklopaminu se zvySenou Tucinnosti a snizenou toxicitou. IPI-926 je dalsi derivat
cyklopaminu, peroralni inhibitor receptoru Smo (Tremblay et al. 2009). V soucasné dobé

probihaji 1. a II. faze klinickych studii 1écby IPI-926 karcinomu hlavy a krku, pankreatu,
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chondrosakomu, a dalSich. V soucasné dob¢ probihaji I. a II. faze klinickych studii, u kterych
jsou pouzity malé molekuly, perordlni inhibitory receptoru Smo - BMS-833923/XL139, PF-
04449913, LDE-225 a LEQ506 (http://clinicaltrials.gov).

Jako velmi perspektivni se jevi synteticky pfipraveny peroralni inhibitor receptoru Smo
vismodegib (diive GDC-0449). Zatim jsou dostupnd data z II. faze klinické randomizované
dvojité¢ zaslepené studie, jejiz vysledky byly prezentovany na vyro¢ni konferenci AACR
v Orlandu v dubnu 2011. Tato studie prokazala Gc¢innost vismodegibu v prevenci vzniku
bazocelularniho karcinomu u pacientti se syndromem névoidniho bazaliomu (Tang et al.
2012). V soucasné dob¢ probihaji II. faze klinickych studii 1é¢by vismodegibem
bazocelularniho karcinomu, meduloblastomu, karcinomu prsu, metastatického kolorektalniho
karcinomu, karcinomu zaludku, pankreatu, malobunécného karcinomu plic, chondrosarkomu
a dalSich (http://clinicaltrials.gov). Transkripci zprostifedkovanou transkripénim faktorem Gli
inhibuje staurosporinon, zerumbon, physalin B, physalin F, "Hh pathway inhibitor" (HPI-
1,2,3,4),"Gli-antagonist" GANTS58 a GANT61 (Stanton and Peng 2010; Merchant and Matsui
2010).
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Obr. 6: Signalni draha Hedgehog a primarni fFasinka. Pfevzato a upraveno z: Cochrane,
C.R., Szczepny, A., Watkins, D.N., Cain, J.E. Hedgehog Signaling in the Maintenance of
Cancer Stem Cells. Cancers (Basel), 2015, vol. 7, no. 3, s. 1554-1585.
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2.6. Poruchy primarni rasinky u nadorovych onemocnéni

Primarni tasinka je klicovou organelou morfologické a funkéni bunééné stability (Fry et
al. 2014). Predstavuje dllezitou bunécnou strukturu v interakci s mikroprostfedim bunky.
U nékterych druhii nadortit dochéazi k odpovédi na poskozeni DNA pomoci proteinti, které jsou
aktivovany v premalignim stadiu onemocnéni, avSak jsou potlaceny v pozdnich stadiich
tumoru. Tyto udalosti ovliviluji funkéni a morfologickou stabilitu buné¢k, stejn¢ jako jejich
schopnost reagovat na podnéty mikroprostfedi. Primarni ftasinka hraje dilezitou roli
u nadorovych onemocnéni. SpoleCnym rysem pro tato onemocnéni je porucha nebo Uplna
ztrata primarni fasinky. U nadorti, které vykazuji mutaci aktiva¢ni drahy Hedgehog, je mozné
detekovat buiky s primarni fasinkou ve zvySeném mnozstvi, s abnormalni délkou
a nepravidelnou strukturou mikrotubuld (7 + 3), (9 + 2), namisto (9 + 0) (Hassounah et al.
2013). Nedavné studie popisuji vyskyt primarni fasinky u nékolika typl nadord, jako
naptiklad renalni karcinom, karcinom vajecniki, prsu, slinivky bfi$ni nebo prostaty (Schraml
et al. 2009; Seeley et al. 2009; Gradilone et al. 2013; Egeberg et al. 2012; Hassounah et al.
2013; Basten et al. 2013), a to hlavné ve stromatu nddoru nebo na povrchu fibroblasti
asociovanych s nddorem. PoSkozena nebo chybéjici primarni fasinka u nadorovych bunék
muze modulovat bunécnou odpovéd v mikroprostfedi nadoru (Hubbert et al. 2002) a vést

k rychlosti jeho rlstu a vyvoje (Basten et al. 2013).
2.6.1. Primarni rasinka u nadorti prsu

Béhem vyvoje mlécné zlazy dochéazi k formovani a rozvétvovani mlénych kanali.
V této fazi vyvoje se primarni fasinka objevuje u bunck lumindlniho epitelu, dale pak
u epitelovych a stromalnich bunék. Jakmile je vétveni kandlli ukonceno, primarni fasinka
zmizi z lumindlniho epitelia, ale pfetrvavd v myoepitedlnich a stromdalnich buiikach
(McDermott et al. 2010). Bylo prokazano, ze lidské prsni nddorové tkané nebo jejich
odvozené bun&tné linie vykazuji sniZzenou frekvenci primarni fasinky, nebo ji kompletné
postradaji (Yuan et al. 2010; Nobutani et al. 2014). Pokud je primarni fasinka pfitomna u
nadoru prsu, je to pfevazn€ u stromalnich bun€k spojenych s nadorem, u bunécénych linii
odvozenych od subtypu neoplazii triple negativniho karcinomu prsu a u fibroblastl
asociovanych s nadorem (Yuan et al. 2010). Primarni fasinka detekovand u bunék nadoru
prsu byva nejcastéji velmi kratkd. Zmény v délce primarni fasinky maji za nasledek

zhorSenou signalizaci a funk¢ni abnormality (Menzl et al. 2014).
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Ve studii na bunééné linii odvozené od zdravé prsni tkané byla detekovana primarni
fasinka u 70 % fibroblastii a 7-19 % epitelidlnich bun¢k (Yuan et al. 2010). Z 11 sledovanych
bunécnych linii odvozenych od karcinomu prsu byla primarni fasinka pozorovana pouze u 4
téchto linii a to ve velmi nizké frekvenci (0,3 % - 4 %), zatimco u zbyvajicich 7 bunéénych
linii nebyla primarni fasinka viibec detekovana. Vsechny bunécné linie, které vykazovaly
pfitomnost primarni fasinky, i kdyz ve velmi nizkém poctu, byly bazalniho subtypu, coz
koresponduje s vlastnostmi triple negativniho karcinomu prsu. Vyskyt primarni fasinky se
snizil se zvySujici se progresi a transformaci nadoru. Primarni fasinka je vzdy pozorovana
u fibroblastl a myoepitealnich bunék. Nizs§i vyskyt této organely je u lumindlniho epitelia
z nenadorové tkané. Ve studii s 26 vzorky karcinomu prsu byla primarni fasinka detekovéana
pouze ve vyjimecnych piipadech a to hlavné u epitelidlnich bun€k. Primarni fasinka nebyla
detekovédna u zadného triple negativniho karcinomu prsu pouzitého v této studii. Vysledky
studie ukazuji na ztratu primdrnich fasinek u karcinomu prsu a také na sdruzeni primarnich
fasinek s bazdlnim B podtypem rakoviny prsu (Yuan et al. 2010). Genotypové je triple
negativni karcinom prsu charakterizovan jako bazalni subtyp B, fenotypové se vyznacuje
nepfitomnosti estrogenovych a progesteronovych receptort, receptori Her2/neu (Habib and

O’Shaughnessy 2016) a velmi sporadickou pfitomnosti primarnich fasinek.
2.7. Primarni rasinka a ionizujici zareni

Pokud dojde u eukaryotické buniky k poSkozeni DNA, je aktivovana slozitd signaliza¢ni
kaskada odezvy na poskozeni. Bunéény cyklus je zastaven v G1 / S nebo G2/M fazi, poté jsou
spustény opravy DNA. Pokud nedojde k reparaci poSkozeni, je aktivovana kaskdda bunécné
smrti  apoptézou, mitotickou katastrofou nebo dojde k senescenci (stresem indukované
pfedcasné starnuti). Selhdni téchto mechanizmii vede k nestabilit¢ genomu a ke
byt vyvolané ionizujicim zafenim. B&hem nckolika minut po ozafeni dochazi k aktivaci
ataxie-telangiectasia-mutated (ATM) a ATM-related (ATR) kindz (Bakkenist and Kastan
2003). Aktivované ATM a ATR hraji klicovou roli v odpovédi na poSkozeni DNA, fosforylaci
pfenaleji signaly na mnoho néslednych cild, v€etné kontrolnich bodi kinaz Chkl a Chk2
(Kastan and Bartek 2004; Lavin et al. 2005; Vavrova et al. 2013). V ozafenych bunkéch je
takzvanou mitochondridlni cestou pfevazné iniciovdna apoptdza vnitini. Tato cesta je
aktivovana ionizujicim zéfenim, volnymi radikaly, plsobenim virli, tedy vSemi signaly
z vnitiniho prostfedi buiiky. Prvnim krokem k aktivaci je poSkozeni DNA. Dale dochazi
k fosforylaci proteinu p53 a iniciaci proapoptotickych ¢lenti rodiny Bel-2 (Bax, Bam, Bim,
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Bid, Puma, Noxa). Po ozéafeni buiiky se aktivuji proapoptotické ¢leny rodiny Bcl-2, navazi se
na mitochondridlni membrany. To zptsobi vyliti cytochromu ¢ do cytoplazmy a nasledné
vytvofeni apoptozomu. V apoptozomu dochazi k aktivaci prokaspazy 9 na aktivni kaspazu 9
a ta pak aktivuje prokaspazu 3. Aktivni kaspaza 3 je nejvyznamnéjsi efektorovou kaspazou
a zodpovida za vlastni apopticky proces. V buiice pak vznikaji charakteristickd apoptoticka

t&liska a ta jsou fagocytovana fadou bun&k, napf. makrofagy (Rezatova a Véavrova 2011).

Vznik a zanik primarni fasinky je Uzce spojen s duplikaci centrozomu pfi bunééném
cyklu, protoze bazélni télisko je vytvoieno z matefské centrioly. Za normalnich podminek
dochazi k duplikaci centrozomu pouze jednou v ramci celého bunééného cyklu. Duplikace
centrozomu vyzaduje aktivitu cyklindependentnich kinaz tak, ze je koordinovana s replikaci
DNA, ale také zahrnuje procesy koordinace uvolnéni a upevnéni centriol (Nigg and Raff

2009; Inang et al. 2010).

I kdyz ozéteni indukuje nasobeni centrozomi, ucinek této skutecnosti na primarni fasinku
nebyl dosud dostatecné studovan. ZvySené procento bun€k s jednocetnou primarni fasinkou
bylo pozorovdno po ozafeni gama paprsky a ptilezitostné byla pozorovana vice€etna fasinka
a to po ozafeni u bunécné linie epitelu sitnice hTERT-RPE1 (Conroy et al. 2012), UV zéfeni
anebo vystaveni tepelnému Soku (Villumsen et al. 2013). Abnormalni viceCetné centrozomy
byly pozorovany v buiikach s poskozenou DNA po vystaveni ionizujicimu zafeni (Kawamura
et al. 2004; Dodson et al. 2004; Bourke et al. 2007; Dodson et al. 2007; Inang et al. 2010).
Bylo také zjisténo, ze inhibice ATM a ATR kinéazy snizuje viceCetnost centrozomil (Dodson et
al. 2004). Tento stav také ovliviiuje aktivita Chk1, coz je zatim nevysvétleno. AvSak zda se, Ze
formovani primarni fasinky je zavislé jak na funkénim pfispéni matetské centrioly, tak i na
zralé pericentrionalni matrix (Ishikawa et al. 2005; Graser et al. 2007; Moser et al. 2010;

Conroy et al. 2012).

2.8. Odpovéd primarni rasinky na metabolicky stres indukovany

hladovénim

Hladovéni je jedna z nejvice pouzivanych technik indukce stresu v molekularni biologii
pro svoji rychlou a dynamickou odpovéd’. Mechanizmus U¢inku hladovéni spoc¢iva v redukei
bazéalni aktivity. Jednotné sniZzeni bazalni aktivity intracelularnich signalnich drah vede
k synchronizaci proliferujici bunééné kultury. Dochazi k rychlejSimu vstupu do klidové
GO0/G1 faze, kde mohou buiiky setrvat a dochézi tak k bloku v této fazi bunééného cyklu, nez
dojde k restimulaci sérem (Pirkmajer and Chibalin 2011). Aby bunika piezila tento typ stresu,
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musi dojit k rozpadu proteinti, nukleovych kyselin a organel, aby se nastartoval a znovu
obnovil energeticky metabolismu (Dvotdk 2015). Bunééné hladovéni se pouziva ve studiu
molekuldrnich mechanizmit zahrnujici degradaci proteinii, aerofagii, apoptdzu, anebo pro

stimulaci patologickych stavii, jako je hypoxie (Pirkmajer and Chibalin 2011).

Studie s bunécnou linii lidskych embryonalnich bun¢k ukazuji, Ze hladovéni po dobu 24
hodin zpusobuje ciliogenezi téméf u 50 % bunék a také signifikantni prodlouzeni primérni
fasinky z 1 um na ~ 4-6 pm (Kiprilov et al. 2008, Schneider et al. 2005). Dale zptisobuje
synchronizaci buné€k, blok v GO/G1 fazi bunécného cyklu a tyto indukéni stimuly zvySuji
pocet bun€k s primarni fasinkou, prodluzuji jeji délku v zavislosti na typu bunécné kultury

(Dvotak 2015).
2.9. Primarni rasinka a cytotoxicky stres vyvolany chemickymi latkami
2.9.1. Doxorubicin a taxol

Cytotoxicky ucinek byl sledovan u bun¢k s primarni fasinkou po ovlivnéni cytostatiky
doxorubicinem a taxolem. Doxorubucin a taxol patfi mezi chemoterapeutika uzivana jako
standardni protinadorova 1é¢ba u karcinomu prsu spolu s cilenou terapii na a-HER2/neu
receptor. Doxorubicin patti do skupiny antracyklinli, taxol fadime mezi taxany. Doxorubicin
je efektivni interkalacni cytostatikum pouzivané pii 1é¢b¢ riznych druhli naddort, nejcastéji se
uziva v kombinaci s taxolem pfi neoadjuvantni a advujantni 1é€b& u pacientli s nadorem prsu
(Hofman et al. 2015). Mechanizmus U¢inku tohoto cytostatika spociva v inhibici replikace
DNA ve vSech fazich bunééného cyklu a diky tomu dochazi k zamezeni mnozeni buné¢k
a rastu nadoru (Cheung-Ong et al. 2013). Taxol patii mezi cytostatika, kterd inhibuji vyvoj
nadoru diky vazbé na mikrotubuly. Diky této vazbé dochédzi k inhibici depolarizace
mikrotubuldl, coz se projevi omezenim nebo Uplnym inhibovanim M faze buné¢ného cyklu,
tedy deleni bunky (Kopczynska 2015; Jordan et al. 1993). Tato dvé cytostatika také indukuji
fosforylaci bel-2 pres predem determinovanou kaskadu déju, které v podstaté maji vliv na

bunécnou smrt formou apoptozy (Kopczynska 2015).

Ve studiu uc¢inku cytostatik na primarni fasinku je nejvice praci zaméteno na vliv taxolu
a na prodluZovani nebo zkracovani primarni fasinky. Ve studii, kterou provedl Sharma et al.,
bylo prokazéano, Ze taxol, jez inhibuje depolymeraci mikrotubuld, blokuje prodluzovani
primarnich fasinek bunék savcti (Sharma et al. 2011). AvSak pokud je tento inhibitor podan

bunééné kultufe v nizké koncentraci, dojde ke zvySeni mnoZzstvi volnych podjednotek
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tubulinu v cytosolu a to vede k prodlouzeni primarnich fasinek (Bershteyn et al. 2010; Kim et
al. 2010). Vyssi koncentrace taxolu zpusobi vys$i a rychlejsi inhibici depolymerace a tim
zaptiCini 1 blokaci vzniku primarni fasinky, jak uvadi Jesen et al. ve své praci (Jensen et al.

1987).

Studie, vénujici se sledovani zmén primarni fasinky po aplikaci doxorubicinu, nebyly
zatim publikovany. V naSich experimentech byly v tomto sméru dosazeny zajimavé vysledky,

viz. nize.
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3. Cil prace

Hlavnim cilem mé dizerta¢ni prace bylo hodnoceni vlivu faktori vyvolavajicich stresovou
reakci na buniku s naslednou nestabilitou cytoskeletu builkky se zaméfenim na primdrni

fasinku.

Prace zhodnocuje vliv nasledujicich faktorti na primarni fasinku, cytoskeletalni nestabilitu, na

prabéh bunééného cyklu a bunééné smrti:
a) fyzikalnich faktory - ionizujici zéfeni;

b) faktory ovliviiujici bunény metabolizmus formou metabolického stresu vyvolaného

sérovym hladovénim;

¢) vliv chemické latky - cytostatika, pouzivana pfedev§im v 1é¢bé karcinomu prsu

(doxorubicin a taxol).
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4. Material a metodiky
4.1. Bunécné linie a jejich kultivace
4.1.1. C2C12

Mysi bunécnéd linie myoblasti izolovana ze svalové tkané z firmy ATCC (USA,
kat.¢islo: CRL-1772). C2C12 byla kultivovina v DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
médium, Sigma-Aldrich, USA) s pfidanim 10% fetdlniho teleciho séra (PAA, USA), 1%
penicilinem/streptomycinem (Gibco, UK) a 2% glutaminem (Gibco, UK) v 5% CO, pii 37 °C.

4.1.2. MDA-MB-231

Bunécéna linie triple negativniho karcinomu prsu MDA-MB-231 byla poskytnuta od
Mgr. Jaroslava Truksy, PhD. z Biotechnologického tistavu AV CR, v.v.i. MDA-MB-231 byla
kultivovina v. DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s médium, Sigma-Aldrich, USA)
s pfidanim 10% fetalniho teleciho séra (PAA, USA), 1% penicilinem/streptomycinem (Gibco,
UK) a 2% glutaminem (Gibco, UK) v 5% CO, pii 37 °C.

4.1.3. BT-549

BT-549 — triple negativni linie karcinomu prsu byla zakoupena od firmy ATTC (USA,
kat.¢islo: HTB-122). Buné¢na linie BT-549 byla kultivovdna v DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s médium, Sigma-Aldrich, USA) s pfidanim 10% fetalniho teleciho séra (PAA, USA),
1% penicilinem/streptomycinem (Gibco, UK) a 2% glutaminem (Gibco, UK) a 0.023 IU/ml
inzulinem (Sigma, USA) v 5% CO, pii 37 °C.

4.1.4. Izolované lidské fibroblasty ze zdravé tkané

Izolované fibroblasty byly ziskany z biopsie kiize odebrané od pacienti po plastické
operaci prsu. VSechny pacientky podepsaly informovany souhlas, ktery byl pozadovan
etickou komisi Lékatské fakulty v Hradci Kralové. Vyizolované lidské fibroblasty byly
kultivovany v. DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s médium, Sigma-Aldrich, USA)
s pfidanim 10% fetalniho teleciho séra (PAA, USA), 1% penicilinem/streptomycinem (Gibco,
UK) a 2% glutamanem (Gibco, UK) v 5% CO, pii 37 °C. Pro vSechny experimenty byly
pouzity pasaze 10-12.
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4.2. Izolace lidskych fibroblastiti z koZni biopsie

Kozni $tépy byly transportovany v zékladnim roztoku na ledu. Zékladni roztok byl
namichan z 1,4625 g HBSS (Hanks’ Balanced Salt solution, Sigma-Aldrich, USA), 0,0525 g
NaHCOj; (hydrogenuhli¢itan sodny), které byly rozpustény v 148,5 ml destilované vody a byl
piidan Penicillin/Streptomycin (Gibco, UK) Za stalého michani bylo zméfeno pH 7,2 - 7,5.
Ve vysterilizovaném lamindrnim boxu byl roztok pfefiltrovan do 50 ml zkumavek (Sigma-

Aldrich, USA) a skladovan pti -20 °C po dobu 3 mésicu.

Poté byly $tépy oplachnuty v PBS (Phosphate Buffered Saline) a vlozeny do roztoku
dispazy, ve které byly inkubovany ptes noc pii 4 °C. Po uplynuti inkubace byly §té€py promyty
vytemperovanym PBS a pomoci pinzet stdhnut epidermis. Po dal§im oplachu byla dermis
nastiihdna nizkami na co nejmensi kousky a pfenesena do plastové zkumavky s 10 ml
diges¢niho roztoku. Diges¢ni roztok vznikl smichanim 30 ml zékladniho roztoku, 15,2 mg
Collagenase I (Gibco, UK) a 57 mg Dispase II (Gibco, UK). Po Gplném rozpusténi vSech
komponentli byl roztok ptefiltrovan a skladovan po dobu 1 mésice pii — 20 °C. Zkumavky
s nastfthanou dermis byly pfemistény do skiifiové tfepacky (37 °C/230 rpm). Piesné po 6
hodinach byl obsah zkumavky piefiltrovan do 50 ml zkumavky. Suspenze v plastové
zkumavce byla zcentrifugovana 10 minut/1200 rpm/22 °C. Supernatant byl dekantovan
a bunécény sediment byl resuspendovam v 10 ml kultivaéniho média a ptenesen do kultivaéni

lahve T75 (TPP, Svycarsko).
4.3. Ozarovani

Myoblasty C2C12 byly ozéieny co y-z&ti¢em (Chisotron; Chirana, Ceska republika).
Piikon zéfice byl 0,4-2 Gy/min. Buiky byly ozafovany 1 m od stroje v ioniza¢ni komote
(Dosemeter PTW Unidos 1001, sériové ¢islo 11057, ioniza¢ni komora PTW TM 313, sériové
¢islo. 0012; RPD Inc., USA) davkami 2, 6, 10 a 20 Gy. Po ozafeni byly C2C12 inkubovany
v 5% CO, pti 37 °C po dobu 24, 72 a 144 hodin a poté zpracovany pro dalsi analyzu.

4.4. Metabolicky stres indukovany hladovénim

Bunééna linie C2C12 byla vyhladovéna uzitim kultivaéniho média se snizenym obsahem

(0,5 %) FBS a byla inkubovéna pii 37 °C/5% CO, po dobu 6, 12, 24, 48, 72 a 120 hodin.
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4.5. Cytostatika

Pro experimenty na bunécnych liniich MDA-MB-231, BT-549 a koznich fibroblastech
byla pouzita cytostatika doxorubicin (Sigma-Aldrich, USA) a paklitaxel (obchodni nazev
Taxol®; Sigma-Aldrich, USA). Doxorubicin a taxol byly rozpustény v 0,5% DMSO
(dimethyl sulfoxide; Sigma-Aldrich, USA) a byl vytvofen zasobni roztok o koncentraci 1
mM. Pfed pouzitim byl doxorubicin rozifedén v kultivaénim médiu v poméru 1:100 a taxol
v poméru 1:1000. MDA-MB-231, BT-549 a kozni fibroblasty byly ovlivnény doxorubicinem
o koncentracich 10, 20, 40, 80 a 120 nM a taxolem o koncentracich 1,25; 3,25; 5,25; 6,25
a12,5nM (72 h, 37 °C, 5% CO»).

4.6. Stanoveni viability a proliferace pomoci WST-1 testu

Ke zjisténi viability a proliferace bunécéné linie C2C12 72 hodin po ozafeni davkami 2, 6,
10 a 20 Gy a po hladovéni (0,5% FBS) byl pouzit WST-1 test (Roche; Basel, Svycarsko).
C2C12 byly ozateny nebo hladovény v 96 - jamkové desticce (Sigma-Aldrich, USA). WST-1
test byl dale pouzit u bunéénych linii MDA-MB-231, BT-549 a koznich fibroblastl, které
byly ovlivnény doxorubicinem o koncentracich 10, 20, 40, 80 a 120 nM a taxolem o 1,25;
3,25;5,25; 6,25 a 12,5 nM a inkubovéany v 96 — jamkovych desti¢kach. Do kazdé jamky bylo
nasazeno 1 x 10° bun&k do 100 pl kultivaéniho média a inkubovano 72 hodin v 5% CO, pii
37 °C. Po uplynuti 72 hodin bylo pfiddno do kazdé jamky 10 ul WST-1 ¢inidla. Vysledné
meteni bylo provedeno 3 hodiny po ptidéni ¢inidla pomoci spektrofotometru Tecan Infinite

M200 (Tecan Austria GmbH; Grodig, Rakousko) pfi vinové délce 440 nm.
4.7. Detekce apoptozy

Pro detekci apoptdzy bylo vyuzito stanoveni aktivace kaspdz 3/7, 8 a 9. Pro detekci byl
pouzit Caspase-Glo Assay kit (Promega, USA). Kit byl pouZzit dle pokynl vyrobce.
Programovand bunécni smrt byla detekovana 72 hodin po ozafeni davkou 10 a 20 Gy. Pro
experimenty byla pouzita 96 - jamkové desticka. Do kazdé jamky bylo napipetovano 40 pl
média a pridano 10* bundk do kazdé jamky. Vysledky byly analyzovany pomoci
spektrofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan Austria GmbH; Grodig, Rakousko).

4.8. Stanoveni cytotoxicity

Pro detekcei cytotoxicity byl pouzit PLUS-LDH kit (Roche Diagnostics, Czech Republic).
Unik laktat dehydrogenazy byl detekovan 72 hodin po ozéafeni davkami 2, 6, 10, 20 Gy. Byly
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pouzity dvé 96 - jamkové desticky. Do kazdé jamky bylo nasazeno 10° bun&k. Prvni desticka
byla pouzita jako pozitivni kontrola a do kazdé jamky bylo napipetovano 5 ul lyzacniho
pufru, desticka byla pak inkubovana 15 minut pfi pokojové teplot¢. Druhd desticka
obsahovala ozatrené buiiky a buiiky ovlivnéné cytostatiky doxorubicinem a taxolem. Do kazdé
jamky bylo napipetovano 5 pl lyza¢niho pufru a desticka byla inkubovdna 15 minut pfi
pokojové teploté. Po 1yze bunék bylo do obou destic¢ek ptidano 100 pl reakéni smény, kterd
byla pfipravena podle pokynii vyrobce. Desticky byly inkubovany po dobu 30 minut pfi
pokojové teploté. Po uplynuti inkubac¢ni doby se piidalo do kazdé jamky 50 ul STOP roztoku.
Vysledky byly analyzovany pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan Austria
GmbH; Grodig, Rakousko) pti vinové délce 490 nm.

4.9. Imunocytochemie

Kryci sklicko bylo vlozeno do kazdé jamky 6 - jamkové desticky. Buiikky byly nasazeny
v poétu 10° v kazdé jamce. Po hladovéni, ovlivnéni cytostatiky nebo po ozafeni, byly buiiky
fixovany 4% paraformaldehydem po dobu 10 minut a 3x oplachnuty v PBS. Pro blokaci bylo
pouzito kozi sérum (1:20; Jackson ImmunoResearch, UK) po dobu 20 minut. V dal$im kroku
byla pouzita primarni protilatka anti-acetylated tubulin (1:800; Sigma-Aldrich, USA) a anti-
gamma tubulin (1:300; Sigma-Aldrich, USA) po dobu 60 minut. Pak byly buiky 3x
oplachnuty v PBS. Nasledné byla aplikovana sekundéarni protilatka Cy3-conjugated donkey
anti-mouse (1:300; Sigma-Aldrich, USA) a Alexa 488 conjugated donkey anti-rabbit (1:300;
Jackson ImmunoResearch, UK) 45 minut ve tmé pii pokojové teploté. Poté byly bunky 3x
oplachnuty v PBS. Jadra bunék byla obarvena pomoci DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole
(Sigma-Aldrich, USA). Pro analyzu primarni fasinky byl pouZit fluorescenéni mikroskop

Nikon Elipse (Nikon, Japonsko).
4.10. Transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni elektronovy mikroskop (Tesla, Ceska republika) byl pouzit pro detekci
primarni fasinky u bunck po hladovéni, ozafeni davkou 20 Gy a po ovlivnéni taxolem
a doxorubicinem. Butiky byly fixovany 3% glutaraldehydem (Sigma-Aldrich, USA) po dobu
5 minut pii 37 °C a poté 3 hodiny pii pokojové teploté, oplachnuty v kakodylatovém pufru
(0,1 M, pH 7,2) a nasledn¢ fixovany v 1% OsO4 po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté. Po
oplachu v kakodylatovém pufru (0,1 M, pH 7,2), buniky byly dehydratovany v odstupiiované
fad¢ alkoholt (50%, 75%, 96%, 100%), poté projasnény v propylenoxidu a vlozeny do smési
Epon 812 a Durcupan (1:1 Sigma Aldrich, USA) a ponechany polymerizovat po dobu 72
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hodin pti 60 °C. Polosilné fezy byly obarveny toluidinovou modii. Ultra tenké fezy byly
nakrajeny na Ultratome Nova (LKB, Sweden), shroméazdény na sitkach potazenych uhlikem.
Pro dobarveni byl pouzit uranylacetat a citrat olovnaty. Vysledné fezy byly analyzovany
transmisnim elektronovym mikroskopem Tesla BS500 (pii 90 kV, Tesla, Ceska republika).
Snimky byly pofizeny digitalni kamerou MegaView G2 a analyzovany s iTEM softwarem
(Olympus, Japan).

4.11. Analyza bunécného cyklu

Stanoveni jednotlivych fazi bunééného cyklu bylo detekovdno u ozarenych bunék,
hladovéjicich bun€k a bunék ovlivnénych doxorubicinem a taxolem pomoci méteni obsahu
DNA pritokovou cytometrii. Po ovlivnéni a uplynuti inkubaéni doby byly bunky
ztrypsinizovany a promyty studenym PBS, fixovany a permeabilizovany 70% ethanolem
a uchovany pii 4 °C. V dalS$im kroku byly bunky zcentrifugovany a promyty PBS. Pro
odstranéni nizkomolekularnich fragmentti DNA byly buiiky inkubovany v citratovém pufru
(192 ml 0,2 mol/l Na,HPO4 + 8 ml 0,1 mol/l kyselina citréonova, pH = 7,8) po dobu 5 minut
a znaceny propidiem jodidem pomoci Vindelova roztoku (1 ml 1 M Tris, pH=8, 1 mg RNazy,
100 pl Triton X-100, 60 mg NaCl, 5 mg propidium jodidu a destilovana voda do 100 ml) 60
min, 37 °C. Bunécna suspenze byla méfena na prutokovém cytometru BD FACS Aria III
(Becton, Dickinson and Company, USA) pouzitim 13 mW Coherent® Sapphire™ laseru
s excitaci pii 488 nm nebo CyAn™ ADP (Becton, Dickinson and Company, USA). V priibéhu
akvizice dat byly odstranény dublety, multiplety a agregaty, které by zkreslovaly namétené
vysledky. Pfi analyze programem Multicycle AV (Phoenix Flow Systems, USA) byl vytvoren
histogram Sitky pulsu (pulse width) signalu versus jeho plocha (area) pro fluorescenéni signal

propidium jodidu v analyzovaném fluorescen¢nim kanalu.
4.12. Statisticka analyza

Pro statistické vyhodnoceni dat byl pouzit program GraphPad InStat v3 (GraphPad
Software, USA). Neni —li uvedeno jinak, jsou vysledky vyjadieny jako primér se stiedni
chybou priméru (SEM). Statistickd analyza byla provedena pomoci one-way ANOVA a
Tukey post hoc test ze ti1 nezavislych experimentd a hodnoty p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001

byly povazovany za statisticky signifikantni.
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5. Vysledky

Hodnoceni zmén cytoskeletalni stability pomoci primarni fasinky bylo provedeno na
zéklad¢ nekolika in vitro experimentl spojenych s vlivem ionizujiciho zafeni, metabolickym
stresem indukovanym hladovénim a vlivem chemickych latek — cytostatik na vybrané

bunécné linie normalnich a nddorovych bunék.
5.1. Hodnoceni zmén primarni rasinky po ozareni u C2C12

Vliv ionizujiciho zafeni na cytoskeletalni stabilitu primarni fasinky byl sledovan u C2C12.
C2C12 byly ozareny davkou 2, 6, 10 a 20 Gy a 72 hodin po in vitro ozéafeni bylo provedeno
hodnoceni viability buné¢k pomoci WST-1, test uniku LDH, hodnoceni bunécného cyklu,

detekce apoptdzy a imunofluorescencni detekce primarni fasinky.
5.1.1. Hodnoceni viability a proliferace u C2C12 po ozareni

V experimentech byla sledovdna viabilita a proliferace ozafenych C2C12, ve srovnani
s neozatenou kontrolou. Pro detekci viability a proliferace byl pouzit WST-1 test, ktery byl
proveden 72 hodin po ozatfeni ddvkami 2, 6, 10 a 20 Gy.

Viabilita a proliferace C2C12 ozéafenych 2 Gy klesla na 85,8 %. K dalSimu sniZeni
proliferace a viability o 22 % dosSlo po ozareni myoblastli davkou 6 Gy. Pouze 42 % bun¢k
bylo detekovano jako viabilnich a proliferujicich po ozafeni davkou 10 Gy a pouze 31 %
ozafenych myoblasti davkou 20 Gy vykazovalo znamky proliferace a viability.
V experimentech bylo zji§téno, Ze zvySujici se davka zafeni vede ke statisticky vyznamnému

sniZzovani viability a proliferace bunék, ve srovnani s neozafenou kontrolou (Obr. 7A).

Jako dal$i vhodna metoda, slouzici k doplnéni informace k viabilit¢ bunék, byla pouzita
metoda zaloZena na méteni luminiscence pro stanoveni laktatdehydrogenazy (LDH). Detekce

LDH byla provedena rovnéZ 72 hodin po ozafeni davkami 2, 6, 10 a 20 Gy.

U ozafenych C2C12 davkou 2 Gy doslo k statisticky signifikantnimu zvySeni procenta
mrtvych bun€k v porovnani s neozatenou kontrolou (2 Gy, ~12 %; kontrola, ~9 %). Davka
zafeni 6 Gy zvysSila vyznamné procento mrtvych buné€k na 14,4 %, ve srovnani s neozarenou
kontrolou. K dalS§imu signifikantnimu navySeni mrtvych bunék o 3 % doSlo po ozéfeni
davkou 10 Gy, oproti neozairené kontrole. Davka zafeni 20 Gy zpilisobila vyznamny narist

procenta mrtvych bunék na 24 %, ve srovnani s neozatrenou kontrolou (Obr. 7B).
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Relativni viabilita (%)

Procentudlni sniZeni viability a proliferace a nartst procenta mrtvych bun¢k byl linearni a z

toho diivodd nebyla hodnocena signifikance mezi jednotlivymi skupinami.
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Obr. 7: Viabilita a proliferace u C2C12 po ozareni. (A) Reprezentuje procento zivych
bun¢k vyhodnocenych pomoci WST-1 testem, 72 hodin po ozafeni davkami 2, 6, 10 a 20 Gy.
(B) Znazornuje procento mrtvych bunck detekovanych pomoci tniku laktatdehydrogendzy 72
hodin po ozareni ddvkami 2, 6, 10 a 20 Gy, ve srovnani s neozaienou kontrolou. Vysledky pro
dané hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym primérem tii na sob& nezavislych experimentt,
sttedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci
GraphPad InStat v3. *p < 0,05, ***p <0,001.

5.1.2. Hodnoceni bunécného cyklu u ozarenych C2C12

Bunéény cyklus byl analyzovdn pomoci pritokové cytometrie 24 a 72 hodin po
ozéafeni davkami 6 Gy a 20 Gy (Obr.8A). Hodnoty byly vztazné k neozatfené kontrole
kultivované za normalnich podminek. V experimentu 24 hodin po ozéfeni davkou 6 Gy bylo
zaznamenano zvysené procento bunék v G1 fazi bunééného cyklu. Po davce 20 Gy doslo ke
snizeni procenta bunck, které vSak nebylo statisticky vyznamné. Dale 24 hodin po ozafeni
davkou 6 Gy a také davkou 20 Gy byl zaznamenan statisticky vyznamny pokles bunék
v S fazi. Po ozafeni davkou 6 Gy nedoslo za 24 hodin k vyznamnym zméndm v procentu
bun¢k v G2 fazi, naopak pii davce 20 Gy bylo zaznamendno vyznamné zvyseni poctu bun€k
v G2 fazi (24 h, 42,8 %; kontrola, 14,4 %; Obr. 8B). 72 hodin po ozafeni davkou 6 Gy bylo
zaznamenano zvysSené procento bun¢k v G1 fazi a po davce 20 Gy snizeni procenta bunck
v G1 fazi, které nebylo statisticky vyznamné. Déle 72 hodin po ozéfeni davkou 6 Gy byl
zaznamenan statisticky nevyznamny pokles bun¢k v S fazi, oproti statisticky vyznamnému
poklesu po davce 20 Gy (72 h, 12 %; kontrola, 26 %; Obr. 8C). Davka 6 Gy
nezpusobila signifikantni zmény v procentu bunék v G2 fazi 72 hodin po ozareni, naopak pii
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davce 20 Gy bylo zaznamenano statisticky vyznamné zvySeni poctu bunék v G2 fazi za 72

hodin po ozareni (72 h, 36 %; kontrola, 14,4 %; Obr. 8C).
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Obr. 8: Analyza bunééného cyklu u ozaiFenych C2C12. (A) Znazornuje procentudlni
zastoupeni bun€k ve G1, S a G2/M fazi bunééného cyklu 24 a 72 hodin po ozéfeni davkou 6
Gy a 20 Gy a u neozafené kontroly. (B) Grafické vyjadieni souhrnnych udaji o rozdéleni
C2C12 v jednotlivych fazich bunééného cyklu za 24 hodin a (C) 72 hodin po ozafeni.
Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym priimérem tii na sob& nezavislych
experimentll, stfedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven
pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05.
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5.1.3. Indukce apoptozy
5.1.3.1. Detekce apoptdézy pomoci barveni DAPI

Bunécéné smrt byla detekovana u ozéatfenych C2C12 davkou 10 Gy a 20 Gy, 24 a 72
hodin po ozafeni ve srovnani s neozafenou kontrolou a v porovnani mezi skupinami.
Apoptdza byla detekovana pomoci imunofluorescenéni metody s vyuzitim barveni DAPI,
které umoznuje detekci apoptézou asociované nuklearni kondenzace a bunécné smrsténi

a také vacky plazmatické membrany (Obr. 9D).

Apoptotické zmény nebyly detekovany pii davkach ozafeni 2 a 6 Gy (Obr. 9A, 9B)
a u neozarené kontroly (Obr. 9C). Signifikantni nartist procenta bunck v apoptdze byl
detekovan po ozareni davkou 10 a 20 Gy za 24 hodin (10 Gy, 16,6 %; 20 Gy, 7,6 %)
a vyvrcholil 72 hodin po ozéfeni davkou 10 a 20 Gy (10 Gy, 37 %; 20 Gy, 45 %), ve srovnani
s neozafenou kontrolou. U bun¢k ozéafenych davkou 20 Gy (~16,6 %) bylo detekovano 24
hodin po ozafeni vyznamné procentudlni sniZzeni bun¢k v apoptdze oproti bunikam, které byly
ozéateny davkou 10 Gy (~7,6 %) a detekovany ve stejném Case. Procento bun¢k v apoptoze 72
hodin po ozafeni davkou 20 Gy bylo o 8 % vys§i nez po ozareni davkou 10 Gy, procentualni
zvysSeni nebylo signifikantni (Obr. 9A). Mezi skupinami ozafenych bun¢k bylo detekovano
vyznamné zvySené procento apoptotickych bun¢k 72 hodin po ozareni davkou 10 a 20 Gy,

v porovnani s 24 a 144 hodinovym intervalem (Obr. 9B).
5.1.3.2. Aktivita kaspaz

V experimentech pro sledovani indukce apoptdzy byla pouzita detekce aktivity kaspaz.
U C2CI12 byla 72 hodin po ozafeni davkou 10 Gy a 20 Gy sledovéana aktivace efektorové
davce zatfeni 10 a 20 Gy, v porovnani s neozatenou kontrolou (Obr. 10A). Signifikantni rozdil
v aktivité¢ nebyl zaznamenan, pokud byly porovnany ozafené skupiny davkou 10 a 20 Gy
mezi sebou. Stejny vysledek byl detekovan u aktivity kaspazy 8. Aktivita kaspazy 8§
signifikantné stoupala se zvySujici se davkou zafeni, oproti neozafené kontrole. Mezi
skupinami ozafenymi 10 Gy a 20 Gy byl detekovan narist aktivity kaspazy 8, ktery ale nebyl
signifikantni (Obr. 10B). Aktivita kaspazy 9 byla vyznamné zvySena po davce zafeni 10 a 20
Gy, v porovnani s neozafenou kontrolou a zaroven byl zaznamenam statisticky vyznamny
rozdil mezi aktivitou kaspazy 9 u bun€k ozafenych davkou 10 Gy a bunék po ozéateni davkou

20 Gy (Obr. 10C).
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Obr. 9: Detekce apoptozy u ozarenych C2C12. (A) Prezentuje procentudlni zastoupeni
bun¢k s apoptickou morfologii za 24 a 72 hodin po ozareni davkami 2, 6, 10 a 20 Gy. (B)
dynamicka indukce apoptozy po ozafeni davkou 20 Gy. (C) Kontrolni neozafené¢ C2C12. (D)
C2C12 ozatené davkou 20 Gy po 72 hodindch vykazujici znamky apoptdzy. Vysledky pro
dané hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym primérem tii na sob& nezavislych experimentt,
sttedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci
GraphPad InStat v3. ***p <0,001.
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Obr. 10: Hodnoceni aktivity kaspaz. (A) Aktivita efektorové kaspazy 3/7 (B) Aktivita

..........

20 Gy u C2C12. Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym primérem tii na
sob¢ nezavislych experimentl, stfedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny
rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

5.1.4. Detekce primarni rasinky u bunécné linie C2C12

V dal§i fazi experimentl byla provadéna detekce priméarni fasinky pomoci
imunocytochemické metody barveni acetylované¢ho a-tubulinu a y-tubulinu. Touto metodou
bylo prokézano, ze bunécna linie C2C12 je nositelem primarni fasinky. Pfitomnost primarni

fasinky byla prok4zana také transmisni elektronovou mikroskopii (TEM).
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5.1.4.1. Detekce primarni rasinky po ionizujicim zareni

Prvotni experimenty s ozafovanim byly provedeny u C2C12 davkami 2, 6, 10 a 20 Gy.
V experimentech 24 a 72 hodin po ozafeni byla provedena imunodetekce primarni fasinky
(Obr. 11). U davky zateni 20 Gy byla pozorovana jedna primarni fasinka (Obr. 11C) u kazdé
bunky, tak zdrovei i fasinka vicecetnd 72 hodin po ozéfeni (Obr. 11A, 11B). Vyrazné vyssi
pocet bun¢k s primarni fasinkou byl pozorovan 24 hodin po ozafeni v ramci sledovani celé
davkové tady a pii srovnani s neozarenou kontrolou. Nejvyssi incidence primarni fasinky za
24 hodin byla u ozafeni davkou 2 Gy (~59 %; Obr. 12A). V zavislosti na tomto zjisténi byla
dale provedena analyza detekce primarni fasinky 72 hodin po ozafeni a tyto vysledky ukézaly,
ze dochazi ke stalému nartistani procenta bunék s primarni fasinkou v zavislosti na davce,
v porovndni s neozafenou kontrolou. Nejvyssi procento bun€k s primarni fasinkou bylo
detekovano 72 hodin po ozéieni davkou 20 Gy (~72 %; Obr. 12A). Pti porovnani ozafenych
C2C12 za 24 a 72 hodin bylo detekovano signifikantni zvySeni po davce 20 Gy 72 hodin (~72
%), oproti 24 hodinovému intervalu (~41 %). Sledovani primarni fasinky v ¢asové zavislosti
prokazalo vyznamné zvyseni primarni fasinky 72 hodin po ozéateni davkou 20 Gy (~72 %),
oproti detekci za 24 (~41 %) a 144 hodin po ozatreni (~56 %; Obr. 12B). Pfitomnost primarni
fasinky byla ovéiena také pomoci TEM a to 72 hodin po ozateni davkou 20 Gy (Obr. 13).

B C

Obr. 11: Vyskyt primarni rasinky u ozarenych C2C12. Reprezentativni fotografie primarni
fasinky u C2CI12. Detekce primarni tfasinky byla provedena pomoci imunofluorescence.
Cervené je nabarvena axonema priméarni fasinky tvofena alfa tubulinem a zelené se barvi
bazalni télisko tvofené gamma tubulinem. Jadra byla barvena modie pomoci DAPI. (A) a (B)
vicecetnd tasinka byla pozorovéna 72 hodin po ozéfeni 20 Gy. (C) Jednoducha primarni
fasinka po ozareni davkou 20 Gy 72 hodin po ozéfeni.
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Obr. 12: Zvysujici se vyskyt primarni Fasinky po ozareni. (A) Procentualni zastoupeni
primérni fasinky u C2C12 za 24 hodin a 72 hodin po ozafovani davkami 2, 6, 10 a 20 Gy. (B)
Zastoupeni bun¢k s primarni fasinkou (%) u C2C12 po 1, 3 a 6 dnech po ozafeni davkou 20
Gy s nejvétsim naridstem 72 hodin po ozéafeni. Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny
aritmetickym priimérem tfi na sobé nezavislych experimentd, sttedni chyba priméru (SEM;
n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. ***p < 0,001.
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v

Obr. 13: Reprezentativni fotografie z TEM. (Al, A2) Piicny fez primarni fasinkou u
C2C12 po ozafeni davkou 20 Gy a sledovanych 72 hodin po ozéafeni. Cerné §ipky ukazuji osm
dvojic mikrotubulii, které jsou typické pro primarni fasinku. Prdzdné Sipky zobrazuji
cytoplazmatickou membranu a ciliarni kapsu okolo primarni fasinky. n= nukleus. (B1, B2)
Podélny fez primarni fasinkou u C2C12 ozafenych davkou 20 Gy 72 hodin po ozafeni,
zvétSen pomoci pocitacového softwaru PhotoFiltre. Primarni fasinka se vynotuje z bazalniho
téliska (Cerna Sipka). Proximalni oblast primarni fasinky se nachazi v ciliarni kapse (prazdné
Sipky); n=nukleus.
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5.1.4.2. Vyskyt vicecetné rasinky po ionizujicim zareni

Buiiky s vicecetnymi fasinkami byly detekovany u ozafenych C2C1272 hodin po
ozafovani. Zadna viceetna fasinka nebyla pozorovana u neozafenych C2C12 ani po ozafeni
davkami 2 Gy a 6 Gy (Obr. 14A). U 2 az 4 % ozafenych myoblasti byly detekovany
vicecetné primarni fasinky a to 24 hodin po ozéfeni v rdmci celé davkové tady (2-20 Gy),
oproti neozarené kontrole. Dalsi vyznamny nartist bunék s vicecetnou fasinkou byl pozorovan
72 hodin po ozéfeni davkou 10 Gy a 20 Gy (15 a 34 %; Obr. 14A, 14B), v porovnani
s neozafenou kontrolou. V porovnani mezi ozafenymi skupinami za 24 a 72 hodin doslo
k signifikantnimu zvySeni procenta bunck s viceCetnou fasinkou po davce 10 Gy (~15 %) a 20
Gy (~34 %), oproti bunikdm ozéatenych davkami 10 Gy (~3 %) a 20 Gy (~3,5 %) za 24 hodin.
V dalsim kroku byla provedena analyza ozéafenych myoblasti davkou 20 Gy a byla
zhodnocena ptitomnost primarni fasinky za 24, 72 a 144 hodin po ozafeni. Nejvyssi procento
bun¢k s vicecetnou fasinkou bylo detekovano 72 hodin po ozéafeni davkou 20 Gy (~34 %)
v porovnani s neozafenou kontrolou a bunikami 24 hodin (~4 %) a 144 hodin (~10,5 %) po
ozéfeni (Obr. 14B). Pfitomnost mnohocetné fasinky u bunék ozatenych davkou 20 Gy byla

prokazana pomoci imunofluorescence (Obr. 11A, 11B) a pomoci TEM (Obr. 15A, 15B, 15C).
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Obr. 14: Incidence vicecetné Fasinky u C2C12 po ionizujicim zareni. (A) Procentudlni
zastoupeni viceCetné fasinky 24 a 72 hodin po ozafeni davkou 2-20 Gy. (B) ZvySujici se
procento bunék se 2 a vice fasinkami u ozafenych C2C12 davkou 20 Gy. Vysledky pro dané
hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym primérem tii na sobé nezavislych experimenti, stfedni
chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad
InStat v3. ***p < 0,001.
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Obr. 15: TEM analyza vicefetné rasinky u C2C12 72 hodin po ozareni davkou 20 Gy.
(A1) C2C12 se tfemi centrioly (Cerné Sipky). (A2) Primarni fasinka vyrustajici z jednoho
centriolu (Cerné Sipky), kterd tvofi jeji bazalni télisko a je uzaviena v cilidrni kapse (prazdné
Sipky). (B1) Vicecetna tasinka 72 hodin po ozareni davkou 20 Gy u C2C12 (Cerné Sipky).
(B2) Pricny fez dvéma fasinkami (Cerné Sipky) uzavienych v jejich ciliarni kapse (prazdné
Sipky). (C1, C2) Podélny fez dvéma fasinkami (Cerné Sipky) obklopenymi ciliarni kapsou
(prazdné Sipky) 72 hodin po ozéafeni davkou 20 Gy u C2C12. (A2), (B2), (C2) zvétSen
pomoci pocitacového softwaru PhotoFiltre; n=nukleus.

39



5.2. Zmény primarni rasinky po metabolickém stresu indukovaného

hladovénim

Metabolicky stres indukovany hladovénim zvySuje frekvenci primarni fasinky a ma také
vliv na cytoskeletdlni stabilitu bunky. V této Casti prace byly experimenty provedeny na
modelu vyuzivajici bunéénou linii C2C12, které byly vystaveny hladovéni zplsobenym
snizenim fetdlniho teleciho séra (FBS) z 10% na 0,5%. Nasledné bylo provedeno
hodnoceni viability a proliferace bunék pomoci WST-1, hodnoceni bunécného cyklu
a imunofluorescen¢ni detekce primarni fasinky. Vzhledem k tomu, Ze v pribchu téchto

experimentll nebyly detekovany apoptotické buiky, nebyla apoptéza hodnocena.
5.2.1. Hodnoceni viability a proliferace po hladovéni u C2C12

Dalsi faze prace byla zamétfena na detekci primarni fasinky po metabolickém stresu
indukovaného hladovénim buné¢k. Viabilita a proliferace byla testovana pomoci WST-1 testu.
Snizujicim se obsahem fetilniho teleciho séra byla prokazdna 72 hodin po ovlivnéni
statisticky vyznamné se snizujici viabilita a proliferace, a to o 50 %, ve srovnani
s neovlivnénou kontrolou (Obr. 16). Detekce LDH byla provedena taktéz 72 hodin po
hladovéni. Vysledky ukazaly, ze buiiky neproliferovaly, ale pfezivaly, a tak nebyly nalezeny

buiiky majici znamky apoptozy.
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Obr. 16: Stanoveni viability a proliferace u C2C12 po hladovéni. Viabilita a proliferace
byla detekovana pomoci WST-1 testu 72 hodin po hladovéni. Vysledky pro dané hodnoty jsou
vyjadfeny aritmetickym primérem tii na sob& nezavislych experimentl, stfedni chyba
praméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3.
*p <0,05.
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5.2.2. Hodnoceni bunéc¢ného cyklu po hladovéni u C2C12

Bunécény cyklus byl analyzovdn 24 a 72 hodin po hladovéni pomoci prutokové
cytometrie. C2C12 vykazovaly 24 hodin po hladovéni signifikantni zvyseni poctu bun¢k v G1
fazi bunééného cyklu (~69 %) a signifikantni pokles bun¢k v S fazi bunééného cyklu, oproti
kontrole kultivované za normdlnich podminek (~53 %; Obr. 17A, 17B). Dalsi vysledky
ukazaly, ze 72 hodinové hladovéni navodilo pfedevsim vyznamny pokles bun¢k v G2 fazi
bunécéného cyklu (~6 %; Obr. 17C). Zjisténa zmena v poctu bun€k v G2 fazi po 72 hodinach
oproti buitkam, které hladovély pouze 24 hodin (~13 %) byla statisticky vyznamna.
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Obr. 17: Analyza bunécného cyklu u C2C12 po hladovéni. (A) Horni a dolni panel
znazoriiuje procentualni zastoupeni bunék ve G1, S a G2/M fazi bunééného cyklu 24 a 72
hodin po hladovéni (0,5% FBS) a u kontroly. (B) Grafické vyjadieni souhrnnych udaja
o rozdéleni C2C12 v jednotlivych fazich bunééného cyklu za 24 hodin a (C) za 72 hodin po
hladovéni. Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym primérem tii na sobé
nezavislych experimenti, stftedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl
stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05.
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5.2.3. Detekce primarni rasinky po hladovéni u C2C12

Primarni fasinka byla zkouména 6, 12, 24, 48, 72 a 120 hodin po metabolickém stresu
indukovaného hladovénim (Obr. 18A). Pocet bun€k s primarni fasinkou signifikantné vzristal
jiz 6 hodin po hladovéni v porovnani s kontrolou kultivovanou za standardnich podminek.
Nejvyssi procento bunék s primarni fasinkou, téméf 80 %, bylo detekovano 24 hodin po
hladovéni. Po 48 hodindch doslo k mirnému tubytku bunék s primarni fasinkou, ale po 72
hodinach se opét zopakoval trend se zvysSujicim se poctem bunék s primérni fasinkou. Pocet
bunék s primarni fasinkou se jiz nezménil do konce casového intervalu 120 hodin po
hladovéni (Obr. 18B). Vyse popisované zmény byly ve srovnani s neovlivnénou kontrolou
statisticky vyznamné v celém cCasovém intervalu (6-120 hodin) hladovéni. Pokud byly
porovnany skupiny mezi sebou, doslo k signifikantnimu nariistu procenta bunck s primarni
tfasinkou za 24, 48, 72 a 120 hodin oproti 6 hodinovému intervalu. Dale doslo k vyznamnému
snizeni 48 hodin po hladovéni (~62 %), oproti 24 hodinam po hladovéni (~80 %). Ostatni
zmény, které prob¢hly, nebyly statisticky vyznamné. Vzhledem k vySe uvedenym vysledktim
byla pro dalsi prikaz primarni fasinky vybrdna metoda TEM, ktera prokdzala pfitomnost

primarni fasinky 24 hodin po hladovéni (18C, 18D).
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Obr. 18: Vyskyt primarni fasinky u C2C12 po metabolickém stresu indukovaného
hladovénim. (A) reprezentuje procentudlni zastoupeni bun€k s primarni fasinkou po
hladovéni (0,5% FBS). Detekce byla provedena 6, 12, 24, 48, 72 a 120 h. Vysledky pro dané
hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym primérem tii na sobé nezavislych experimentt, stfedni
chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad
InStat v3. ***p < 0,001. (B) Reprezentativni fotografie primarni fasinky. Detekce primarni
fasinky byla provedena pomoci imunofluorescence. Cervené je nabarvena axonema primarni
fasinky tvofend alfa tubulinem a zelené se barvi bazalni télisko tvofené gamma tubulinem.
Jadra byla barvena modfe pomoci DAPI. (C) Reprezentativni fotografie z TEM. C2C12
24 hodin po hladovéni. Primarni fasinka se nachdzi v blizkosti jadra (n) a plazmatické
membrany buiiky. Primdrni fasinka se vynotuje z bazalniho téliska (Cerna Sipka). Proximalni
oblast primarni fasinky se nachdzi v ciliarni kapse (prazdné Sipky) a prostupuje ven
z plazmatické membrany; n=nukleus. (D) Reprezentativni mikrofotografie pifi¢ného tfezu
axonemou primarni fasinky u C2C12 24 hodin po hladovéni. Cerné Sipky ukazuji osm dvojic
mikrotubult, které jsou typické pro primarni fasinku. Prdzdné Sipky zobrazuji
cytoplazmatickou membranu a ciliarni kapsu okolo primarni fasinky. (C) a (D) zvétSen
pomoci pocitacového softwaru PhotoFiltre.
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5.3. Zmény primarni rasinky u bunécnych linii triple negativniho

karcinomu prsu a koZnich fibroblastti po ovlivnéni cytostatiky

V této Casti prace bylo provedeno hodnoceni viability a proliferace bun¢k pomoci WST-1,
test uniku LDH, hodnoceni bunécného cyklu, detekce apoptézy a imunofluorescencni detekce
primarni fasinky po ovlivnéni cytostatiky (cytotoxicky stres) doxorubicinem a taxolem

u bunécéné linie MDA-MB-231, BT-549 a koZnich fibroblasta.
5.3.1. Hodnoceni viability a proliferace po ovlivnéni doxorubicinem

MDA-MB-231, BT-549 a kozni fibroblasty byly ovlivnény 10, 20, 40, 80 a 120 nM
doxorubicinem. Byl proveden test viabilita a proliferace 72 hodin po expozici cytostatika u

ovlivnénych MDA-MB-231, BT-549 a koznich fibroblasti pomoci WST-1 testu.

Viabilita a proliferace BT-549 signifikantné klesla o 32 % po ovlivnéni 10 nM
doxorubicinem, oproti neovlivnéné kontrole. Po ovlivnéni 20 nM doxorubicinu bylo
detekovano pouze 48 % viabilnich a proliferujicich bunék a k dal§imu vyznamnému snizeni
doslo po ovlivnéni 40 nM doxorubicinem (~42 %) v porovndni s neovlivnénou kontrolou.
Pouziti 80 nM a 120 nM doxorubicinu mélo za ndasledek statisticky vyznamné snizeni

viability a proliferace o vice nez 50 % (Obr. 19A).

Po ovlivnéni 10 a 20 nM doxorubicinem nedoslo k signifikantnimu snizeni viability
a proliferace u MDA — MB — 231, oproti neovlivnéné kontrole. Prvni vyznamné sniZeni bylo
detekovano po ovlivnéni 40 nM doxorubicinem (~57 %). K dalSimu sniZeni dos§lo po pouziti
80 nM a 120 nM doxorubicinu. Viabilita a proliferace byla dale signifikantné snizena po
pouziti 80 nM a 120 nM doxorubicinu, kde bylo detekovano pouze 48 % a 40 % viabilnich

a proliferujicich bunék, oproti neovlivnéné kontrole (Obr. 19B).

Kozni fibroblasty vykazovaly vyznamné sniZeni viability a proliferace jiz po ovlivnéni
10 nM doxorubicinem (~61 %), oproti neovlivnéné kontrole. PouZiti doxorubici o koncentraci
20 nM zpusobilo signifikantni snizeni viability a proliferace bun¢k na 46 %. Dalsi vyznamné
snizeni bylo detekovano po ovlivnéni bunék 40 nM (~32 %) a 80 nM doxorubicinem
(~32 %), oproti neovlivnéné kontrole. Pouze 20 % viabilnich a proliferujicich bunék bylo

detekovano po koncentraci doxorubicinu 120 nM (Obr. 19C).
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Test uniku laktitdehydrogenazy (LDH) byl proveden po 72. hodinové expozici
doxorubicinem se stejnymi koncentracemi (10, 20, 40, 80, 120 nM) jako u WST-1 testu.

U ovlivnénych BT — 549 koncentraci doxorubicinu 10, 20 a 40 nM nedoslo
k statisticky signifikantnimu zvySeni procenta mrtvych bunék, oproti neovlivnéné kontrole.
Doxorubicin o koncentraci 80 nM vyvolal u ovlivnénych bun¢k vyznamné zvySeni procenta
mrtvych bunék, a to o vice nez 50 %. U koncentrace doxorubicinu 120 nM bylo detekovano

59 % mrtvych bunék, v porovnani s neovlivnénou kontrolou (Obr. 19D).

U MDA — MB - 231 ovlivnénych 10 a 20 nM doxorubicinem nebylo detekovéano
signifikantni zvySeni procenta mrtvych bunék v porovnani s neovlivnénou kontrolou (10 nM,
13 %; 20 nM, 14 %; kontrola, 11 %). Statisticky vyznamny narlst procenta mrtvych bun¢k
byl zaznamendm po ovlivnéni 40 nM (~18,9 %) a 80 nM (~19 %) doxorubicinem, oproti
neovlivnéné kontrole (~11 %). Po ovlivnéni 120 nM doxorubicinem bylo detekovano 26 %
mrtvych MDA — MB — 231, coz bylo signifikantni zvySeni, oproti neovlivnéné kontrole (~11
%; Obr. 19E).

I u kozZnich fibroblastl vzristalo po aplikaci vySSich koncentraci doxorubicinu
procento mrtvych bunék. Po ovlivnéni 10 nM a 20 nM nedoSlo k signifikantnimu nértstu,
oproti neovlivnéné kontrole. Po koncentraci 40 nM doxorubicinu bylo detekovano 20 %
mrtvych bun¢k a u koncentrace 80 nM doslo k dalSimu zvySeni na 23 %. Ob¢ tyto hodnoty
byly signifikantni, oproti neovlivnéné kontrole (~5 %). Dalsi signifikantni nariist procenta
mrtvych bun¢k byl analyzovan u 120 nM doxorubicinu (~22 %), oproti neovlivnéné kontrole

(~5 %; Obr. 19F).

Vysledky WST-1 testu ukazuji, ze proliferace a viabilita ovlivnénych bun¢k klesa se
zvySujici se koncentraci cytostatika, coz koreluje s testem Uniku LDH a zvySujicim se

procentem mrtvych bunék.
5.3.2. Stanoveni bunécného cyklu po ovlivnéni doxorubicinem

BT-549 a MDA-MB-231 byly ovlivnény koncentracemi 10, 20 a 40 nM po dobu 72
hodin. Fibroblasty byly ovlivnény 10, 20, 40, 80 a 120 nM doxorubicinem v ¢asovém rozpéti
72 hodin. Koncentrace byly vybrany na zakladé ptedchozich experimentii detekce viability

a proliferace WST-1 testem.
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BT-549 ovlivnény 40 nM doxorubicinem vykazovaly statisticky vyznamny pokles
zastoupeni bun¢k v G1 fazi (~19 %) bunécného cyklu v porovnani s neovlivnénou kontrolou
(~45 %). Ovlivnéni BT-549 10, 20 a 40 nM doxorubicinem také zpusobilo signifikantni
pokles poctu bunc¢k v S fazi (~2 %), oproti neovlivnéné kontrole (~25 %), coz bylo
doprovazeno signifikantni akumulaci bun¢k v G2 fazi bunééného cyklu 72 hodin po ovlivnéni
(Obr.19A). Vysledkem ovlivnéni BT-549 20 nM doxorubicinem bylo zvySeni procenta bun¢k
v G2 fazi bunécného cyklu (54 %), oproti neovlivnéné kontrole (30 %). Po ovlivnéni BT-549
40 nM doxorubicinem bylo v G2 f4zi bunééného cyklu detekovano 79 % bunck (Obr. 20A).

Pouze 45 % ovlivnénych MDA-MB-231 se nachéazelo v G1 fazi bunééného cyklu po
aplikaci 20 nM doxorubicinu. Procento bun¢k ptitomnych v G1 fazi bunécného cyklu se
snizovalo piimo imérné se zvysujici se koncentraci a po pouziti 40 nM doxorubicinu bylo
pouze 7 % ovlivnénych bunék pfitomno v G1 fazi bunééného cyklu. MDA - MB — 231
vykazuji vyznamny pokles v S fazi bunéného cyklu po ovlivnéni 20 nM (10 %) a 40 nM
(1 %) doxorubicinem (Obr. 19B). Vysledkem ovlivnéni MDA-MB-231 doxorubicinem je
akumulace bunék v G2 fazi, a to po pouziti tfi zvolenych koncentraci 10 nM (24 %), 20 nM

(45 %) a 40 nM (92 %), v porovnani s neovlivnénou kontrolou (12 %; Obr. 20B).

Ovlivnéni koznich fibroblasti 80 nM a 120 nM doxorubicinem zpusobilo signifikantni
sniZzeni procenta bun€k v G1 fazi. Pouze 3 % ovlivnénych bunck byla po pouziti 120 nM
doxorubicinu v S fazi bunécného cyklu, zatimco u neovlivnénych kontrolnich bunck je
v S fazi bunééného cyklu 13 % (Obr. 19C). U ovlivnénych koZnich fibroblasti nebyl
zaznamenan signifikantni narast bunék v G2 fazi 72 hodin po ovlivnéni 10, 20 and 40 nM
doxorubicinem. Bylo pozorovano, Ze po aplikaci 80 nM doxorubicinu bylo 66 % bunék v G2
fazi bunééného cyklu a az 78 % bunck po pouziti 120 nM doxorubicinu, na rozdil od 7 %

v neovlivnénych buikach (Obr. 20C).
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Obr. 19: Viabilita po ovlivnéni doxorubicinem. WST-1 test 72 hodin po ovlivnéni
doxorubicinem (10, 20, 40, 80, 120 nM) u BT-549 (A), MDA-MB-231 (B) a kozni fibroblasty
(C). Vyjadreni bunétné smrti pomoci vyplaveni laktat dehydrogenédzy (%) 72 hodin po
ovlivnéni doxorubicinem (10, 20, 40, 80, 120 nM) u BT-549 (D), MDA-MB-231 (E) a kozni
fibroblasty (F). Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym primérem tii na
sob¢ nezavislych experimentl, stfedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny
rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Obr. 20: Analyza bunécného cyklu po ovlivnéni doxorubicinem. BT-549 (A), MDA-MB-
231 (B) a kozni fibroblasty (C) byly ovlivnény doxorubicinem a analyzovany po 72 hodinéch.
Reprezentativni histogramy ukazuji procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich
bunééné¢ho cyklu 72 hodin po ovlivnéni doxorubicinem. Sloupcové grafy reprezentuji
souhrnné udaje o zastoupeni bunék v G1, S a G2 fazi 72 hodin po ovlivnéni doxorubicinem.
Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym priimérem tii na sobé nezavislych
experimentl, sttedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven
pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05.
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5.3.3. Detekce primarni rasinky u koznich fibroblasti

V dalsi fazi experimentii byla provedena detekce primarni fasinky. Metodou
imunocytochemie bylo prokazéano, ze kozni fibroblasty jsou nositeli primarni fasinky. Druhou
srovnavaci metodou, kterd potvrdila pfitomnost primdrni fasinky, byla transmisni elektronova

mikroskopie (TEM).

5.3.3.1. Ovlivnéni koznich fibroblastii doxorubicinem zvysSujici incidenci bunék

s primarni rasinkou

Po 72 hodinéch inkubace ovlivnénych bunék doxorubicinem byla detekovana primarni
fasinka pomoci imunocytochemie (Obr. 21A, 21B). Vyznamny nartist bunék s primarni
fasinkou byl pozorovan jiz po ovlivnéni 10 nM doxorubinem (~59 %), oproti neovlivnéné
kontrole (~43 %). U koZnich fibroblasti ovlivnénych 20 nM doxorubinem bylo detekovéano
62 % bunék s primarni fasinkou, coz bylo signifikantni zvySeni, oproti neovlivnéné kontrole.
Po ovlivnéni 40 nM doxorubicinem doSlo k mirnému poklesu procenta bunék s primarni
fasinkou na 58 % a v porovnani s neovlivnénou kontrolou nebyla zaznamenana statisticka
vyznamnost. Po uziti 80 nM doslo k opétovnému nariistu procenta bun€k s primérni fasinkou
atona 64 % a o dalsi 4 % u bun€k ovlivnénych 120 nM doxorubicinem (Obr. 23 A). Obé¢ tyto
hodnoty byly signifikantné vyssi, oproti neovlivnéné kontrole. Srovnani skupin mezi sebou
nevykazovalo zadné statisticky vyznamné zmény. Jako dal$i ovéfeni pritomnosti primarni
fasinky u koZznich fibroblastii ovlivnénych doxorubicinem byla provedena analyza pomoci

TEM (Obr. 24).

5.3.3.2. Kozni fibroblasty ovlivhéné doxorubicinem vykazujici pritomnost
viceCetné rasinky

Bunky s vicecetnou tasinkou byly detekovany u koznich fibroblastii po aplikaci 20-

120 nM doxorubicinu pomoci imunofluorescence (Obr. 22A, 22B). Vicecetnd fasinka nebyla
pozorovana u neovlivnénych kontrolnich bun€k a bunék ovlivnénych 10 nM doxorubicinem
(Obr. 23B). Po ovlivnéni 20 nM doxorubicinem doslo k nartistu procenta bunck s primarni
fasinkou o 25 % a o dalsi 4 % po ovlivnéni 40 nM doxorubicinem. Ob¢ tato zvySeni byla
signifikantni, oproti neovlivnéné kontrole (0 %). Nejvyssi procento bun€k s primérni fasinkou
bylo detekovano po ovlivnéni 80 nM doxorubicinem (~39 %) a jednalo se statisticky
vyznamny narust v porovnani s neovlivnénou kontrolou. Po ovlivnéni 120 nM doxorubicinem
bylo analyzovano signifikantni procento buné€k s primarni fasinkou (~38 %), ve srovnani

s neovlivnénou kontrolou (Obr. 23B). Porovnani skupin mezi sebou pfineslo vyznamny rozdil
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pouze v porovnani s koncentraci doxorubicinu 10 nM (10 nM, 0 %; 20 nM, 25 %; 40 nM,
29 %; 80 nM, 39 %; 120 nM, 38 %)).

Obr. 21: Reprezentativni fotografie primarni Fasinky u bunék koZnich fibroblasti.
Detekce primarni fasinky byla provedena pomoci imunofluorescence. Cervené je nabarvena
axonema primarni fasinky tvofena alfa tubulinem a zelené¢ se barvi bazalni télisko tvotené
gamma tubulinem. Jadra byla barvena modfe pomoci DAPI. (A) Primarni fasinka detekovana
72 hodin po ovlivnéni 10 nM doxorubicinem. (B) Primarni fasinka detekovana 72 hodin po
ovlivnéni 20 nM doxorubicinem.

0.5 jun

Obr. 22: Reprezentativni fotografie viceCetné rasinky u bunék kozZnich fibroblastu.
Detekce primarni fasinky byla provedena pomoci imunofluorescence. Cervené je nabarvena
axonema primarni fasinky tvofena alfa tubulinem a zelené se barvi bazalni télisko tvofené
gamma tubulinem. Jadra byla barvena modie pomoci DAPI. (A) VicecCetnd fasinka
detekovana 72 hodin po ovlivnéni 40 nM doxorubicinem. (B) VicecCetna fasinka detekovéana
72 hodin po ovlivnéni 80 nM doxorubicinem.
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Obr. 23: Vyskyt primarni iasinky po ovlivnéni doxorubicinem u koZnich fibroblasti. (A)
predstavuje procentudlni zastoupeni bunék s primarni fasinkou u koznich fibroblastii 72 hodin
po ovlivnéni doxorubicinem (10, 20, 40, 80, 120 nM). (B) Procento bunék s vicecetnou
fasinkou u koznich fibroblasti ovlivnénych doxorubicinem (10, 20, 40, 80, 120 nM)
a barvenych 72 hodin po ovlivnéni. Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym
primérem tii na sob& nezavislych experimentil, stfedni chyba priméru (SEM; n=3).
Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05, **p < 0,01,
**%p <0,001.

Obr. 24: Reprezentativni fotografie z TEM. Podélny fez primarni fasinkou u koZnich
fibroblastii ovlivnénych 120 nM doxorubicinem. Primarni fasinka se vynotuje z bazalniho
téliska (Cerna Sipka). Proximdlni oblast primérni fasinky se nachazi v ciliarni kapse (prazdné
Sipky). Dcefina centriola je uspotfddana do pravého thlu k pfilehlému bazalnimu télisku
primarni fasinky (Sipka); n=nukleus.
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5.3.4. Hodnoceni viability a proliferace po ovlivnéni taxolem

MDA-MB-231, BT-549 a kozni fibroblasty byly ovlivnény taxolem o koncentracich
1,25; 3,25; 5,25; 6,25 a 12,5 nM. Nasledné¢ byl proveden test proliferace a viability
ovlivnénych MDA-MB-231, BT-549 a fibroblasti pomoci WST-1 testu a testu uniku LDH 72

hodin po expozici cytostatiku.

BT — 549 byly ovlivnény 1,25 nM taxolem a jejich viabilita a proliferace se snizila na
87 %, oproti neovlivnéné kontrole. Po ovlivnéni bunék 3,25 nM taxolem viabilita a
proliferace signifikantné klesla o 18 % v porovnani s neovlivnénou kontrolou. Pouze 56 % BT
— 549 bylo metabolicky aktivnich po ovlivnéni 5,25 nM taxolem a koncentrace 6,25 nM
snizila viabilitu a proliferaci o dalsi 2 %. Ob¢ tato snizeni byla vyhodnocena jako
signifikantni, ve srovnani s neovlivnénou kontrolou. Nejvyssi pouzitd koncentrace taxolu 12,5
nM snizila signifikantn€ viabilitu a proliferaci bun¢k na 33 %, oproti neovlivnéné kontrole

(Obr. 25A).

Koncentrace taxolu 1,25 nM nevyvolala zadné signifikantni zmény u ovlivnénych
MDA — MB - 231, oproti neovlivnéné kontrole. Po ovlivnéni bunék 3,25 nM a 5,25 nM
taxolem byla viabilita proliferace signifikantné snizena na 64 % v porovnani s neovlivnénou
kontrolou. Dal$i vyznamné snizeni bylo detekovéano po koncentraci 6,25 nM, u které pouze
55 % bunék vykazovalo znamky metabolické aktivity, ve srovnani s neovlivnénou kontrolou.
Pouze 45 % bunék bylo viabilnich po ovlivnéni 12,5 nM taxolem, coz bylo vyhodnoceno jako

signifikantni pokles, oproti kontrole (Obr. 25B).

KozZni fibroblasty nevykazovaly Zadné signifikantni zmény viability a proliferace po
viability a proliferace bun¢k byla detekovéana po ovlivnéni 3,25 nM (~66 %) taxolem, oproti
neovlivnéné kontrole. Pouziti vysSich koncentraci taxolu — 5,25 nM a 6,25 nM zpusobilo
snizeni metabolické aktivity fibroblasti na 54 %. Toto sniZeni bylo signifikantni, ve srovnani
s neovlivnénou kontrolou. Pouze 50 % koZnich fibroblastii bylo viabilnich po pouziti taxolu

o koncentraci 12,5 nM. Opét se jednalo o signifikantni zménu, oproti kontrole (Obr. 25C).
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Test uniku laktatdehydrogendzy (LDH) byl proveden po ovlivnéni BT — 549, MDA —
MB - 231 a koznich fibroblastii cytostatikem taxolem v pfedem uréenych koncentracich 1,25

nM; 3,25 nM; 5,25 nM; 6,25 nM a 12,5 nM.

Po ovlivnéni BT — 549 koncentracemi 1,25 nM, 3,25 nM a 5,25 nM doslo ke zvySeni
procenta mrtvych bun¢k, avsak toto zvyseni nebylo vyhodnoceno jako signifikantni, oproti
neovlivnéné kontrole (1,25 nM, 39 %; 3,25 nM, 50 %; 5,25 nM, 52 %; kontrola, 26 %).
Koncentrace taxolu 6,25 nM signifikantné zvysila procento mrtvych bun€k na 69 %, ve
srovnani s kontrolou (~26 %). Ovlivnéni 12,5 nM taxolem nevyvolalo signifikantni zmény,

v porovnani s kontrolou (Obr. 25D).

MDA — MB — 231 nevykazovaly zmény v procentu mrtvych bunék ovlivnénych 1,25
nM taxolem (~14 %), oproti neovlivnéné kontrole (~13,6 %). Koncentrace taxolu 3,25 nM
zvysila signifikantn€ procento mrtvych bunc¢k na 23,5 %, ve srovnani s kontrolou. Dalsi
vyznamné zvySeni o 4 % bylo detekovano po ovlivnéni 5,25 nM taxolem. Koncentrace taxolu
6,25 nM zvysila procento mrtvych bun¢k na 30 % a k dalSimu zvySeni o 5 % doslo pii pouziti
koncentrace taxolu 12,5 nM. Obé¢ tato zvySeni byla analyzovana jako signifikantn€ vyznamna,

oproti neovlivnéné kontrole (Obr. 25E).

Po ovlivnéni koznich fibroblastdi 1,25 nM taxolem (~21 %) nebyl detekovan
signifikantni nérGst procenta mrtvych bunék, oproti neovlivnéné kontrole (~16 %).
Koncentrace taxolu 3,25 nM zvysila vyznamné procento mrtvych bun€k na 26 %. Ovlivnéni
bunék koncentraci 5,25 nM a 6,25 nM zvysilo procento mrtvych bunék na 28 %. VSechna tato
tii zvySeni byla signifikantni v porovnani s neovlivnénou kontrolou. Rovnéz pii pouziti
nejvyssi koncentrace taxolu 12,5 nM bylo detekovéano signifikantni procento mrtvych bunék

(~35 %), ve srovnani s kontrolou (Obr. 25F).

Vysledky WST-1 testu ukazuji, Ze proliferace a viabilita ovlivnénych bunék klesa se
zvySujici se koncentraci cytostatika, coZ koreluje s testem tniku LDH a zvySujicim se

procentem mrtvych bunék.
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Obr. 25: Viabilita po ovlivnéni taxolem. WST-1 test 72 hodin po ovlivnéni 1,25, 3,25, 5,25,
6,25 a 12,5 nM taxolem u BT-549 (A), MDA-MB-231 (B) a koznich fibroblastu (C).
Vyjadreni bunéné smrti pomoci vyplaveni laktat dehydrogenazy (%) 72 hodin po ovlivnéni
1,25, 3,25, 5,25, 6,25 a 12,5 nM taxolem u BT-549 (D), MDA-MB-231 (E) a koznich
fibroblasti (F). Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym primérem tfi na
sobé nezavislych experimentd, stfedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny
rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

5.3.5. Hodnoceni buné¢ného cyklu po ovlivnéni taxolem

Analyza bunéfného cyklu byla provedena u BT-549, MDA-MB-231 a koZnich
fibroblastl po ovlivnéni taxolem po dobu 72 hodin. Na zéklad¢ pfedchozich experimenti byly
vybrany tf1 vhodné koncentrace taxolu — 1,25; 3,25; 6,25 nM, které byly pouzity pro ovlivnéni
BT-549, MDA-MB-231 a koznich fibroblast. Vysledky analyzy ukazuji, Ze ovlivnéni bun¢k
taxolem nezpisobilo Zadné signifikantni zmény v distribuci bun¢k v jednotlivych fazich
bunécéného cyklu u BT-549 (Obr. 26A), MDA-MB-231(Obr. 26B) ani u koznich fibroblastl
(Obr. 26C).
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Obr. 26: Analyza bunécného cyklu po ovlivnéni taxolem. BT-549 (A), MDA-MB-231
(B) a kozni fibroblasty (C) byly analyzovany 72 hodin po ovlivnéni taxolem. Barevné
histogramy ukazuji procentudlni zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu.
Sloupcové grafy reprezentuji souhrnné tidaje o zastoupeni bunék v G1, S a G2 fazi. Vysledky
pro dané¢ hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym primérem tfi na sob¢& nezavislych
experimentu, stfedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven
pomoci GraphPad InStat v3.

5.3.6. Detekce primarni rasinky u koznich fibroblastii

Primérni ftasinka byla detekovana pomoci imunocytochemickych metod. Timto
barvenim bylo prokézano, ze bunécnd linie fibroblastl je nositelem primarni fasinky. Druha
metoda, kterd prokazala piitomnost primarni fasinky u fibroblastl, byla transmisni

elektronova mikroskopie (TEM).

vawv 7z 7

5.3.6.1. Ovlivnéni koznich fibroblasti taxolem zapricinujici zvySeni poctu

primarni rasinky, avS§ak pouze u nizkych koncentraci

KozZni fibroblasty byly ovlivnény taxolem v nésledujicich koncentracich 1,25; 3,25;
5,25; 6,25 a 12,5 nM po dobu 72 hodin. Primarni fasinka byla detekovadna diky pouziti
imunofluorescence (Obr. 28A, 28B, 29A, 29B). Procento bunék s primarni fasinkou se
signifikantné zvysilo po ovlivnéni fibroblasti 1,25 nM (~80 %) a 3,25 nM taxolem (~74 %;
Obr. 27). AvSak po ovlivnéni fibroblasti koncentracemi taxolu, 5,25; 6,25 a 12,5 nM byl
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zaznamenan pokles bun€k s primarni fasinkou v porovnani s niz§imi koncentracemi taxolu
(1,25 a 3,25 nM), takze pocet bunék s primarni fasinkou nevykazoval signifikantni odliSnost
od neovlivnéné kontroly (Obr. 27). V dalsim kroku byla primarni fasinka detekovana pomoci
TEM (Obr. 30). Vicecetna tfasinka nebyla pozorovana 72 hodin po aplikaci taxolu, na rozdil

od koznich fibroblastii ovlivnénych doxorubicinem.
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Obr. 27: Vyskyt primarni rasinky u koZnich fibroblasti po ovlivnéni taxolem.
Procentualni vyjadieni poctu primarni fasinky u koznich fibroblasti po ovlivnéni 1,25; 3,25;
5,25; 6,25 a 12,5 nM taxolem. Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym
primérem tii na sob& nezavislych experimentli, stfedni chyba priméru (SEM; n=3).
Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. ***p <0,001.
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Obr. 28: Reprezentativni fotografie koznich fibroblastii ovlivnénych taxolem. Primarni
fasinka byla detekovana pomoci imunofluorescence. Cervend je nabarvena axonema primarni
fasinky tvofend alfa tubulinem a zelen€ se barvi bazalni télisko tvofené gamma tubulinem.
Jadra byla barvena modie pomoci DAPIL (A) Primarni fasinka detekovdna 72 hodin po
ovlivnéni 1,25 nM taxolem. (B) Primarni fasinka detekovana 72 hodin po ovlivnéni 3,25 nM
taxolem.

Obr. 29: Reprezentativni fotografie koZnich fibroblastii ovlivnénych taxolem. Primarni
fasinka byla detekovana pomoci imunofluorescence. Cervené je nabarvena axonema primarni
fasinky tvofend alfa tubulinem a zelené se barvi bazalni télisko tvofené gamma tubulinem.
Jadra byla barvena modife pomoci DAPI. (A) Primarni fasinka detekovana 72 hodin po
ovlivnéni 5,25 nM taxolem. (B) Primarni fasinka detekovana 72 hodin po ovlivnéni 6,25 nM
taxolem.
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Obr. 30: Reprezentativni fotografie z TEM. Fotografie koznich fibroblastii ovlivnénych
1,25 nM taxolem demonstruje pfi¢ny fez primarni fasinkou s odhalenou strukturou axonemy
(Cerna §ipka). Rez axonemou odhaluje 6 dvojic mikrotubuld uspofadanych okolo jednoho
centralniho dvojitého mikrotubulu. Prazdné Sipky znazornuji vnéjsi plazmatickou membranu
ciliarni kapsy.
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5.3.7. Absence primarni rasinky u triple negativnich linii karcinomu prsu po

ovlivnéni kombinaci doxorubicinu a taxolu

U bunécnych MDA-MB-231 a BT-549 byla zjisténa totalni absence primarni fasinky
jak bez aplikace cytostatika, tak po ovlivnéni doxorubicinem (10, 20, 40, 80 a 120 nM) ¢i
taxolem (1,25; 3,25; 5,25; 6,25 a 12,5 nM) po sledovanou dobu 72 hodin (Obr. 31).

A- '-
D
C- -

Obr. 31: Reprezentativni fotografie MDA-MB-231 a BT-549 po ovlivnéni taxolem.
Barveni pomoci imunofluorescence acetylovanym alfa tubulinem (Cervend). Jadra jsou
obarvena DAPI (modréd). BT-549 (A) a MDA-MB-231 (B) byly ovlivnény 3.25 nM taxolem.
Primarni fasinka nebyla pozorovéana ani u jednoho typu bunécné linie 72 hodin po ovlivnéni.
(C) Priméarni fasinka nebyla pozorovana 72 hodin po ovlivnéni 10 nM doxorubicinem u BT-
549, ani u MDA-MB-231 pfi stejné koncentraci doxorubicinu.
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6. Diskuze

Primarni fasinka je solitarni, senzoricka, mikrotubularni struktura, ktera se v klidové ¢asti
bunécéného cyklu nachéazi na povrchu vétsiny typi lidskych bunék (bunek obratlovci), véetné
bunék embryonalnich, kmenovych a bun¢k stromatu nadortt (Dvotak 2015). Primarni fasinku
a jeji morfologické zmény, jako napft. pocet, délka, ale také zmény na molekularni Grovni ve
smyslu napf. exprese riznych proteinli, mizeme povazovat za jednoho z kandidatl majicich
prediktivni hodnotu ve vztahu k riznym formam poskozeni bun¢k. V soucasné dobé jiz vime,
ze poruchy primarnich fasinek se podili na vzniku Siroké Skaly lidskych onemocnéni, od
vzacnych multiorgdnovych syndromti a vyvojovych vad, az po nejCastéjsi civilizacni
onemocnéni jako jsou nddorova (Dvorak et al. 2014; Gerhardt et al. 2016) a kardiovaskularni
onemocnéni (Van der Heiden et al. 2011; Dvoték et al. 2012a; Mohieldin et al. 2016),
polycystickd choroba ledvin (Dvorak et al. 2013, Goggolidou and Wilson 2016) ¢i artréza
(Dvoték et al. 2012b, Ruhlen and Marberry 2014). Byly také zaznamenény dalsi informace
o tom, ze docasna tvorba primarnich fasinek je nezbytnd, napf. pro reparaci po poranéni
nékterych typti bunék, napt. fasinkového epitelu dychacich cest (Jain et al. 2010), ale
v soucasné dobé¢ také v regenerativni medicin¢ (Bodle et al. 2016). Ve své dizertacni préci
jsem se zaméfila na experimenty spojené s hodnocenim morfologickych zmén primarni
fasinky. Morfologické zmény byly vyvoldny ptisobenim ionizujiciho zéfeni, metabolického
stresu indukovaného hladovénim a piisobeni chemickych latek spojenych s chemoterapii
(cytostatiky) v in vitro podminkach. Vzhledem k rozdilnym faktoriim plsobeni na buiiku a jeji
morfologickou stabilitu je dals§i diskuze rozdélena s cilem objektivné posoudit prediktivni

vyznam zjiSténych zmén primarni fasinky v prezentovanych experimentech.
6.1. Diskuze k otazkam vlivu ionizujiciho zafeni na primarni rasinku

Ionizujici zafeni svoji povahou ovlivituje rizné bunétné urovné. Mimo jiZz zndmé
efekty na tirovni DNA a dal§i molekularni mechanizmy (Reza¢ova a Vavrova 2011) ovliviiuje
cytoskeletalni stabilitu buiiky, a tim také jeji morfologické struktury. Primdrni fasinka jako
solitarni, senzoricka, mikrotubularni struktura ptfedstavuje vhodny objekt pro studium zmén
na cytoskeletadlni urovni. Ionizujici zafeni indukuje poSkozeni DNA, zejména vznik tzv.
dvojitych zlomid DNA (Goodhead 1994). Toto poSkozeni se dosud povazuje za zékladni
mechanizmus bunééné smrti spojeny s urCitou prahovou déavkou zafeni, kterd aktivuje
mechanizmus signalizace k apoptdze. Molekularni procesy poskozeni jsou ale také spojeny se

schopnosti jejich opravy a reparace. Vliv zéfeni na bunku je z pohledu homeostizy
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dynamickym procesem, kde je limitujicim faktorem indukce apoptézy (Roos and Kaina

2013).

Utinek zafeni na normaélni i nddorové buiiky v in vitro podminkach ma charakter
deterministickych (nestochastickych) ucinki, které nejsou nahodné a maji prahovou hodnotu
(1-3 Gy). Nad prahovou davkou roste zavaznost poskozeni piiblizn¢ linedrné. Obecné plati,
ze po ozafeni savCich bunck in vitro jsou ziskany dva hlavni typy kifivek preziti, a to —
exponencialni a sigmoidalni (Rezadova a Vavrova 2011). V nasich in vitro experimentech
s buné¢nou linii C2C12 byly pouzity davky zéareni modelujici situaci radiacniho poskozeni
spojen¢ho se zménami na urovni stability cytoskeletu — primarni fasinky. V prvni ¢asti in vitro
experimentll byla provedena analyza zéavislosti efektu na davce zafeni a to z pohledu
hodnoceni viability a proliferace bun¢k, hladiny uvolnéné LDH a aktivity kaspaz, zmén
bunééného cyklu a primarni fasinky jako indikéatort radia¢niho poskozeni. Obecné plati, Ze
se stoupajici davkou zafeni dochézi také k zvySovéani poctu mrtvych bunék. Radiosenzitivita
nebo radiorezistence je podminéna celou ftadou faktorti, ale stale plati zékladni
radiobiologicky zdkon formulovany vroce 1906 francouzskymi védci Bergonié
a Tribondeauovou. Tvrdi, ze radiosenzitivni tkan¢ jsou tkané s velkym poctem rychle se
délicich malo diferencovanych bunék. Naopak, ze radiorezistentni jsou tkané¢ s malo se

délicimi anebo nedélicimi se diferencovanymi buiikami.

Radiosenzitivita a radiorezistence tkani a bunék je zdkladnim parametrem pro
koncipovani in vivo a in vitro experimenti. Modeloveé in vitro experimenty vyuZivajici
normalni nebo nadorové bunécné linie musi v prvni fazi pokust jasné urcit radiosenzitivitu
pouzité bunétné linie, nebot’ tato se vyznamné 1i§i - nékteré linie jsou vyznamné
radiosenzitivni, jako napf. krvetvorné buiky a linie z nich odvozené, nebo naopak nékteré
nadorové linie jsou méné senzitivni (Vavrova a Filip 2002). Radiosenzitivitu v in vitro
podminkach miizeme urcit celkem jednoduchym cytochemickym testem stanoveni viability,
stanoveni hladiny LDH, ktera je pfitomna v cytoplazmé bunék a do extracelularniho prostiedi
se uvolilyje jiz pfi mirném tkdnovém poskozeni - jako nespecificky marker rozpadu bunék.
Volba vhodné bunécéné linie vychazela z predpokladu, Zze bunky budou radiosenzitivni a také
budou vykazovat cytoskeletalni aktivitu v podob€ primarni fasinky. Z téchto diivodi byla

vvvvvv

(Filipova et al. 2015).
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V naSich in vitro experimentech bylo zjisténo, ze zafeni zplUsobuje davkoveé zavislé
snizeni bunécné viability a proliferace se signifikantnim poctem mrtvych bunck a unikem
LDH z cytoplazmy poskozenych bunék po ozatfeni davkou 6 Gy. Signifikantné¢ nejvyssi
snizeni viability bunék bylo pozorovano po davce 20 Gy. Vzhledem k vySe uvedenym

vysledklim mtizeme bunécnou linii C2C12 hodnotit jako radiosenzitivni.

Vyznamné snizeni viability bunék vyvolané zarenim dokladuje situaci, kdy dochazi ke
zméndm indukovanym poskozenim DNA a dalSich bunécnych struktur. V ptipad¢€, ze oprava
zafenim indukovanych zmén a poskozeni DNA je pomala nebo nedostatecna, dochazi na
urovni mnohobunécného organizmu k zahdjeni programované bunécné smrti poskozenych
bun¢k — apoptoze. Apoptdza je zpusob aktivné fizené bunééné smrti, pti kterém dochézi
k sériové aktivaci protedz, endonukledz a destrukci bunky, kterou doprovazi typické
morfologické zmény, jako napt. ztrata asymetrie fosfolipidit bunééné membrany, kondenzace
chromatinu, fragmentace jadra, vyduté cytoplazmatické membrany a dalsi. Tyto zmény vedou
k rozpadu builkky za vzniku apoptotickych télisek, kterd jsou v konecné fazi in vivo
fagocytovana. Apoptoza je indukovéana tzv. vnéjsi, nebo vnitini cestou. Aktivace vnéjsi cesty
je pres receptory smrti a dojde k vytvofeni signalniho komplexu DISC (death-inducing
signaling complex), kde klicovou molekulou je inicidtorova kaspdza-8. Kaspaza-8 aktivuje
prokaspasu-3 a kaspaza-3 je pak odpovédna za vlastni apoptoticky proces. Pti aktivaci vnitini
cesty, kterd je spousténd ptfi posSkozeni DNA, je aktivovdna kaspaza-9, a to predevSim
v disledku uvolnéni cytochromu c (cyt-c) z aktivovanych mitochondrii. Prokaspaza-9 vytvoii
komplex (apoptozom) s apoptotickym, proteazu aktivujicim faktorem (Apaf-1) a cyt-c.
Kaspéza-9 aktivuje predev§im prokaspdzu-3, nasledné kaspazu-3 a tim apoptozu (Delhalle et
al. 2003, Xu and Shi 2007). lonizujicim zafenim je pfevazné iniciovana apoptdza vnitini

neboli mitochondrialni cestou (Jin and El-Deiry 2005).

V nasich dalSich analyzach, navazujicich na hodnoceni viability bunék, byla aktivita
10 Gy a 20 Gy. Vysledky ukazuji, Ze aktivita sledovanych kaspaz vyznamné stoupala se
zvySujici se davkou zafeni, coz bylo prikazné pro detekci apoptézy u bunécné linie
myoblastll v zavislosti na davce zafeni. Po davkiach 10 a 20 Gy jsme rovnéz
pozorovali typické morfologické zmény - fragmentaci jadra a kondenzaci chromatinu. Po

niz8ich davkach tento efekt nebyl patrny.
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Pokud v eukaryotickych buiikach dojde k poSkozeni DNA, je aktivovéana signaliza¢ni
kaskada odpovéedi na poskozeni DNA, coz spousti zastaveni bunééného cyklu, opravy DNA,
aktivovanou bunécnou smrt apoptézou nebo mitotickou katastrofu ¢i stresem vyvolané
predCasné starnuti. Selhani téchto mechanizmti vede ke genomické nestabilité
zpusobeny ionizujicim zafenim. Behem nékolika minut po ozareni dojde k aktivaci ATM
a ATR (Bakkenist and Kastan, 2003). Aktivované ATM a ATR nasledné fosforyluji cilové
substraty, vcetné kinaz kontrolnich bodi (Chkl a Chk2) a proteinu p53, ktery ptsobi jako

......

al. 2005,Vavrova et al. 2013).

Zastava bunécného cyklu mé nékolik mechanizml a mlze vyustit v blokovani jak
v Gl/S  fazi, tak vG2/M fazi. Tento mechanizmus brani bunkdm s nereparovanym
poskozenim ve vstupu do vlastni mitézy. Z vySe uvedené¢ho vyplyvé, Ze dllezitou roli pfi
reparaci maji tzv. kontrolni body bunécného cyklu, v nichz se progrese v cyklu pii poskozeni
DNA zastavi a tim je poskytnut cas k reparaci poskozeni. Je znamo, Ze u nékterych typa
bun¢k zafeni zablokuje bunécnou populaci v G2/M fazi. Zpozdéni vstupu do mitdzy, které tim
vznikne, vzriistd s ddvkou a je podstatné vétsi pro zafeni s vysokou hustotou ionizace

(Reza¢ova a Vavrova 2012).

V nasem experimentu pii hodnoceni vlivu zafeni na bunéény cyklus u C2C12 bylo
zjisténo, ze 24 a 72 hodin po ozafeni davkou 6 Gy dochazi k zablokovani bun¢k v G1 fazi
bunééného cyklu. Davka 20 Gy vyvolava zablokovani bun¢k v G2 fazi a také vyznamny
pokles bun¢k v S fazi bunééného cyklu. Akumulace bun¢k v G2 fazi znamena, ze 1éze DNA
pretrvavaji z predchézejici S faze. Hlavni ulohu v regulaci bloku bunécného cyklu v G2 fazi
hraji kindzy Chk1 a Chk2 a néasledna deregulace fosfataz rodiny Cdc25. Tento mechanizmus
se také uplatnuje pf1 vzniku radiorezistence, napt. u nadorovych bunék s mutovanou formu
p53, kdy dochazi k dlouhému zablokovani bunék v G2 fazi. V disledku tohoto bloku je
poskozeni vyvolané zafenim reparovano a buiiky mohou byt pak vice rezistentni k G€inku

zateni (Teyssier et al. 1999).

Zateni ovliviluje pfimo pfes jiz vySe popsané mechanizmy poskozeni na Grovni DNA
dalsi regulacni trovné, také uroven bunécnych organel, cytoskeletu a s nim spojené v naSich
experimentech sledovani primarni fasinky. Vznik a zanik primérni fasinky je uzce spojen

s duplikaci centrozomu b&hem bunééného cyklu, nebot’ bazdlni télisko je formovano
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z matetské centrioly. Pfi normalnich podminkach k duplikaci centrozomu dochazi pravé
jednou za bunéény cyklus. Béhem S faze se matef'ska a dcetind centriola uvolni a kazdé z nich
nukleuje procentriol. Tyto procentrioly se prodluzuji a zraji béhem pozdni S faze a G2 faze.
Z toho dtivodu jsou duplicitni centrozomy pfipoutany k sob¢. Toto pfipoutani umoziuje volné
spojeni mezi proximalnimi konci obou dvou rodicovskych centriol a je odstranéno az béhem
pozdni G2 faze, aby se mohlo formovat mitotické vieténko (Nigg and Stearns, 2011).
Duplikace centrozomt vyzaduje aktivitu cyklindependentnich kinaz; takto je koordinovédna
s replikaci DNA, ale také zahrnuje procesy koordinace rozpojeni a uvazovani centriol (Nigg
and Raff, 2009, Inang et al. 2010). Abnormalni multiplikace centrozomu byla pozorovéna u
bun¢k vystavenych vliviim, které poskozuji DNA, jako je ionizujici zafeni (Dodson et al.

2004, Kawamura et al. 2004, Bourke et al. 2007, Dodson et al. 2007, Inang et al. 2010).

Mechanizmus, ktery umoznuje hyperamplifikaci centrozoml v bunikdch, u kterych
ptetrvava poskozeni DNA, neni zatim zndm. Bylo zji$téno, Ze inhibice ATM a ATR kinazy
snizuje hyperamplifikaci centrozomt (Dodson et al. 2004) a také je vyZadovana aktivita Chk1
(Bourke et al. 2007). Pii ionizujicim zafeni dochézi k uvolnéni centriol z centrozomt v G2
fazi bunééného cyklu a k aktivaci separazy (Conroy et al. 2012), kterd se podili na rozpusténi

vazeb u centriol (Prosser et al. 2012).

Jednim z tkold naSich experimentll byla detekce zmén souvisejicich s primarni
fasinkou béhem 24 a 72 hodin po ozéafeni davkami 2, 6, 10 a 20 Gy. Imunocytochemickou
metodou bylo zjisténo, ze signifikantni zvySeni a nejvyssi procento bun€k s primarni fasinkou
bylo detekovano 72 hodin po ozéafeni davkou 20 Gy. Buiky s vicecetnou fasinkou byly
detekovany 72 hodin po ozéfeni davkami 10 Gy a 20 Gy, tedy po davkach, které indukuji
signifikantni blok bunétného cyklu v G2 fazi (Filipova et al. 2015). NaSe zjisténi ukazuji, Ze
ozafené myoblasty byly nejen pln¢ schopny ciliogeneze, ale také vytvoftily vicecetné primarni
fasinky. Conroy et al. (2012) pozoroval viceCetné ftasinky u ozafenych TERT-RPEI1
epitelidlnich bunék sitnice. Detekované vicecetné fasinky pravdépodobné vyrlstaji z jedné
ciliarni kapsy. Tato pozorovani naznacuji, Ze znasobeni centrozoml po poSkozeni DNA

ozafenim by mohlo byt nasledovéano tvorbou viceCetné fasinky.

Zvysené procento bunck s primdrni fasinkou bylo pozorovano po ozafeni gamma
paprsky (Conroy et al. 2012, Filipova et al. 2015), UV zéafenim nebo po teplotnim stresu
(Villumsen et al. 2013). Ciliace vyvolana UV zafenim nebo tepelnym stresem zavisi na p38,

kterd vyvolava posunuti satelitnich centriolarnich faktorii, jako je naptiklad 5 - azacytidin
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indukovany protein 1, Pericentriolar material 1 a centrozomalni protein 290 kDa. Nicméné,
toto nebylo pozorovano po rentgenovém zafeni (Villumsen et al., 2013). Zda se, ze tvorba
primarni fasinky zavisi na funkcni stavbé matetské centrioly stejné jako zralé pericentralni

matrix (Ishikawa et al., 2005; Graser et al., 2007; Moser et al., 2010, Conroy et al. 2012).

6.2. Diskuze kotazkam vlivu metabolického stresu indukovaného

hladovénim na primarni rasinku

Dalsim faktorem, ktery mize vyznamné ovliviiovat cytoskeletalni stabilitu bungk, je
metabolicky bunéény stres, ktery muize byt indukovén jak zvySenym piisunem latek
potiebnych k zivotu bunék, tak hladovénim. V in vitro experimentech, zabyvajicich se
problematikou bunééné fyziologie metabolizmu a poruch metabolizmu, je pouzivan model
zaloZzeny na snizeném obsahu séra (FBS — fetal bovine sérum) nebo jeho uplné absence
Vv kultivaénim médiu (Pirkmajer and Chibalin 2011). Metabolicky buné¢ny stres indukovany
hladovénim, je zalozen na vyuzivani riznych nizkych koncentraci séra (FBS) v kultiva¢nim
médiu a ¢asovém intervalu, kdy jsou bunky vystaveny hladovéni. Je mozné vyuzit rozdilnych
koncentraci FBS 0,1% - 0,5% (Levin et al. 2010) az 2-5% (Clemente et al. 2005) nebo
extrémné nizké koncentrace 0,05% (Kuznetsov et al. 2011a), ruznych casovych intervald
hladovéni od 15 az 30 minut nebo nékolika hodin az tydnt (Pirkmajer and Chivalin 2011).
Podobné¢ jako in vitro vlivy ionizujiciho zafeni na buiiku, ma i hladovéni celou fadu shodnych
patofyziologickych procest, a to pfedev§sim z pohledu indukce apoptoézy (Terra et al. 2011)
a dalSich urovni molekuldrnich mechanizmi poSkozeni, jako napt. degradace proteind
(Epstein et al. 1975), reakce na bunéény stres (Arrington and Schnellmann 2008) nebo také na

cytoskeletalni stabilitu — primérni fasinku (Kim et al. 2016).

V nasich experimentech byla pouzita bunécna linie C2C12. Jako model pro indukci
zmeén po hladovéni byl pouzit podil 0,5% FSB a délka expozice hladovéni byla 72 hodin.
Tento pouzity Casovy interval vychazel z diivejSich, zatim nepublikovanych experimentil,
dokladujicich, Ze metabolicky stres indukovany hladovénim bunék statisticky vyznamné

snizuje viabilitu a proliferaci 72 hodin po ovlivnéni.

Pti hladovéni miizeme zaznamenat reakce indukujici mimo jiné také stresové nebo
repara¢ni mechanizmy. Vychazi to nékdy z neptesného predpokladu, Zze bunky, které jsou
kultivovany v médiu se snizenym obsahem séra a jsou vystaveny sérovému hladovéni, maji
snizenou bunécnou aktivitu (Codeluppi et al. 2011). V téchto podminkach ale probihaji dalsi
reakce spojené se stresovou reakci, ktera je pravé opakem hypoaktivniho stavu. Levin at al.
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v proteomické studii jasn¢ ukazal odlisné odpovédi na 24 hodinové hladovéni bunék v médiu
obsahujicim 0,5% FBS (Levin et al. 2010) a podobné u jinych autort, kde byly studovany
reakce bez piitomnosti séra v kultivaénim médiu (Ching et al. 2010) nebo stavy, kdy bylo
kultivaéni médium obohacené navic o 50% FBS ve srovnani snormélni koncentraci

(Balsalobre et al. 1998).

Obecné¢ plati, ze dostupnost zivin neni podminkou pro jejich vyuziti. Jejich skutecné
vyuziti je ddno celou fadou zmén spojenych navic s bunéénym prostiedim a homeostazou.
Nektefi autofi poukazuji na to, Ze =zakladni kultivacni médium obsahuje klicové
makroelementy (gluk6za, aminokyseliny atd.) a vzhledem k tomu nebyly zjistény Casné
zmény v metabolismu buiky (Pirkmajer and Chibalin 2011). Jind situace miZze nastat
u pacientd napt. s diabetem I. typu, kdy jsou bunky vystaveny hladovéni navzdory tomu, Ze
maji piistupné zakladni Ziviny a piesto dochazi ke katabolickému stavu se vSemi svymi
dasledky. Ptitomnost nebo absence séra nebo zvlastni dopliky, jako napf. rGstové faktory
mohou ovlivnit bunééné interakce a funkce nebo také fenotypové charakteristiky bunék
(Morrison and DeVellis 1981; Zander and Bemark 2008; Kempna et al. 2010; Codeluppi et al.
2011). Eliminace séra z kultivacniho média snizuje bazalni aktivitu bunék, populace
proliferujicich buné€k je vice homogenni, synchronizovana, bunéény cyklus je zablokovéan a
bunky setrvavaji v klidové GO/G1 fazi bunééného cyklu (Dalman et al. 2010). S tim souvisi
preziti hladovéjicich bun¢k a to diky velmi malé spotiebé energie a zaroven recyklaci
konstrukénich prvkli. Synchronizace bun€k pomoci sérového hladovéni s pouzitim 0,5% FSB
Vv intervalu 24 aZ 168 hodin ptfed kryokonzervaci byla pouzita také pii testovani fibroblastli po
rozmrazeni. Builkky vystavené sérovému hladovéni delsimu nez 24 hodin byly lepsi nez
kultury po synchronizaci bunék v GO/G1 fazi (Lima-Neto et al. 2010). V naSich
experimentech byl analyzovan bunéény cyklus 24 a 72 hodin po hladovéni (0,5% FBS).
Zjistili jsme signifikantni zvySeni poctu bun¢k v G1 fazi buné¢ného cyklu a s tim spojeny
vyznamny pokles bun¢k v S fazi bunécného cyklu 24 hodin po ovlivnéni. Hladovéni po dobu
72 hodin zpisobilo signifikantni pokles bun¢k v G2 fazi bunééného cyklu. Dal§im dilezitym
vysledkem bylo zjisténi, ze bunky linie C2C12 nevykazovaly morfologické znamky apoptdzy
ani 72 hodin po hladovéni. Sérové hladovéni je vhodnym modelem pro analyzu bunééného
cyklu, cirkadidlniho rytmu a vyzkumu bunééného metabolismu (Sarabia et al. 1992,
Balsabore et al. 1998; Lemos et al. 2007; Ching et al. 2010). Postupy fyziologické extrapolace
ziskanych vysledkt z bunék ovlivnénych sérovym hladovénim maji celou fadu problémi,

které souvisi s pfitomnosti, nebo absenci séra. Synchronizace navozené sérovym hladovénim
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je jenom jednou strankou problému a nemusi byt pravé vyhodnd, jak bylo uvedeno vyse.
Druhym problémem je otazka doby vystaveni bunék sérovému hladovéni ve vztahu
Kk potencialu bunék vybrané linie k moznosti reparace poSkozeni (Whorwood et al. 2001).

Bunky reaguji na hladovéni zapojenim mitochondrialni drahy apoptozy.

Odejmuti  stimulac¢nich rastovych faktorti indukuje bunéfnou smrt apoptdzou
u n€kolika typt bungk in vitro. Apoptdza bunécné linie HEK293 indukovana hladovénim je
prezentovana zvySenou aktivitou kaspazy 3. Avsak kaspaza 3 nebyla aktivovana v reakci na
hladovéni u myotubti a u bunécné linie HEK293. Zda se, ze aktivace kaspazy 3 se muze
ménit v zavislosti na délce hladovéni (Pirkmajer and Chivalin 2011). Vzhledem k tomu, ze
Vv naSich experimentech nebyly pozorovany morfologické zmény bun€k ani po 72 hodindch
vystaveni hladovéni (0,5% FBS) spojené s apoptozou, v dalSich analyzach nebylo provedeno
vySetfeni kaspaz (na rozdil od analyzy vlivu ionizujiciho zafeni). Pro kultivaci bunék, které
vykazuji zvySenou aktivitu tvorby fasinky (ciliogeneze) je dilezité pouziti vhodného
kultivaéniho média. Jednim z urcujicich faktort ciliogeneze je praveé vhodna kombinace séra a
rustovych faktorti. Otdzkou zlstavd, zda samotné hladovéni je dostacujicim stimulujicim
faktorem pro ciliogenezi. Pfedevs§im proto, ze mnoho in vitro studii provadénych na riznych
typech tkani s vyuzitim sérového hladovéni po dobu 24 a 72 hodin prokazalo ciliogenezi
(Schreder et al. 2007; Yoshimura et al. 2007; Nauli et al. 2013). Naopak Geerts et al. s cilem
dosahnout u bun¢k vyssi Grovené ciliogeneze pouzivali 2% FBS v kombinaci s rastovym
endotelovym faktorem (VEGF) a L-glutaminem ( Geerts et al. 2011), zatimco lomini et al.
pouzivali kombinaci 20% FBS a 4% lidské sérum v kombinaci s VEGF a fibroblastovym
rustovym faktorem (FGFb) a heparinem (Iomini et al. 2004). V obou ptipadech bylo dosaZzeno
konfluence bunék, ale nebyla dosazena vys$i mira ciliogeneze, 1 kdyz je znamo, ze pro
konfluentni buiiky v kultivaénim médiu, které obsahuje nizké, nebo nulové koncentrace séra
a jsou indukovany do stavu diferenciace, se zvysi pravdépodobnost vyskytu fasinky — ciliace
(Prasad et al. 2014). V nasich experimentech byla u myoblasti primarni fasinka detekovana
Jjiz po 6 hodindch sérového hladovéni a signifikantné nejvy$s$i pocet bun€k s primarni
fasinkou byl detekovan 24 hodin po sérovém hladovéni. Z vySe uvedeného obecné plati, ze

vyskyt fasinky zavisi na kultiva¢nich podminkéch, které jsou pro riizné typy tkéani specifické.
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6.3. Diskuze k otazkam vlivu chemoterapie na primarni rasinku

Ztrata nebo porucha primarni fasinky je charakteristickym rysem vétSiny typl
solidnich nadort. Pfibyvd poznatkli o mimomitotickych ucincich regulacnich proteini
bunécného cyklu na cyklus priméarni fasinky. Na povrchu buné¢k vétSiny typii nadorti se
primarni fasinky nenachazi viibec, nebo pouze ve velmi nizké frekvenci, téZ poruSené stavbé
a funkci. V této souvislosti se primarni fasinka nékdy nazyvé jako ,,struktura suprimujici
solidni nadory* (Mans et al. 2008; Seeley et al. 2009). Vyjimkou jsou nddory zavislé na
aktivacni mutaci signalni drahy Hedgehog, u kterych se primarni fasinky vyskytuji ve
zvySené frekvenci (Liu et al. 2001, Dvorak et al. 2011). Na vzniku fady typt nadoru se podili
porucha signalnich drah Hedgehog, Wnt, NOTCH a Hippo, které jsou aktivni v primarnich
fasinkéch. Jejich nespravna signalni transdukce miize byt proto zpiisobena i poruchou tvorby,

struktury nebo funkci primarnich fasinek (Gerhart et al. 2016).

V posledni ¢asti naSich experimentd jsme se zaméfili na analyzu zmén souvisejicich
S primdrni fasinkou u nddorovych bunécnych linii triple negativnich linii karcinomu prsu BT-
549 a MDA-MB-231 a koznich fibroblastii. Buiiky byly vystaveny piisobeni cytostatik, které
jsou bézné pouzivany v ramci standardnich chemoterapeutickych rezimi pfi 1é¢bé karcinomu

prsu.

V obdobi morfogeneze mlécné zlazy, kdy dochazi k tvorbé a vétveni mlékovodii
(ducti lactiferi), se primarni fasinky nachazeji na buiikdch luminalniho epitelu, na bunikach
myoepitelovych a buitkach stromatu. Po ukonceni vétveni mlékovodii primarni fasinky mizi
z bunék luminalniho epitelu a zistavaji na bunkach myoepitelovych a bunkach stromatu
(McDermott et al. 2010). Ve studii na bunéénych a tkanovych kulturach zdravého prsu se
primarni fasinky vyskytovaly ptiblizné u 70 % fibroblasti a 7-19 % epitelovych bunék (Yuan
et al. 2010). Z 11 studovanych bunécnych linii karcinomu prsu se primarni fasinky
vyskytovaly ve 4 bunéénych liniich v nizké frekvenci 0,3 % - 4 % a nebyly viibec pfitomny
u zbyvajicich 7 bunécnych linii. VSechny bunécné linie karcinomu prsu, u kterych se primarni
fasinky vyskytovaly (i kdyz v nizké frekvenci), byly bazalniho B subtypu, ktery je analogicky

trojité negativnimu karcinomu prsu (Yuan et al. 2010).

Triple negativni karcinom prsu je charakterizovan genotypicky bazalnim B subtypem,
fenotypickou nepfitomnosti estrogenovych progesteronovych a Her2/neu receptorti, a Cast
triple negativnich karcinomu biologickou pfitomnosti primarnich fasinek. Je pravdépodobné,
ze 1 v ramci trojit€¢ negativniho karcinomu prsu se skryva nékolik podtypt nadora. Divod
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vyluéné pfitomnosti primarnich fasinek u bunéénych linii bazalniho B subtypu zatim neni
jasny. Jako mozné teoretické vysvétleni se nabizi, Ze tento typ nadorovych bunék je zavisly na
aktivacni mutaci v horni ¢asti signalni drahy Hh (hedgehog pathway), a tim 1 na primarni
fasince, podobné jako to bylo prokazano u vétSiny bazocelularnich karcinomut

a meduloblastomtl (Gerhart et al. 2016).

V 1écbe karcinomu prsu se uplatiuji predevSim cytostatika ze skupiny antracyklint
(doxorubicin, epirubicin), taxany (taxol, docetaxel), derivaty platiny (cisplatina, carboplatina)
a jejich kombinace. Hlavnim mechanizmem ucinku volného doxorubicinu (DOX) je jeho
interkalace do DNA a inhibice topoizomerdzy II. Svym ucinkem zptsobuji zlomy DNA
a navic poskozuji bunky vytvarenim toxickych kyslikovych radikali (ROS). Nékteré
sekundarni mechanizmy u¢inku DOX jsou popsany jako DOX-indukované produkce ROS
v ramci oxida¢niho stresu, poSkozeni bunééné membrany pomoci peroxidace lipidi (Liipertz
et al. 2010; Tacar et al. 2013), indukce apoptdzy, generovani toxickych metabolitl (Bains et
al. 2013). Pfi pouzivani cytostatika doxorubicinu v in vitro experimentech byla feSena
dilezita otazka souvisejici s tim, ze 1ék doxorubicin nebo daunorubicin je po aplikaci
metabolizovan v jatrech na doxorubicinol nebo daunorubicinol. Bains et al. fesil otazku, zda
lécivo  doxorubicin/daunorubicin  je  vice  toxické nez  jejich  metabolit
doxorubicinol/daunorubicinol. Tato otazka je spojena s tim, jak je dana buné¢na linie schopna
metabolizovat 1é¢ivo na metabolit v Case. Autofi ve svych experimentech testovali bunééné
linie z riznych tkani srdce, prostaty, vaje¢niki, slinivky bfisni, prsu, jater, tlustého stfeva, plic
a ledviny, jez vystavili 24 hodinovému plisobeni doxorubicinu nebo daunorubicinu. Ve své
praci dokladovali na zdkladé hodnoty LCso, Ze hlavni metabolit je podstatné méné
cytotoxicky nez ptislusné 1écivo. To platilo 1 pro bunécnou linii karcinomu prsu (Bains et al.
2013). V nasich experimentech byly pouZity chemosenzitivni triple negativni linie karcinomu
prsu BT-549 a MDA-MB-231 a normalni butiky linie koznich fibroblastti. Buné&cné linie byly
ovlivnéné 10, 20, 40, 80 a 120 nM doxorubicinem po dobu 72 hodin. Prokazali jsme, Ze pfi
zvysujici se koncentraci cytostatika dochazi k poklesu poctu viabilnich buné€k, coz korelovalo

také s naristem procenta mrtvych bun¢k detekovanych pomoci testu uniku LDH.

Z dosavadnich vysledkil je znamo, Ze antracykliny (doxorubicin) zprostfedkovavaji
zastaveni bunééného cyklu v nadorovych bunkach v GO/G1 fazi a ptitom G2 kontrolni bod
muze byt regulovan p53. Kuznetsov et al. zjistili, Ze doxorubicin inhibuje proliferaci bunék
prostiednictvim zastaveni buné¢ného cyklu v G2/M fazi a jeho efekt je zavisly na davce

(Kuznetsov et al. 2011b). Liipertz et al ve svych experimentech pozorovali zastaveni
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bunécného cyklu v G2/M fazi a p53/p21 indukei vyvolanou po aplikaci 1 uM doxorubicinu.
Dale také zjistili, ze dochazi k G1 zastavé, ktera je doprovazena fosforylaci a aktivaci p53, ale

ne veétsi expresi p21 po aplikaci 5 uM doxorubicinu (Liipertz et al. 2010).

V naSich experimentech bylo potvrzeno, Ze ovlivnéni bunééné linie BT-549
doxorubicinem 20 nM a 40 nM zpusobilo signifikantni zvySeni poctu bunék v G2 fazi
bunécéného cyklu. Podobné to bylo u bunééné linie MDA—-MB-231, a to po 10, 20 a 40 nM
doxorubicinem. S témito vysledky souvisi signifikantni pokles bun¢k v G1 a S fazi bunééného
cyklu u BT-549 i MDA-MB-231. Signifikantni procento bunék koznich fibroblasti bylo
zablokovano v G2 fazi bunééného cyklu az po ovlivnéni vyssi davkou doxorubicinu (80 nM
a 120 nM). V dusledku toho bylo zaznamenano signifikantni snizeni v G1 fazi buné¢ného
cyklu po ovlivnéni 80 nM a 120 nM doxorubicinem a v S fazi bunéného cyklu pouze
u koncentrace doxorubicinu 120 nM. Z vyse uvedené¢ho vyplyva, Ze normalni buniky linie
koznich fibroblastii jsou méné chemosenzitivni na doxorubicin, a Ze K vyvolani zmén

v bunééném cyklu je potteba podstatné vyssi koncentrace doxorubicinu.

Z pohledu mechanizmu indukce apoptdzy je zndmo, Ze doxorubicin kromé& indukce
poskozeni DNA vyrazn¢ zvysuje Sance na genomovou nestabilitu a evoluci transformovanych
vlastnosti v proliferujicich buitkach normalni bunécné populace. Pokud byly buiiky, které se
nachazely v S fazi bunééného cyklu, ovlivnény doxorubicinem v trvani jedné hodiny, doslo u
téch to bunck k prodlouzeni G2 faze bun&tného cyklu po dobu alesponn 72 hodin. Ptesto
nejméné 14 % bunck zacalo v této dobé opét proliferovat bez ohledu na ovlivnéni
doxorubicinem. Vyskyt 52 % centriol uvolnénych a 10 % centriol dodate¢nych byl pozorovan
72 hodin po poskozeni DNA. Douthwright a Sluder zjistili, Ze APC/C nebo ¢innost PLK mtiZe
uvolnit centriol po poskozeni DNA, ackoli se oba obvykle dopliuji. VSechny uvolnéné
centrioly jsou spojeny s gama-tubulinem a markery vyzravani, a proto by mély byt v zasadé
schopny zdvojeni a organizovani poli vieténka. Nizky vyskyt zdvojenych nebo uvolnénych
centriol béhem G2 faze bunééného cyklu souvisi s p53-zavislou expresi p21 a naslednou
ztratou aktivity Cdk2. Dale zjistili, Ze 26 % bun¢k, které prochazi mitézou po poSkozeni DNA
obsahuje volné nebo nadbytecné centrioly. Toto by mohlo vytvafet genomovou nestabilitu

prostiednictvim pfechodné nebo trvalé multipolarity vieténka (Douthwright a Sluder 2014).

Dalsimi dalezitymi 1éky, které jsou pouzivany v 1é¢bé karcinomu prsu, jsou rostlinné
alkaloidy ze skupiny taxani — taxol ¢i docetaxel. Jejich cytostaticky ucinek spociva

V ptisobeni na delici se vieténko buiky. Pisobenim na mikrotubuly bunék zabrani jejich
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depolymerizaci béhem bunécného déleni, a tim transportu chromosomi k polim délici se
buiiky. Bylo prokazano, ze docetaxel zvySuje polymerizaci tubulinu, podporuje sestaveni
mikrotubul, a také inhibuje depolymerizaci tubulinu. Nicméné neni dosud stanoven
mechanizmus, jak docetaxel indukuje aktivaci apoptotické smrti bunék, nebo kaspazy. Lze
predpokladat, ze taxany jsou schopny indukovat fosforylaci Bel-X (L)/ Bcl-2 a tak inaktivuji
jejich anti-apoptotické kapacity. Snizena regulace Bcl-2 a nebo zvySena regulace p53
a p21/WAF1 jsou jist¢ jednim z dulezitych zpusobu indukce apoptézy pomoci taxani
(Ganansia-Leymarie et al. 2003; Han et al. 2016).

Naru$eni mikrotubuld vede k indukci nadorového supresoru p53, K inhibici cyklin-
dependentnich kinaz a aktivaci/deaktivaci n¢kolika proteinkindz. Jako disledek jsou buiky
blokovany v G2/M fazi bunééného cyklu, po kterém bud’ podstoupi apoptdézu nebo nekrozu.
Muze vSak dojit k piekonani G2/M blokace a dojde k pokracovani déleni bunky, Gasto
smérem k post-mitotické bunécné smrti (Wang et al. 1999; Miglietta et al. 2002). Na druhou
stranu bylo zji§téno, Ze taxol plsobi v relativné nizkych koncentracich (3 + 6 nM), kdy miize
zcela inhibovat bunécnou proliferaci a to bez blokovani bunék v mitéze (Giannakakou et al.
2001). U n¢kterych bunéénych linii, které nemaji expresi p53, se pii pouziti nizké koncentrace
taxolu nepodafilo vyvolat G1 a G2 blokadu bunééného cyklu. Buné¢né linie, které maji
zvySenou aktivitu p53 jako vysledek reakce na taxol, podstupuji vyluéné mitotickou
a postmitotickou zastavu bunécného cyklu (Giannakakou et al. 2001). ZvySeni koncentrace
taxolu vede k mitotickému skluzu, ¢imz se eliminuje dal$i G1 faze a dochazi k postmitotické
blokadé. Obecné plati, ze taxol pfimo ovliviiuje bunky pouze v mitéze a doba trvani mitdzy
urcuje dalsi osud buiiky (Demidenko et al. 2008). Buiiky mohou bud’ zemf#it béhem mitdzy,
nebo vyjit z mitézy bez bunééného déleni (mitoticky prokluz) a vytvofit tetraploidni burky,
které maji obsah 4C DNA (Rieder and Maiato 2004; Blagosklonny 2007). Vzhledem
K podobnym mechanizmim je blokace G1 faze bunétného cyklu pii pouziti doxorubicinu
a nizkych davek taxolu identicka, pravé proto, Ze ob¢ 1é¢iva piimo vyvolavaji indukci p53
v G1 fazi bunééného cyklu a tim zablokuji buiiky pied vstupem do S faze (Demidenko et al.
2008).

V nasich experimentech byly pouzity bunétné linie karcinomu prsu BT-549
a MDA-MB-231 a kozni fibroblasty ovlivnéné taxolem o koncentracich 1,25; 3,25; 5,25;
6,25 a 12,5 nM po dobu 72 hodin. Ve sledovanych koncentracich klesa pocet bunék i jejich
viabilita a proliferace, avSak bez signifikantnich zmén rozlozeni bunék mezi fazemi

bunécéného cyklu.
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V normalnich bunikach je vyvoj fasinky dynamicky proces probihajici v zavislosti na
bunééném cyklu. Zahdjeni tvorby fasinky v GO a G1 fazi bunécného cyklu, obvykle v S / G2
fazi bunécného cyklu, avSak témét bez vyjimky se fasinka vstfeba pred vstupem do
mitotického d¢leni, aby se znovu objevila v post-cytokinetické fazi buiky. Toto periodické
vstiebavani fasinek souvisi s bunéénym cyklem a ma vliv na citlivost bun¢k, které jsou

asociované vlivem vnéjSich signall s receptory fasinek (Plotnikova et al. 2009).

Podle dosavadnich zkuSenosti z naSich experimentll vime, ze primarni fasinka neni
pfitomna u triple negativnich linii karcinomu prsu — BT-549 a MDA-MB-231. Duvodem
absence primarni fasinky u triple negativnich linii karcinomu prsu je ztrata funkce
supresorového genu p53, coz je nasledek dominantni negativni mutace tohoto genu (Alli et al.
2007). Pti zprostiedkovani bunééné odpovédi na rizné typy stresu hraje kli¢ovou roli p53 tim,
ze aktivuje nebo potlacuje fadu gend zapojenych do zastavy bunécného cyklu, starnuti,
apoptdzy, opravy DNA a angiogeneze. Diky této dulezité funkci a ¢innosti je p53 fizen velmi
slozitym zpusobem, véetné nékolika automatickych regulac¢nich smycek a prostfednictvim
zasahu desitek modulatori proteind. Mutace p53 jsou pozorovany u fady naddorl napt. nadorti

prsu (Lacroix et al. 2006).

Primarni fasinka, je detekovana pii zastavé bunééného cyklu u bunééné linie
fibroblastd, hraje dualezitou roli v kontrole bunécného rlstu, pienosu signdlu
z extracelularniho prostfedi pfes primarni fasinky na buiiky a pro fizeni a spravnou funkci

tkanové homeostazy (Schneider et al. 2005).

Novym a zatim nepublikovanym néalezem v naSich experimentech byla detekce
viceCetné fasinky po ovlivnéni fibroblastd 20 nM, 40 nM, 80 nM a 120 nM doxorubicinem.
Nejvyssi procento bunék s vicecetnou tfasinkou bylo detekovano 72 hodin po pouziti 80 nM

doxorubicinu.

Vicecetné primarni fasinky byly pozorovany, pokud bylo pfitomno vice centrozomd,
napiiklad u nékterych nadorovych bunék nebo po vystaveni bun&tné kultury ionizujicimu

zateni (Nigg et al. 2014, naSe vysledky viz kapitola 5.1.4.2.).

Ve studii Sharma et al. bylo prokazano, Ze taxol inhibuje depolymeraci mikrotubulil
(Stinchcombe et al. 2011) a tim dochazi ke zkraceni délky primarni fasinky a zaroven blokuje
jeji prodluzovéani u bun€k savci in vitro a zvySuje frekvenci bunék bez primarni fasinky

(Sharma et al. 2011). Inhibitory polymerace a depolymerace mikrotubuld, jako je naptiklad:
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jasplakinolide, forskolin, cytochalasin D a cytochalasin B, podané buné¢né kultuie v nizké
koncentraci spolu s taxolem, vyvolaly zvySeni mnozstvi volnych podjednotek tubulinu
v cytosolu, coz vedlo k prodlouzeni primarnich fasinek, ale nebyl zaznamenam jeji narast
(Kim et al. 2010; Berstheheyn et al. 2010; Sharma et al. 2011), ve vyssi koncentraci avSak
tvorbu primarnich tasinek blokuji (Jensen et al. 1987; Ripardelli et al. 2013). Lze tedy fici, ze
pouziti farmakologickych latek ovlivitujicich sit’ mikrotubulli a mnozstvi volného tubulinu
ovlivituje 1 délku primarni fasinky. Nelze jednoznacné fici, Ze se jednd o souvislost mezi
mechanizmy a signdly, které buiika pouzivd k vyvazeni polymerace a depolymerace
mikrotubulil a do jaké miry tyto zmény ovliviuji signalizaci nebo smyslové schopnosti

primarni fasinky.

V naSich experimentech byla primarni fasinka detekovana pomoci imunocytochemie
u fibroblastli 72 hodin po ovlivnéni 1,25; 3,25; 5,25; 6,25 a 12,5 nM taxolem. Statisticky
signifikantni a zarovenl nejvys§i procento bun€k s primarni fasinkou bylo detekovdno po

ovlivnéni 1,25 nM taxolem. Nebyly ale detekovany vicecetné fasinky jako u doxorubicinu.

Zvlastni otdzkou je detekce viceCetné primdrni fasinky pii nadpocetném mnozstvi
centrozomu v buiice. Podle naSich dalSich nepublikovanych vysledkti se ukazuje, Ze tato
otazka pro pochopeni procesii, napt. vztahu ciliogeneze a karcinogeneze, bude dulezita.
V tomto sméru planuji dale pokracovat a ve své dalSi experimentdlni praci se zamé&fit na
sledovani viceCetné fasinky a na zmény spojené s jejim prodluzovanim a zkracovanim.
Dokladem toho, Ze tento smér je spravny, je celd fada jiz publikovanych vysledkd. U fady
nadort (Nigg et al. 2006; Nigg et al. 2014) a n€kterych ciliopatii (Lee et al. 2011) je pfitomen
aberantni pocet centrozomi v buiice. ViceCetné centrozomy se vyskytuji v nddorovych
bunkach, naptiklad pfi mutaci nadory suprimujiciho genu p53 (Fukasawa et al. 1996) nebo
BRCATI (breast-related cancer antigen) a BRCA2 (Tutt et al. 1999; Deng et al. 2002; Nigg et
al. 2002). Na povrchu bunék s vétSim poctem centrozomul se nachdzi vétsi pocet primarnich
fasinek (2-6) stejné stavby a obdobné délky. Celkové mnozstvi receptori Smo,
serotoninovych receptori typu 6, proteinu fibrocystinu a proteinu Arl13b (ADP-ribosylation
factor-like protein 13b) na viceCetnych primarnich fasinkdch bunky odpovida celkovému
mnozstvi téchto receptorii a specializovanych proteind solitdrni primarni tfasinky. Protoze
celkové mnozstvi téchto proteinti na primarnich fasinkéch jedné bunky zlstava stale stejné,
¢im je pocet (soucet celkové délky) primarnich fasinek na buiice vétsi, tim je mnozstvi téchto
proteintt v piepoCtu na jednotku délky primarni fasinky mens$i - jejich hustota je nizsi.

Takovéto natfedéni hustoty receptorti mtize vést k oslabeni signalizace (Mahjoub and Stearns
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2012), coz bylo pozorovano v piipad¢ kanonické vétve signalni drahy Wnt u bunck s dvéma

primarnimi fasinkami (Lancaster et al. 2011).

Vétsina vicecetnych primarnich fasinek (95%) vytvaii trs, a sdili spole¢nou prohlubeni
primarnich fasinek — cilidrni kapsu. U 5% viceCetnych primarnich tfasinek, které nebyly v trsu,
a nesdilely spolecnou prohlubent primarnich fasinek, byla hustota proteinu Arl13b podobna
jako u solitarni primarni fasinky. Proto se predpoklada, ze strukturou, ktera urcuje koncentraci
receptord a specializovanych proteinll v primarnich fasinkach, je prohluben primarni fasinky

(Mahjoub and Stearns 2012).

Na mysich ortotopickych xenograftech lidskych karcinomii prsu nebyly priméarni fasinky
ve vétsing pripadl pozorovany. Pokud byla primarni fasinka detekovana, bylo to pouze
v extrémné nizké frekvenci - 1 bunka karcinomu prsu s velmi tenkou a kratkou primarni
fasinkou na 30-80 mm® vySetfeného histologického vzorku (Nobutani et al. 2014).
Frekvenci vyskytu primarnich fasinek lidské buné¢né linie trojit¢ negativniho karcinomu prsu
MDA-MB-231 nelze zvysit hladovénim bunécné kultury, na rozdil od frekvence vyskytu
primérnich fasinek zdravych bunék (Yuan et al. 2010). V experimentu byly vytvofeny mysi
xenografty bunécné linie MDA-MB-231, které nésledné metastazovaly do plic mysi.
V mikroprostiedi plic doslo ke zvySeni podilu bun€k v klidové GO fazi bunééného cyklu na
vice nez polovinu metastatickych bun€k plic. AvSak ani takovito zmeéna mikroprostfedi
nezvysila frekvenci vyskytu primarnich fasinek trojit€ negativniho karcinomu prsu

MDA-MB-231 (Nobutani et al. 2014).
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7. Zaver

Vysledky predlozené v této dizertacni praci koresponduji s cili, které¢ byly stanoveny na
zacCatku studia. Hlavnim cilem prace bylo hodnoceni vlivu faktort vyvolavajicich stresovou
reakci na buiikku s naslednou nestabilitou cytoskeletu buiniky se zaméfenim na primarni
fasinku. Sekundarni cile byly zaméfeny na hodnoceni vlivu ionizujicitho zafeni, nutri¢niho
stresu vyvolaného sérovym hladovénim a vlivu cytostatik (doxorubicinu a taxolu) na bunééné

linie v in vitro podminkéch.
Vlastni vysledky korespondujici s dosavadnimi publikovanymi pracemi:

- lonizujici zafeni zptisobuje davkoveé zavislé sniZzeni bunécné viability S vyznamné
stoupajici aktivitou kaspaz C2C12,;

- Ozafenim davkou 6 Gy dochazi k zastavé bunééného cyklu v G1 fazi a davka zareni
20 Gy blokuje bunécny cyklus v G2 fazi;

- Metabolicky stres indukovany hladovénim bunék statisticky vyznamné snizuje
viabilitu a proliferaci C2C12 72 hodin po ovlivnéni;

- Analyza bunééného cyklu 24 a 72 hodin po hladovéni prokazala signifikantni zvySeni
poctu bunék v G1 fazi bunééného cyklu a s tim spojeny pokles procenta bunék v S fazi
a G2 fazi bunécného cyklu;

- Sérové hladovéni bunék C2C12 po dobu 72 hodin nevyvolava morfologické znamky
apoptozy;

- Signifikantn¢ nejvyssi pocet bunék s primarni fasinkou byl detekovan 24 hodin po
sérovém hladoveéni C2C12;

- Zvysujici se koncentrace cytostatik zptisobuje pokles proliferace a viability buné¢k, coz
koreluje s nariistem procenta mrtvych bunck;

- Ovlivnéni bunééné linie BT-549 doxorubicinem 20 nM a 40 nM, linie
MDA-MB-231 10, 20 a 40 nM doxorubicinem i koznich fibroblasti 80 nM a 120 nM
doxorubicinem zpusobilo signifikantni zvySeni poctu bunck v G2 fazi bunétného
cyklu.

- BT-549, MDA-MB-231 a kozni fibroblasty byly blokovany v G1 fazi bunétného
cyklu po ovlivnéni 1,25 nM; 3,25 nM a 6,25 nM taxolem;

- Statisticky signifikantni a zaroven nejvyssi procento bun€k s primarni fasinkou bylo

detekovano 72 hodin po ovlivnéni 1,25 nM taxolem;
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Vlastni vysledky - majici charakter priority:

- Nejvyssi procento bunék s primarni rasinkou bylo detekovano 72 hodin po
ozareni davkou 20 Gy a vicefetna rasinka byla detekovana 72 hodin po ozafeni
davkami 10 Gy a 20 Gy C2C12;

- NejvysSi procento bunék experimentalné testovanych bunécnych linii
s viceCetnou Fasinkou bylo detekovano 72 hodin po pouziti 80 nM doxorubicinu;

- Novym a zatim nepublikovanym nilezem v naSich experimentech byla detekce

vicecetné Fasinky po ovlivnéni 20 nM, 40 nM, 80 nM a 120 nM doxorubicinem.

Vzhledem k vySe uvedenym vysledkim planuji dile pokracovat v problematice
sledovani morfologickych zmén cytoskeletalni stability pomoci detekce vicecetné rasinky
a zmén spojenych s jejim prodluZovanim a zkracovanim. Dale s tim spojenou analyzou

molekularné biologickych mechanizmii, které souvisi s ciliogenezi a karcinogenezi.
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