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Abstrakt

Slinivka bfisni (pankreas) je mistem tvorby mnohych vyznamnych exokrinnich
a endokrinnich latek, mezi které patii i insulin. Tento hormon je v téle tvofen témét vyhradné
v specializovanych B-bunikach Langerhansovych ostrivki, kde je skladovan v sekre¢nich
granulich. B-buniky jsou pIné téchto sekrecnich vackl, ¢imz je umoznéna rychla reakce
organismu na stimul glukosy. Spravné upraveny, zraly insulin se pravdépodobné vyskytuje
v sekreCnich granulich ve form¢ hexameru insulinu koordinovaném okolo dvou zine¢natych
iontd. Adekvatni reakce B-bunck na zvySenou hladinu glukosy v krvi a nasledna sekrece
insulinu, jsou jednimi z kli¢ovych pochodii regulace metabolismu v téle. Pii studiu tvorby
insulinu, jeho ucinkl nebo procesu sekrece se mimo primarnich bunék z pankreatickych

ostravkll vyuzivaji jako biologicky model permanentni pankreatické bunécné linie.

Tato diplomova prace se zaméfila na bunécné linie INS-1E a BRIN-BD11. Zjistovali jsme
schopnost téchto bunck tvofit proinsulin a insulin a obsah jejich zine¢natych iontl, které
mohou mit na tvorbu a zpracovani insulinu velky vliv. Ve vSech metodach, které jsme
pouzivali, jsme linie porovnavali navziajem a posléze také s p-bunkami potkanich
Langerhansovych ostruvkl. Také se ndm podafilo izolovat insulinové sekre¢ni granule ze
vSech tfi pouzivanych bunéénych typli a vytvofit tak ¢istou granulovou frakci, kterd se bude
dale pouzivat pro dalsi studium téchto bun¢k. Ze ziskanych vysledkl studia insulinovych
sekrec¢nich granuli jsme usoudili, Ze bunécna linie INS-1E je lepSim a vhodnéj$§im modelem
pankreatické B-buniky nez linie BRIN-BDI11 ve vSech ohledech. Linie INS-1E tvofi vice
insulinu, mé vice zine¢natych iontl a je schopna glukosou indukované sekrece insulinu,
ktera odpovida fyziologickym podminkdm. Pfesto se tato linie svymi vlastnostmi jen malo
pfiblizuje B-buiikdm Langerhansovych ostriivki ziskanych pfimo z organizmu. Je vidét, Ze
pouzivani bunécnych linii jako biologického modelu na studium a vyzkum piinasi s sebou
na jedné stran€¢ dobrou reprodukovatelnost vysledkli a neplytvani hire ziskatelnym
zivoCiSnym materidlem, ale na druhou stranu nebezpeci v pozménenych nebo

nedostate¢nych vlastnostech ptivodnich bunék.

Kli¢ové¢ slova: insulin, sekre¢ni granule, izolace proteind, beta-bunky, zinek



Abstract

Pancreas is known to be an organ producing a variety of exocrine and endocrine substances,
where also insulin belongs. This hormone is produced in the body almost solely by
specialized B-cells of the Langerhans islets and is stored here in secretory granules. As the
B-cells contain large number of these vesicles, an organism can quickly respond to the
glucose stimulation. Completely processed insulin is formed in the secretory granules
probably as a hexamer, where six insulin molecules are coordinated along two zinc bivalent
cations. Appropriate -cell response to higher glucose level and following insulin secretion
is one of the key processes that regulate metabolism in the body. In order to study insulin
production, its effects or secretion, permanent pancreatic cell lines are often used as

biological models, out of primary cells from islets of Langerhans.

This diploma thesis is focused on two permanent cell lines INS-1E and BRIN-BD11. We
searched for the ability of the cells to produce insulin, if the hormone is fully processed, as
well as zinc content, which could have a great influence on insulin's processing. Using
different methods we compared these two cell lines with cells from the Langerhans islets.
We succeeded in isolation of secretory granules from all three cell types and we plan to use
these granule fractions in further studies. According to our findings from the study of
secretory granules we came to the conclusion that the cell line INS-1E is a better and more
eligible model of the pancreatic B-cell then the cell line BRIN-BD11 in all studied aspects.
INS-1E cells produce more insulin, have higher zinc content and are able of glucose
stimulated insulin secretion. In spite of that, these INS-1E cells' features can be hardly
compared to B-cells, which were obtained directly from an organism. It shows us that using
cell lines as a model for the research brings advantages like reproducibility of outcomes,
scientists do not have to waste animal material, but on the other hand possibility of varied or

insufficient features according to original cells.
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BHC
BTC
ADP
APS
ATP
BRIN-BD11
BSA
CMRL
dER
DMSO
ETV
FBS
FCS
GA
GABA
GIP
GLUT
GTPasa
HBSS
HEPES
HIT
ICP-OES
IGF2
INS-1
ISG
Kartp kanal
KRBH
LO
MIN
MOPS
MT
PBS

B-hyperplastické buiky

B-tumorové buiky

Adenosindifosfat

Persulfat amonny

Adenosintrifosfat

potkani pankreatickd bunécna linie

Hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumin)
Médium vytvorené v Connaught Medical Research laboratotich
Drsné endoplasmatické retikulum

Dimethylsulfoxid

Elektrotermické odpafovani

Fetélni hovézi sérum (z angl. Fetal Bovine Serum)

Ptimy rozptyl (z angl. Forward Scatter)

Golgiho aparat

y-aminomadselna kyselina

Gastricky inhibi¢ni polypeptid (z angl. Gastric Inhibitory Polypeptide)
Glukosovy pienaSe¢

Enzym hydrolyzujici guanosintrifosfat

Komercni pufr (z angl. Hanks ™ Balanced Salt Solution)
4-(2-hydroxyethyl)-piperazinylethansulfonova kyselina

Kiec¢i pankreatické B-bunky

Metoda indukéné vazaného plazmatu s optickou emisi

Ristovy faktor 2 podobny insulinu (z angl. Insulin-like Growth Factor 2)
potkani insulinomdarni buné¢na linie

Insulinova sekre¢ni granule

ATP-senzitivni draselny kanal

Krebs-Ringer HEPES pufr (z angl. Krebs-Ringer HEPES Buffer)
Langerhansové ostrivky

Mysi insulinomarni bunééna linie
3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina

Metalothionein

Fosfatovy pufr (z angl. Phosphate-buffered Saline)



PC1, PC2
PM

PNS
PVDF
RIA

Rim

RIN
RPMI-1640
RRP

SDS
SMT
SNAP
SNARE
SRP

SSC

Tag
TEMED
TGA
TPEN
Tris

T-TBS

VAMP
ZIP
/nT

Prohormon konvertasa 1 a 2 (z angl. Prohormone Convertase 1 and 2)
Plasmatickd membrana

Postnuklearni supernatant

Polyvinylidenfluorid

Radioimunoesej

Rab3-interagujici molekula

Potkani insulinomérni buné¢na linie

Médium vytvoiené v Roswell Park Memorial institutu
z angl. Readily Releasable Pool

Dodecylsulfat sodny

Pufr 0,27M sacharosa, 10mM MOPS, 1M Tris, pH 6,8
z angl. Synaptosomal-associated Protein 25

SNAP (z angl. Soluble NSF Attachment Protein) receptor

Protein rozeznavajici signalni sekvenci (z angl. Signal Recognition Particle)

Pti¢ny rozptyl (z angl. Side Scatter)

SV40 velky T onkoprotein
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
trans-Golgiho aparat
N,N,N',N'-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethyléndiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan

Tris/HCI pufr obsahujici chlorid sodny a detergent Tween (z angl. Tween

Tris-buffered saline)
Synaptobrevin (z angl. Vesicle-associated Membrane Protein)
Zinkovy prenase¢ (z angl. Zrt/Irt-like Protein)

Zinkovy transportér


https://en.wikipedia.org/wiki/N-ethylmaleimide_Sensitive_Factor_or_fusion_protein

1 ¢S2NBGAO1Té §OD2R

Insulin je klicovym hormonem v regulaci energetické rovnovahy v téle, kde snizuje hladinu
glukosy v krvi. Za normalnich podminek je produkovan v zna¢ném mnozstvi jenom v
B-butikach Langerhansovych ostriivkii pankreatu (slinivka b¥isni)!. Tyto specializované
buiiky vénuji az polovinu svoji proteinové produkci pravé vyrobé insulinu? ktery je

skladovan v tzv. sekre¢nich granulich.
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Pankreas savcu je organem dulezitym hlavné pro traveni a homeostdzu glukosy, ktera je

zdrojem energie, a jeho poSkozeni muze vést k onemocnéni diabetes mellitus. Pankreas je
sloZzen z exokrinnich, endokrinnich a duktdlnich bunék, které se diky krevnimu ob&hu
podileji na regulaci nutri¢ni rovnovahy (obrdzek 1, strana 11). Exokrinni funkci pankreatu
zabezpecuji shluky zlazovitych bunék, které tvoii rizné enzymy, jako naptiklad trypsin,
chymotrypsin, atd., a jejich obsah je transportovan do tenkého stfeva. Za endokrinni funkci
jsou zodpovédné Langerhansovy ostrivky, kompaktni, ovalné utvary sloZzené ze 4 typt
bunék; a-, B-, y- a d-bun€k. Tyto builky byly objeveny némeckym Ilékafem Paulem

Langerhansem v roce 1869°.

Vétsinu Langerhansovych ostritvkll (asi 80% hmotnosti ostravkll) tvoii B-buiky, které
sekretuji insulin, jeho antagonistu amylin a jiné peptidy*. Jedna se o polyhedralni butiky plné
sekre¢nich granuli® (obrdzek 3, strana 15). Ostatni buiky ostrivki sekretuji glukagon
(o-buniky), somatostatin (3-buiiky) a pankreaticky polypeptid (y-buiiky). Tyto buiky se
vyskytuji na okrajich ostrvk a obklopuji vétsi -buiiky. Endokrinni bunky tvotici hormony
ostrivkl najdeme 1 v jiny ¢astech organismu, hlavné v stievé, ale bunky tvofici insulin se

nachazeji jenom v pankreatu®.

Uvolnéni insulinu je stimulovano zvySenou hladinou glukosy, dale glukagonem,
adrenalinem, gastrickym inhibi¢nim polypeptidem (GIP) a zvySenou koncentraci nékterych

aminokyselin, jako je naptiklad arginin® nebo serotonin a dopamin.
y Jako je nap g P
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Hlavni vyvod pankreatu ;o i v
Slinivka bfigni
(pankreas)
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 Zlugovod
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(exokrinnf bunky)

Langerhans(yv ostriivek
{endokrinni bunky)

Vyvod pankreatu

Obrazek 1: Pankreas a Langerhansovy ostrivky. Pankreas je organem regulujicim metabolismus,

obsahuje exokrinni a endokrinni buiky (Langerhansové ostritvky). Pievzato a upraveno z cit.”.

1.1.2 Produkce insulinu I Y 3SNKF ya2 ge OK 23 G§NAJONOK
Exprese insulinu je v savéim organismu vyhrazena pro B-buiiky endokrinni ¢4sti pankreatu'.
Za normdlnich podminek B-bunky setrvavaji v stavu, kdy je neustale ,,pool” insulinu
pripraven na sekreci na zdkladé¢ wné&jSiho stimulu. Jakékoliv uvolnéni insulinu je
kompenzovano jeho opétovnou tvorbou, aby B-buiiky byly vzdy ptipraveny odpovédét na
dal$i impuls. Celkov€ je teda biosyntesa insulinu vysoce regulovanym a dynamickym

procesem’.

Uz od roku 1955 je zndmo, Ze insulin je dvoufetézcovy protein®. To, Ze je tvofen

z prekursoru, jednoifetézcového proinsulinu, se zjistilo pozdéji, v roce 1967 diky praci

11
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Donalda Steinera a kol.’. Proinsulin ma sviij proteinovy prekursor, preproinsulin, jehoZ
prvnich 24 aminokyselin tvofi signalni peptid'®. Signalni peptid preproinsulinu se vaze na
SRP protein, protein rozeznavajici signalni sekvenci (z angl. signal recognition particle),
a po jeho navazani na pfisluSny receptor dochéazi k translokaci proteinu do drsného
endoplasmatického retikula!!. Nasledné je signalni peptid odstépen a vznika proinsulin®.
V endoplasmatickém retikulu je proinsulin slozen do spravné konformace, vytvoii se 3
disulfidické mustky v A- a B-fetézcich, spojenych tzv. C-peptidem. KdyZ je proinsulin

spravné slozen, transportuje se do cis-Golgiho aparatu'>!?

. Tento proces vyzaduje
neporusenou mikrotubularni sit’ buiiky'®, vapenaté ionty'>, guanosin trifosfat!>!® a urgité
cytosolické proteiny!®>2°, Nasleduje transport proinsulinu do trans-Golgiho aparétu, kde je
tento polypeptid od ostatnich proteind separovan®!'. Poté dochéazi k transportu proinsulinu
v klatrinovém vacku, ktery je zarodkem sekre¢ni granule, az k membrané. Postupné se pH
uvniti vacku snizuje a dochazi k zrani insulinu §tépenim proinsulinu 3 riznymi proteasami:
prohormon konvertasami (PC1 a PC2) a karboxypeptidasou E?2. Prohormon konvertasy
s endopeptidasovou aktivitou od$tépi z proinsulinu fragment, C-peptid, karboxypeptidasa E
s exopeptidasovou aktivitou dva pary bazickych aminokyselin, které byly v blizkosti C-
peptidu, konkrétné Lys-64, Arg-65, a Arg-31 a Arg-32%. Nakonec v sekreéni granuli ziistava
insulin, 6 kDa protein slozeny ze dvou fetézci, A a B, které jsou stabilizovany 3

disulfidickymi mistky, které se nachazeji mezi cysteiny v pozicich A7 a B7, A20 aB19, A6
aAll.

113 {1 f I R2Jt Yy d&eyad KA Ydzy@SNKFya20ée OK 2
Insulin je v téle, konkrétné v B-buiikdch Langerhansovych ostravki, skladovan v sekre¢nich
insulinovych granulich, vaécich pucicich z trans-Golgiho aparatu (TGA), viz obrazek 2 na
strané 13. Odhaduje se, ze v jedné B-buiice je okolo 10 000 insulinovych sekrecnich granuli
s primérem piiblizné 300 nm>*. Granule obsahuji kromé jinych rozpustnych proteind a latek
hlavné insulin pravdépodobné ve formé hexameru stabilizovaného koordina¢nimi vazbami
kolem dvou zine¢natych ionti*>. Insulinové granule miizou setrvat v buiice po dobu par dni,
nez na zakladé vnéjsiho stimulu dojde k jejich exocytose. Odhadovany polocas Zivota
granuli je pfiblizn¢ 3 dny a poté se jich buiika zbavi riznymi lysosomalnimi degrada¢nimi
mechanismy?®. Existuji 2 hypotézy o procesu tfidéni proteinti do insulinovych granuli. Prvni
hypotézou je ,tfidéni na zaklad¢ vstupu* (z angl. sorting by entry), kde se spoléha na to, Ze

proteiny jsou tfidény do rtiznych specifickych vacki ptimo v TGA. Podle druhé hypotézy,

12
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Htidéni na zadkladé zadrzeni (z angl. sorting by retention), jsou proteiny v TGA
inkorporovany do nezralych vacka, ze kterych jsou dale tfidény pii zrani jednotlivych

27- 29

proteinti Na zaklad¢ vicero studii se zda druha hypotéza pro PB-buiky vice

pravdépodobna?®3°,

Nezrala granula dozravaji béhem jejich postupu z TGA smérem k plasmatické membrané.
Snizovani pH uvnitt granule vede také k aktivaci prohormon konvertas a karboxypeptidasy
E, diky ¢emu dochazi ke konverzi proinsulinu na insulin®!2. Proces zrani zahrnuje
i postupné odstranéni klatrinového obalu zpovrchu vacku®*>*. Pro ilustraci vzniku

insulinové sekrecni granule, viz obrazek 2.
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Drsné membranové
endo;)tliz:natlcke 0,5/7 trans proteiny
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0 o op

Insulinovy \ %o 5 b GOLGl
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inova granule nsulin + -
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Obrazek 2: Vznik insulinovych sekre¢nich granuli a promény insulinu v pribéhu tohoto procesu.
V horni ¢asti obrazku je orientacni casova osa, v dolni ¢asti schéma biosyntézy a uprav insulinu.
Vétsina proinsulinu je exocytovana z bunky regulovanou sekreci, pti které dochazi ke konverzi, zrani
proteinu na insulin. Malé mnozstvi (okolo 1-2%) proinsulinu je uvolnéno tzv. neregulovanou sekreci

vackh vytvoienych v riiznych ¢astech Golgiho aparatu. Pfevzato z cit..
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Kombinace okyselovani vnittku granule a konverze proinsulinu na insulin umoziuje
krystalizaci insulinu ve zralé sekre¢ni granuli. Je znamo, Ze insulin je schopny dimerizace,

6. Zn** je koordinovan

a v piitomnosti Zn*>" iontl miZe asociovat do hexamert’
histidylovymi zbytky v pozici 10 fetézce B insulini v hexameru. Krystalizace insulinu je
zavisla na vysoké lokalni koncentraci insulinu, koncentraci zine¢natych ionti a kyselém
prostiedi uvnitt granule®$ 8, 1 kdyz krystalizace insulinu uvniti granuli nebyla zatim in vivo
dokazana, predpoklada se, ze prostfedi uvniti granule vznik mikrokrystalki insulinu
umoziiuje' 38,

Insulinové sekrecni granule obsahuji relativné vysoké mnozstvi riiznych proteind
a nizkomolekularnich latek (kolem 150)*°, viz obrdzek 3 na strané 15. Nejdilezit&jsi
a nejhojnéjsi molekulou granuli B-bunék je hormon insulin, ktery tvoti 50-60% celkového
proteomu granule*”. Druhou nej¢asté&j$i molekulou je C-peptid, ktery je uvoliiovan pii
Stépeni proinsulinu, a zralé granule s krystalickym ,,jddrem* maji tento peptid na okraji
lumenu granule. Bylo prokdzano, ze C-peptid urychluje disociaci hexameru insulinu*
a snizuje moznost apoptdzy P-buiiky*!. V sekreénich granulich dale najdeme malé mnoZstvi
peptidovych hormont, jako je amylin*?, preptin* nebo riistovy faktor 2 podobny insulinu,

845 hebo

IGF2*. Mimo jiné je jejich tlohou regulovat do urgité miry sekreci insulinu
proliferaci B-butiky*®. Dal§imi latkami vyskytujicimi se v sekre¢nich granulich jsou
neurotransmitery, které miizou mit pfimy efekt na B-buiky, nebo okolni buiiky. Pfikladem
je y-aminomaselnd kyselina (GABA), klasicky inhibi¢ni neurotransmiter nervového
systému. Na zakladé spole¢né sekrece s insulinem GABA redukuje sekreci glukagonu z
o-bun&k, coz bylo ukazano na izolovanych ostrivcich hlodavci*’. Protoze glukagon je
antagonista insulinu, jeho inhibice neurotransmiterem GABA zvySuje efekt insulinu.
Insulinové sekrecni granule obsahuji také ATP a ADP, které jsou pfi sekreci s insulinem
zpétnovazebnym signalem pro B-buiiku®®. Extracelularni ATP napiiklad zvySuje sekreci
insulinu diky vazbé& na P2X receptor, ktery transportuje vipenaté ionty*’. Tato molekula je

ale rychle degradovdna na adenosin, schopny v izolovanych ostrivcich snizit sekreci

insulinu™®,

Neodmyslitelnou soucésti insulinové sekre¢ni granule jsou iontové kandly a teda i ionty.
Zréani granule je zabezpeceno okyselenim jejiho nitra, jelikoz proteasy $tépici proinsulin
vyzaduji pH 5,5°'°!. Import H" iontli je umoZnén V-ATPasou a transport jen par protonti

pies membranu zpisobi rychlou zménu naboje, kterd zastavi dalsi okyseleni. Nitro granule
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obsahuje par dalsich iontl, mezi kterymi vapenaté a zine¢naté jsou nejvyznamnéjsi, pfi¢emz

Zn?" jsou pravdépodobné soucasti hexameru insulinu.
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Obrazek 3: Sekrecni granule insulinu. (a) Pankreaticka B-butika zobrazena transmisni elektronovou

mikroskopii produkuje (b) membranové vacky plné insulinu. Kromé této hlavni slozky granule

obsahuji mnoho proteinti, malych molekul a iontd, jako i transmembranovych proteinti a kanald.

Pfevzato a upraveno z cit.".

1.1.4 Sekrece insulinuizd dzy S |

[

YyISNKFYys2080K 24
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Sekrece insulinu v optimdlnim mnozstvi a vhodnou rychlosti je nezbytna pro zajisténi

homeostaze glukosy a také udrzeni energetické bilance. Tento proces, glukosou stimulovana

sekrece insulinu, je zajiStén dvéma riznymi cestami - spoustéci (,,triggering*) a metabolicky

zesilujici (,,metabolic amplifying®), viz obrdzek 4 na strané 16.
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Obrazek 4: Schéma spoustéci a metabolicky zesilujici drahy sekrece insulinu v B-bunce
Langerhansovych ostrivki. Zpracovanim glukosy (vice ATP) se zaviou Karp kanaly, které umozni
depolarizaci a vtok Ca®" iontl. To vede k zvySeni koncentrace cytosolického véapniku (spoustéci
draha). Zpracovani glukosy produkuje také dalsi signaly, které uz nezvySuji koncentraci Ca*
v cytosolu diky depolarizaci membréany, ale piesto zvySuji Ca?'-indukovanou exocytosu
insulinovych sekre¢nich granuli (metabolicky zesilujici draha). Grafy vpravo ukazuji zvySeni
cytosolického vapniku a sekrece insulinu. Arginin miize aktivovat spoustéci drahu vstupem do

B-bunky v protonované forme a tak ji depolarizovat, ale neaktivuje metabolicky zesilujici drahu,

protoZe tato aminokyselina neni metabolizovana. Pfevzato a upraveno z cit.>%.

1141 { L2 dzO0GSON RN} KI 3Jf dzl2&2dz AYRdz1 24FyS &aS$
Glukosa spousti sekreci insulinu zvySenim koncentrace volnych vapenatych iontd v cytosolu
B-buiiky. Po stimulaci buiiky vysokou koncentraci glukosy dochéazi ke glykolyse a také se
urychli metabolismus mitochondrii. To vede k zvySeni ATP a snizeni ADP koncentraci
v cytosolu, coZ slouzi jako vnitrobunéény druhy posel pro zavieni ATP-senzitivnich
draselnych (Katp) kandlé na plasmatické membran&®®. Diisledkem toho je depolarizace
membrany, otevieni napétové ovladanych vapenatych kanali a vtok Ca®" do buiky.

Napétové ovladané Ca** kanaly ve vnéj$i membrané B-buiiky tvoti mikro prostredi ,,vodivé*
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na exocytosu™. To umoziiuje butice dosdhnout vysokou lokalni koncentraci vapenatych

iontl s jenom malym mnozstvim kanalu.

Kartp kanély jsou komplexni struktury a vazba riznych latek na jejich podjednotky (Kir6.1
a SURI — viz obrazek 4 na stran¢ 16) ma vliv na sekreci insulinu. Naptiklad thiomocovina
se vaze na SURI podjednotku Kartp kandlu, dochézi k zavieni Katp kanalli, B-bunka se
depolarizuje, zvysi se koncentrace cytosolického vapniku a spusti se sekrece insulinu. Na
druhou stranu latky jako diazoxidy interakci se SUR1 podjednotkou zpiisobi otevieni Katp

kanald a inhibuji tak sekreci insulinu hyperpolarizaci B-buriky™ 3.

1142 aStGro2f A01@& 1 SaAftd2NON RN} K+ 3f dzl 2a2dz
Kromé tvorby spoustéciho signalu (zvySeni intraceluldrni koncentrace Ca**), glukosou
indukovana sekrece insulinu zahrnuje tvorbu signalfi, které zesiluji ptsobeni Ca?* na
exocytosu”’. Tento koncept byl zaveden na zéklad& experimentii, poukazujicich na fakt, ze

glukosa miize zvysit sekreci insulinu i za podminek, Ze Katp kandly ziistavaji otevieny®® ©2,

nebo uz jsou plné& uzavieny® .

Naptiklad kdyZ jsou Katp kanaly drZzeny v otevieném stavu vlivem diazoxidu a vysoka
koncentrace glukosy neni schopna zvysit intracelularni koncentraci véapenatych iontd,
nedochazi k depolarizaci membrany a teda ani k sekreci insulinu. ZvySeni intracelularni
koncentrace Ca®" ale miize byt indukovano (i v prostiedi nizké koncentrace glukosy)
depolarizaci membrany diky velkému mnoZstvi extracelularnich K' iontd. Dochazi
k stimulaci sekrece insulinu jednoduse kvuli vzniku spoustéciho signalu. ZvySovani
koncentrace glukosy v pfitomnosti velkého mnozstvi K¥, kdyz jsou Karp kanaly drzeny
oteviené diazoxidem, vede k znacnému zvyseni (zesilnéni) sekrece insulinu, bez dalSiho

zvyseni intracelularni koncentrace Ca®" iontt’.

1143 CGg1 S AyadzZ Ay2AF 5335 NBGON N a6 ok §Neat NS ya2 dz |
Insulinové sekre¢ni granule po vypuceni z TGA a po procesu zrani miiZou na zakladé
zvyseni koncentrace cytosolickych Ca*" iontl fizovat s vn&jsi plasmatickou membranou
(PM) B-bunky a uvolnit svij insulinovy obsah. Proces sekrece insulinu, exocytosy, je vysoce
kontrolovany a zahrnuje zakotveni, pfipojeni vacku k PM, fuzi vacku s PM a nakonec

uvolnéni obsahu.
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Dulezitou ulohu zde maji tzv. SNARE proteiny, schopné tvorit komplexy pfipeviiujici vacek
k PM (obrazek 5, strana 18). Patii sem syntaxin a SNAP-25, které jsou na PM, a vezikularni
protein synaptobrevin (n¢kdy uvadény i jako VAMP). Podle postulovaného modelu SNARE
proteiny zprostfedkovavaji exocytosu diky tomu, Ze dostdvaji do blizkého kontaktu
membranu vacku s PM (analogie se zipem)®®. Ctyfi o-helikalni domény (jedna ze
synaptobrevinu a syntaxinu, a dvé ze SNAP-25) spolecné vytvoii tzv. ,coiled-coil*
strukturu, ¢imz dojde k spojeni vacku s PM. Tvorba SNARE komplext je regulovéana

6769V celém procesu

synaptotagminem®’, ktery se chova jako Ca*'-senzor pii fizi
exocytosy hraji diilezitou ulohu také Rab GTPasy a Rab-podobné proteiny, které jsou
soucasti zakotveni granule na plasmaticku membranu a také tyto kroky reguluji’®. Nejvice
studovéna isoforma Rab GTPasy je Rab3A’!, piicemz v B-buiice se tento protein nachézi na
vngjsi, cytosolické stran€ membrany sekre¢ni granule. Slouzi zfejmé jako ,,brzda“, a teda

7273 Dal§imi regula¢nimi proteiny zahrnutymi v sekreci

limituje uvoliiovani insulinu
insulinu stimulované glukosou jsou Rim (Rab3-interagujici molekula) a jeho isoforma
Rim2"*. Rim interaguje s vicero proteiny a zda se, Ze slouZi pfi této interakci jako proteinova
podpora (,,leseni*)’>’®. Proces zakotveni sekre¢ni granule v plasmatické membrané a jeji

exocytosa je zndzornéna na obrdzku 5.

A B C
Rab3A 1 | 1 2N SE20¢8

Rim

synprint

‘5 synaptobrevin-2/

7 VAMP-2 mmp

\yntaxi
SNAP-25
==K "=
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Obrazek 5: SNARE proteiny, zakotveni granule a exocytosa sekrecni granule. V pribéhu zakotveni
(A), se granule priblizi k plasmatické membran¢ a vesikularni protein synaptobrevin/VAMP-2 se
spoji s partnery na PM syntaxinem a proteinem SNAP-25, ¢imz vzniké pevny komplex, ktery piivaze
granuli k PM, a v B-bufice®*’” k Ca**-kanalu (B). Po fizi dvou membran nasleduje lokalni zvyseni
intracelularni koncentrace Ca" iontfl, které nastava diky otevieni Ca**-kanali (C). Jak je naznadeno
v A a B, procesu se zicastnuji i GTP-vazici protein Rab3A a jeho interakéni partner Rim. Pevzato

a upraveno z cit.”s,
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1144 5@2dzFt 1 208& OKIFNY{1GSNI AS{NBOS AyadzZ Aydz
Sekrece insulinu nezavisi jenom na okolni koncentraci glukosy, ale i na rozsahu (stupni)
zmeny této koncentrace. Kdyz mnozstvi glukosy stoupa pomalu, zvySeni sekrece insulinu je
paralelni. Ale kdyz se koncentrace glukosy zvysi rapidné a zlistane na vysoké Grovni, sekrece

insulinu vykazuje dvoufazovy charakter (obrazek 6).

Prvni faze jerychle iniciovand, pomérné rychle odezni a vrcholi kolem paté minuty
od zacatku sekrece. Po ni nasleduje druha faze, ktera je stald, sekrece insulinu pokracuje, ale
v men$§im mnozstvi, po dobu pfiblizné 18 minut”” 2. Ve snaze zabezpedit okamZitou
dostupnost, né¢které zralé insulinové granule jsou pfichyceny na plasmatickou membranu
a predstavuji tzv. ,readily releasable pool® (RRP)**’”83 V prvni fazi je insulin uvolnén
z tohoto RRP a v druh¢ fazi je sekrece insulinu zabezpecena nové ziskanymi granulemi ze

Z4soby?» 7784,
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Obrazek 6: Schéma dvoufazové sekrece insulinu na zakladé glukosového stimulu. ZvySeni
extracelularni koncentrace glukosy na 10 mmol/l zptsobi spusténi uvolnéni insulinu z bunky
s priblizné minutovym zpozdénim (Cas potfebny na metabolizovani glukosy) a ma dvoufazovy

charakter. Pfevzato z cit.”s.

Jenom c¢ast insulinového obsahu [B-buiikky je uvolnéna béhem stimulace. Jak uz bylo
zminéno, jedna B-buiika obsahuje pfiblizn€ 10 000 sekre¢nich granuli. BEhem prvni faze se
uvolituje odhadem jenom 15 granuli a béhem druhé faze 5 granuli za minutu a jednu

B-buiiku®?.
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Zajem o studium této kinetiky prameni z klinickych pozorovani, protoze naruSeni prvni faze
sekrece insulinu jako odpovéd na pfitomnost glukosy je ¢asnym znakem nefunkcnosti

B-bunék v diabetu mellitus typu 2%°.

12 " f 2KI T Ay Sé6yiroidzQr QK G[A2WTISANKE v a2 dé OK
Zinek je esencidlnim prvkem pro zdravi ¢lovéka a jeho nedostatek miize mit potencialné
fatalni nasledky. Ovliviiuje funkci vicero organli z gastrointestinalniho, imunitniho,
centralniho nervového nebo reprodukéniho systému®®®’. Viechny bunééné typy potiebuiji
zine¢naté ionty kvuli jeho katalytické, strukturni a regula¢ni ulohy v proteomu, pfi¢emz se
odhaduje, Ze zine¢naté ionty vyzaduje pro svou funkci u ¢lovéka az kolem 3 000 proteint®®,
Intoxikace timto kovem je vzacnd v porovnani s jinymi, ale i tak musi byt koncentrace

intraceluldrnych volnych Zn?" iont pod kontrolou, hlavné kvili diileZité roli, kterou hraji

zine¢naté ionty s cysteinem v redoxni homeostazi®.

V porovnani s jinymi bunéénymi typy, pankreatické B-buitkky maji vyjime¢n¢ vysoky obsah
zine¢natych iontd®®, které jsou potfebné pro piipravu, zpracovani, skladovani a sekreci

o195 Vramci P-buriky je nejvyssi koncentrace Zn?* iontli lokalizovana

insulinu
v insulinovych sekrec¢nich granulich, které mizZzou mit az 70% podil z celkového obsahu
tohoto iontu v buiice, a jeho koncentrace zde dosahuje kolem 10-20 mM?>’. Pomér Zn** iontti
a insulinu v sekre¢ni granuli indikuje, Ze urcita ¢ast zine¢natych iontii je potebna pro iniciaci
krystalizace insulinovych hexamer®®. Navic, po stimulaci glukosou, velké mnoZstvi Zn**
ionttl je sekretovano spole¢né s insulinem do extracelularni matrix®’. Podle nékterych studii
tyto sekretované zine€naté ionty jsou soucasti parakrinni a/nebo autokrinni komunikace
bunék Langerhansovych ostriivktl — aktivuji Kartp kandly”® a teda vykondvaji negativni
kontrolu na sekreéni proces”, déle reguluji uvoltiovéani glukagonu z a-bun&k®®!'%. Zn?* jontii

miizou také piispivat k bun&éné smrti B-bunék parakrinnim mechanismem'’.

121 1 2YS2aitT S 1 Ay 88PRGEICKIIA 2LyhjiSy + 0S6 S

MnozZstvi a lokalizace Zn>" iontll v cytoplasmé je kontrolovéano tfemi proteiny, konkrétné
metalothioneiny a zinkovymi pfenaSeci z rodiny genlt SLC304 (ZnT) a SLC394 (Z1P), které
reguluji jejich distribuci v bunice!>"1%. Zinkové pienasece ZIP importuji zine¢naté ionty do

cytoplasmy z extracelularni matrix, pfipadné z bunéénych organel, zatim co ZnT pifenasSece
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transportuji tyto ionty opanym smérem, teda z cytoplasmy do extracelularni matrix
a bunéénych organel'®. Zatim bylo identifikovano 10 &lentt ZnT a 14 ¢&lenti ZIP rodin
zinkovych pienasect, kterych exprese je rtizna v zavislosti na tkani a souvisi se specifickymi

funkcemi bun&k'®’

. Vicer¢ studie propojuji dysfunkci nebo pozménénu regulaci ZnT a ZIP
pfenasecti s chronickymi nemoci, jako je obezita (ZIP14), ateroskler6za (ZnT3 a 10),

Alzheimerova choroba (ZnT3) a diabetes (ZnT3, 7 a 8)!%113,

V B-buiice Langerhansovych ostrivki se vyskytuji viceré zinkové transmembranové
pienasece, viz obrdzek 7 na stran¢ 22. ZnT1 je jedinym proteinem této rodiny, ktery se

nachézi na plasmatické membrané, kde exportuje Zn>" ionty do extracelularniho prostoru'!*.

Tvoti se zde taky pienaseCe ZnT5 a ZnT7, lokalizované na Golgiho aparatu'!>!1°,
Nejvyznamnéj$im zinkovym pienaseCem B-bunék je ale ZnT8, ktery se tvoii vyhradné

v pankreatu!!7-!18

, a je tak jedinym proteinem svého druhu s takovou tkanové specifickou
tvorbou!'. Jeho tilohou je transport Zn>" iontl z cytosolu do insulinovych sekre¢nich granuli
a proto hraje vyznamnou tlohu v skladovani insulinu. Jak uz bylo zminéno, druha rodina
zinkovych ptenasect, ZIP, transportuje ionty do cytoplasmy z extracelularniho prostoru
nebo z organel. Proto vétSinu téchto proteind najdeme na plasmatické membrané a dale na

membrané jadra, endoplasmatického retikula, Golgiho aparatu (ZIP7, 13, 9); lysosomil

a vackt (ZIP13, 3, 8)!%°,
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Obrazek 7: Homeostaze Zn** iontli v B-butice. Pankreatické B-bufiky tvofi viceré zinkové prenasece

ZnT a ZIP, lokalizované na plasmatické membrané nebo v membrané organel, a metalothioneiny

(MT) v cytosolu. Obrazek upraven a ptevzat z cit.'?!.

1.2.2 Popis hexameru insulinu
I kdyZ je insulin aktivni (ve vazb¢ na receptor) pouze jako monomer, miiZe tvotit také dimery

122V priibéhu biosyntézy se nachazi ve formé

a v pfitomnosti zinecnatych iontli hexamery
hexameru uz proinsulin, konkrétn& jako (Zn>")»(Proinsulin)s. Tento komplex v sekre¢ni
granuli podléha proteolyze, vystépuje se C-peptid, a vzniké tak (Zn>")2(Insulin)s. Odstranéni
C-peptidu méni rozpustnost hexameru a pravdépodobné zpiisobuje v granuli krystalizaci

komplexu (Zn*")z(Insulin)s 123

Tvorba hexameru (pro)insulinu zahrnuje prvotni formaci dimerti, poté se dva dimery spoji
s dvéma Zn>" ionty, ¢imz vznika (Zn*')(Insulin)s tetramer. Pfipojenim dalsiho dimeru
vznikne hexamer'?*!?°. Monomerni a dimerni insulin nechelatuje silné bivalentni ionty.
V tetramernim stavu se to méni, pficemz Zn** je stabilizovdn dvéma aminokyselinovymi

zbytky His B10, v hexameru se pfidavaji stejné aminokyseliny z posledniho dimeru, viz
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obrdzek 8. Insulin ve form& hexameru ma tendenci tvofit mikrokrystalky'?®!?’. Tvorba
hexameru a krystalizace stabilizuje insulin a zamezuje tak jeho degradaci v sekre¢ni granuli,

kde je skladovan®.

His B10
o 5

<«
Glu B13

Monomer

2Zn2* Ca2* Hexamer

Obrazek 8: Schéma sloZzeni a rozpadu hexameru insulinu. Struktury jsou zobrazeny podél 3-Cetné

osy symetrie hexameru. Tti pseudo 2-Cetné osy symetrie hexameru predstavuji pferusované cary.

Pfevzato z cit.?.

V roce 1989 Kaarsholm a kol. rozpoznali, Ze hexamer insulinu je alosterickym proteinem,
ktery podléha ligandem zprostfedkovanou konverzi mezi tfemi konformacnimi stavy Ts,
T3R; a Re!%8. Tato konverze je modulovana ligandy, nej¢ast&ji malymi cyklickymi alkoholy
jako je naptiklad fenol, kresol a resorcinol, ale také jiz uréité ionty jako Na™ nebo SCN-
dokazou konvertovat hexamer do T3R3 stavu'?’. Pfedpoklda se, Ze v sekre¢nich granulich
je insulin v T3R3 nebo Re stavu, které vykazuji vyssi stabilitu'*’, ale jak tohoto stavu

dosahuji, neni zatim znamo.

Pfi uvolnéni insulinu z B-bunky dochazi k zaniku krystalu a disociaci hexameru insulinu.
Tento proces je ziejme spustény diky (a) zméné pH pii prechodu ze sekre¢ni granule s pH

5,5 do krvi s pH 7,4, ktera zvySuje rozpustnost insulinu; (b) ztraté¢ ligandt kvili roziedéni,
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¢imz hexamer prechdzi do méné stabilniho Te stavu; (c) endogennim chelatorim, ktefi

odstrani Zn>" ionty a je tak preferovana disociace hexameru na monomer®.

1.3 Tvorbainsulinukd- Y1 NBIF GAO1 0K odzyS6yéeOK f AYA]

Pouziti primdrnich B-bunék v biochemickém vyzkumu je limitovano dostupnosti
pankreatickych Langerhansovych ostrivkli a proces izolace homogenni populace B-bunck
jeste stale ziistava vyzvou. Bunécné linie proto piedstavuji prilezitost studovat fyziologické
a patofyziologické procesy bez pouziti zvifat a jejich hlavni vyhodou je konzistence
a reprodukovatelnost vysledk, které se miizou ziskat pouzitim skupinky klonalnich bunék.
Na druhé strané jsou i zna¢né nevyhody stabilnich bunéénych linii. Naptiklad zména
vlastnosti bun€k v pritbéhu dlouhodobé kultivace (schopnost mnozit se bez limitu diky
tumorovému ptivodu); chybi kontakt a tedy interakce bunc¢k navzajem, kterou pozorujeme
v normalni tkani; genetickd manipulace mize pozménit n¢které ptirozené funkce a odezvy

bungk !,

Vétsina bun¢k ma konecnou délku Zivota 20-100 generaci, ale nékteré bunky jsou schopny
tvofit bunééné linie s nekone¢nou Zivotnosti'32. Casové ohranitena Zivotnost v kultufe je
regulovana skupinou 10 nebo vice gent starnuti, kterych produkty negativné reguluji postup
bunééného cyklu. Delece a/nebo mutace v téchto genech, nadmérna exprese nebo mutace
jednoho nebo vice onkogenti, mize dopomoci buiice uniknout negativni kontrole bunééného

cyklu a znova exprimovat telomerasu'*?,

Pocetné transformacni ptistupy byly pouzity v poslednich 40 letech na prekonani starnuti

133

B-bun&k, véetné indukce pankreatickych tumordi ozafenim!'* nebo virovou infekci'**,

imortalizaci P-bun€k in vitro a vyvinutim transgennich mysi s cilenou expresi
onkoproteinu viru SV40 (Tag). T antigen viru SV40 je schopny adaptovat primérni bunky

na kontinudlni riist v kultufe a transformovat buriky v kultufe do tumorového stavu'®.

I kdyZ insulinomérni bunécné linie maji vyhodu bezmezného ristu, mnohé vykazuji
obrovské rozdily v jejich schopnosti odpovédeét na glukosovy stimul sekreci insulinu
v porovnani s normalnimi B-bufikami. Nékteré linie produkuji zna¢né mnozstvi insulinu, az

do 30% obsahu klasickych B-bunék, a uvoliiuji ho na zakladé¢ stimulace glukosou. Ale jenom
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par bunécnych linii vykazuje normalni reakci na koncentraci glukosy ve fyziologickém

rozmezi; vétsina transformovanych B-bunéénych linii je na glukosu hypersenzitivnich'®’.

131 . dzyS6yS tAYAS ASINBGd2NON AyadzZ Ay

Nejpouzivangjsi tumorové bunécné linie jsou zafenim nebo virem indukované insulinomy.
B-hyperplastické buniky odvozené z ostruvkt (BHC) a kiecci pankreatické B-bunky (HIT)
byly ziskané z preneoplastickych bunék ostravka transformovanych s SV40, poté byly
vytvoteny potkani insulinomarni bunéénd linie (RIN) a insulinomérni linie (INS-1)
z ozafenych bungk'*% 1% Ve vét§ing bunéenych linii byla sekrece hormonu na zadatku

vysoka, ale s postupem ¢asu se snizovala'#?

, pfi¢emz kapacita reagovat na glukosu je vysoka
pouze pii niz8ich pasazich, tato vlastnost se mize pozdégji ztratit. Bunééné linie MING6 (mysi
insulinomarni linie) a INS-1 nejlépe reflektuji fyziologické podminky, kdyz reaguji na

stimulaci glukosou a exprimuji glukokinasu.

Nejrozsitengjsimi pankreatickymi bunécnymi liniemi jsou RIN, MIN, INS-1 a TC. Potkani
insulinomarni bunécné linie RINmSF je Siroce vyuzivanym modelem pro sekreci insulinu
a obsahuje kromé& tohoto hormonu jesté¢ malé mnozstvi glukagonu a somatostatinu. Tyto

butiky ale vykazuji nepfiméfenou citlivost na glukosu'*

. Dalsi potkani insulinomarni linii
je INS-1, ktera disponuje relativné vysokym obsahem insulinu a schopnosti odpovédét na
glukosovy stimul (spojeno s expresi glukosového prenaSece GLUT?2 a glukokinasy) v rdmci

fyziologického rozsahu'#*

. Mysi pankreatickd linie MIN6 byla vytvofena z insulinomu
transgennich my$i exprimujicich SV40 T antigen v pankreatickych -bunikach. Tyto bunky
sekretuji insulin jako odpovéd na fyziologicky stimul a jsou uZiteCnym ndstrojem pro
studium mechanism@ tohoto procesu'*. Obdobnou technikou jako MIN6 buiiky byly
vytvoreny i beta-tumorové butiky BTC!46, které maji vlastnosti podobné B-buiikdm jen asi

do 50. pasaze a nejsou upln¢ vhodnym modelem pro studium sekrece insulinu.

V poslednich letech byla snaha vytvofit lidskou pankreatickou bunécnou linii, protoze

existuje mnoho rozdilti mezi B-buiikami hlodavci a lidi'4"1>!

, amodel v této podob¢ dlouho
chybél. V roce 2016 byla publikovana prace Ravassarda a kol., ktefi cilenou onkogenezi
v lidské zarodecné pankreatické tkani vytvoftili linii EndoC-BH1, vykazujici stabilitu po
minimaln¢ 80 pasazi, obsah insulinu 0,48 pg na milion bunék, tvofi mnohé specifické
markery B-bunék a vykazuji glukosou indukovanou sekreci insulinu'>2. Tato linie by méla

byt dostupna po dohovoru s autory a zaplaceni poplatki. Nam se ovSem linii vyjednat

nepodafilo diky nulové odezvé€ inzerentd.
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Cilem diplomové prace bylo porovnat pankreatick¢ bunécné linie BRIN-BD11 a INS-1E

navzajem a s B-bunkami Langerhansovych ostrivkl co do mnozstvi produkovaného insulinu
a obsahu zine¢natych kationtd. Dale bylo cilem izolovat insulinové sekre¢ni granule ze vSech

tii typti bunék a zjistit, zda INS-1E bunky vykazuji glukosou stimulovanou sekreci insulinu.
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Akutasa (Kolagenasa)

BSA

DMSO bezvodné

Fetalni hovézi sérum

Ficoll

FluoZin-3AM

Glukosa

HBSS

HEPES

Hovézi sérovy albumin

Chemiluminiscenéni roztok Supersignal®

West FEMTO Max. Sensitivity Substrate

Kolagenasa

Laemmli vzorkovy pufr
L-glutamin

Médium CMRL

M¢édium RPMI-1640
Médium RPMI-1640 bez glukosy
MOPS

Nycodenz

PBS

Percoll

Pluronic F-127

PVDF membrana

Sacharosa

Sensitive Rat Insulin RIA Kit
Serva Blue G

TPEN

Sigma, USA
Sigma, USA
Invitrogen, USA
Gibco, USA
Sigma, USA
Invitrogen, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Invitrogen, USA

Thermo Scientific, USA
Sigma, USA

Bio-Rad, USA

Gibco, USA

Cellgro, Mediatech, USA
Sigma, USA

Gibco, USA

Sigma, USA
Axis-Shield, Norsko
Invitrogen, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Millipore, USA

Sigma, USA

Millipore, Némecko
SERVA Electrophoresis, Némecko
Sigma, USA
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Protilatky pouzite k detekci insulinu:

1 Primarni protilatka mysiho pivodu Insulin (L6B10) Mouse mAb, Cell Signaling
Technology, USA

1 Sekundarni proti-mysi protilatka kralictho pivodu Anti-Mouse IgG (whole

molecule) - Peroxidase antibody produced in rabbit, Sigma-Aldrich, Némecko

Ostatni b&Zné chemikalie byly dodany firmami Fluka (Svycarsko), Invitrogen (USA),
Sigma (USA), nebo Thermo Scientific (USA).

Na ptipravu pufrt a roztoki byla pouzita deionizovana voda MilliQ.
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Bunécénd linie BRIN-BD11 Darovano Laboratofi Langerhansovych ostravki, IKEM
Praha

Bunééna linie INS-1E Darovano RNDr. Petrem Jezkem, DrSc. z laboratofe
Mitochondrialni fyziologie Fyziologického tistavu AV CR

Potkani Wistar Darovano Fyziologickym tistavem AV CR.
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CCD kamera ChemiDoc MP Imaging System Bio-Rad, USA

- ovladaci program Image-Lab™ Software
Centrifuga Hettich Universal 320 Schoeller, Némecko
Centrifuga CR3i Jouan, USA
Inkubator CO; Incubator MCO 180 AIC Sanyo, Japonsko

Konfokalni fluorescen¢ni mikroskop Zeiss LSM 780 Carl Zeiss Microscopy,
Némecko
- olejové-imersni objektiv Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27

- 0,8% 488 nm argonovy laser

- software ZEN 2011
Laminarni box Envair Eco Safe Comfort Envair L. E., Velka Britanie
Pritokovy cytometr BD LSRFortessa™ BD Biosciences, Singapur
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Ptistroj na méteni radioaktivity Wizard 1470
Automatic Gamma Counter
Ptistroj na ptenos proteint z gelu na membranu
Trans Blot SD Cell
Spektrofotometr 6105 UV/VIS. Spectrophotometer
Spektrometr ICP-OES Spectro Arcos SOP

- ovladaci software Smart Analyzer Vision

- vyhodnocovaci ETV modul Smart ChromPro
Svételny mikroskop

Transmisni elektronovy mikroskop JeolJem 1011

Ultracentrifuga Optima™ L-100 XP Ultracentrifuge
- rotory SW 28, SW 41

Ultramicroton Leica Ultracent EM UC7

Zdroj na elektroforézu a pienos proteintl z gelu

na membranu POWER PAC 1000

Perkin Elmer, USA
Bio-Rad, USA

Jenway, UK
Spectro A. 1., Némecko

Carl Zeiss Microscopy,
Némecko

JEOL, USA

Beckman Coulter, USA

Leica Microsystems, Némecko

Bio-Rad, USA
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4 Metody
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Béhem poslednich 30 let bylo mnoho pokusti o vytvofeni permanentni bunécéné linie, ktera

by méla normalni regulaci sekrece insulinu jako Langerhansovy ostriivky, ale pouze nékolik

bunécnych linii je uspéSnych. Mezi nejrozsitené;si patii RIN, MIN, INS-1 a TC. NasSe prace

se zaméfila na dvé pankreatické bunécné linie INS-1E a BRIN-BD11, které byly porovnany

svymi vlastnostmi navzajem, a také s Langerhansovymi ostravky.

411 Charaktlh 2 GA1F F LININSEE & o6dzyS6y2dz t AYAN

Vroce 1992 Asfari a kol.!'** pfipravili bun&nou linii INS-1 z potkaniho insulinomu
indukované¢ho rentgenovym =zafenim, ktera projevovala mnohé dilezité vlastnosti
pankreatické B-buiky, konkrétné relativné vysoky obsah insulinu (20% oproti nativnim

bunkam) a citlivost na glukosu v ramci fyziologického rozsahu.

Neklonalni bunécna linie INS-1 vSak neni pfi dlouhodobé kultivaci stabilni. Byly z ni proto
izolovany klonalni INS-1E buiky, které jsou stabilnim a vhodnym modelem B-bunék

Langerhansovych ostriivki'>>.

Pro kultivaci linie bylo pouzZito jako zédklad médium RPMI-1640 s 10% (v/v) fetalnim
hovézim sérem (FBS), 200 mmol/ml glutaminem, 1 mM pyruvatem sodnym, 10 mM
HEPES, 0,02% (w/v) NaHCO3;, 100 IU/ml penicilinem a streptomycinem a 50 pM
merkaptoethanolem. Buiiky byly kultivovany v 75 cm? lahvich pii 37 °C a 5% atmosféie
COo.

Bunééna linie INS-1E byla darovana RNDr. Petrem Jezkem, DrSc. z laboratofe

Mitochondridlni fyziologie Fyziologického tistavu AV CR v.v.i.

412 CharakttlA A GA 1+ I LINIBRISBDEL o6dzyS6y2dz f AYAN
Bunééna linie BRIN-BDI11 je relativné nova, pankreatickd klondlni potkani linie, ktera

vznikla elektrofizi normalnich pankreatickych B-bunék NEDH s nesmrtelnymi RINmSF
buiikami'>*. Linie vykazuje dobrou citlivost na glukosu, exprimuje glukosovy pienase¢
GLUT2 a enzym glukokinasu. Navic, BRIN-BD11 buiiky jsou citlivé na rtizné moduléatory

B-bunék jako neurotransmitery nebo aminokyseliny.
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Pro préci s touto bunéénou linii bylo pouzivané RPMI 1640 médium s 10% fetdlnim
hovézim sérem (FBS), 200 mmol/ml glutaminem a 100 IU/ml penicilinem

a streptomycinem. Buiiky byly kultivovany v 75 cm? lahvich pti 37 °C a 5% atmosféte CO..

Bunécna linie BRIN-BDI11 byla darovana Laboratoti Langerhansovych ostrivki Institutu

klinické a experimentalni mediciny v Praze.

413 LT 2€f | OSLIZ G ILINF)OVBA &[ | YABNKI yazgeYA 230N
Langerhansovy ostrivky se ziskavaly vzdy Cerstvé z potkanti Wistar (6-9 mésicti, 650-850
g) kolagenasovou digesci pankreatu, po které nasledovala separace na diskontinualnim
hustotnim gradientu. Do Zlu¢ovodu potkanil byla zavedend kanyla za stalé anesteze. Po
usmrceni bylo do pankreatu vneseno 10 ml (1 mg/ml) kolagenasy, organ se vyfizl
a inkuboval 10 minut pti 37 °C za mirného houpani. Kolagenasa byla vymyta dvounasobnym
oplachem s 50 ml roztoku Hanks" Balanced Salt Solution (HBSS) s 1% fetdlnim hovézim
sérem (FBS), pricemz suspenze se centrifugovala pti 130 x g 4 minuty a pti 4 °C, supernatant
byl odlit a peleta resuspendovdana v novém HBSS s 1% sérem. Tkailovd suspenze se
ptefiltrovala pfes 500 um sitko a op¢t stocila jako za pfedchozich podminek. Peleta byla
resuspendovana v 10 ml roztoku Ficollu o hustoté¢ 1,107 g/ml. Na tuto prvni vrstvu byla
nalita druhd, 10 ml Ficollu o hustoté 1,096 g/ml, tfeti 8 ml o hustoté 1,069 g/ml a ¢tvrta 8 ml
o hustoté 1,037 g/ ml. Po 20 minutové centrifugaci pii 600 x g pfi 4 °C byly ostrivky
odebrany z rozhrani mezi druhou a tfeti vrstvou do nové zkumavky s 50 ml HBSS s 1%
sérem. Dale probéhla 4 minutova centrifugace na 300 x g pfi 4 °C, peleta byla
resuspendovana v 50 ml HBSS s 1% sérem a opé&t stocena na 130 x g, 4 minuty a pii 4 °C.
Izolované Langerhansové ostriivky se nakonec resuspendovaly v 5 ml HBSS s 1% sérem a
nechaly sedimentovat. Izolace probchla v spolupraci s Laboratofi Langerhansovych

ostravki Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze.

Potkani Langerhansovy ostrivky byly udrzovany pro experimenty po dobu maximaln¢ 3 dni
v CMRL médiu s 10% FBS, 10 mM HEPES, 2 mM glutaminem, 100 U/ml pelicilinem
a 100 pg/ml streptomycinem, pii 37 °C a 5% atmosféie COo.
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Z obou bunéénych linii byl nasazen 1 milion bungk do 75 cm? kultivaéni lahve. INS-1E

1 BRIN-BDI11 bunky byly kultivovany v pfislusném médiu a v paty den fixovany. Po
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dvojnasobném promyti ¢istym RPMI-1640 médiem bylo na buniky naneseno 1,7 ml 2,5%
glutaraldehydu v 0,1 M kakodyldtovém pufru, nechdno 15 minut plsobit a seSkrabano
Skrabkou do 1,5 ml mikrozkumavky. Obsah byl stocen 5 minut na 800 x g (centrifuga CR31),
supernatant odlit a pfidan novy 1 ml 2,5% glutaraldehydu v 0,1 M kakodylatovém pufru.

V ptipadé Langerhansovych ostravkil se postupovalo stejné, ale bylo pouzito 100 kust
ostravki (ptiblizn¢ 100 000 bungk) a buiiky byly toceny 4 minuty na 120 x g (centrifuga
CR3i).

Dale se postupovalo stejné; bunky se odstfedily, obarvily roztokem 1% osmia ve
veronalovém pufru, po promyti se zalily do roztoku 2,5% agarosy (w/v) a dehydratovaly.
Vzorek se pak prevedl do pryskyfice a rozfezal na 70 nm ultratenké fezy ultramikrotonem
Leica Ultracent EM UC7. Nakonec se piidal uranyl acetét a citrat olova. Rezy bungk byly
foceny transmisnim elektronovym mikroskopem JeolJem 1011 pfi urychlovacim napéti
80 000 kV. Foceno bylo ve spolupraci s Laboratofi transmisni elektronové mikroskopie Dr.

Romany Hadravové (I'JOCHB AV, CR, V.V.1).
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spektroskopii
Bylo sklizeno 200 Langerhansovych ostriivki (pfiblizné 200 000 buné¢k), 500 000 INS-1E

a 500 000 BRIN-BD11 buné¢k. VSechny buiiky byly dvakrat promyty sto€enim 5 minut pii
1000 x g v PBS. Peleta byla resuspendovana v 100 ul lyza¢niho pufru (1% TRITON X-100
v 10 mM Tris/HCI, pH 7.,4) a buiky pak lyzovany trojndsobnym zmrazenim a rozmrazenim

v tekutém dusiku. Ve vzorcich bylo ur¢eno mnozstvi proteint a zinecnatych kationti.
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Mnozstvi zinecnatych iontll v bunikach bylo stanovovano metodou indukéné vazaného

plazmatu s optickou emisi (ICP-OES), pfiCemz vzorky byly vnaSeny do plazmatu

elektrotermickym odpatovanim (ETV). Schematické uspotadani systému je uvedeno na

obrazku 9 na strané 33.
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¢ multielementérni analyza

ICP hotak
Pec pro ETV

Pary/aerosclové nadavkovany vzorek
castice analytu ; . -
vt T o [ - . pyrometr

- ¥
nosny plyn (4r)
reakcni plyn (R 12)

' grafitova picka
"bypass" plyn [(Ar)

Obrazek 9: Schematické usporadani systému ETV-ICP-OES, pievzato a upraveno z cit.!>’.
Principem ETV je v podstaté vypareni vzorku plisobenim vysoké teploty a jeho nasledny transport
do spektrometru. Pevny vzorek je odpaien v elektrické peci, kde teplota miize vzrust az na 3000 °C.
Po vypareni je vzorek transformovan na tékavejsi halogenované Castice pouzitim freonu. Diky
okolnimu plynu, argonu, se horkéd para proméni na suchy aerosol, ktery je pak transportovan do
plasmy v této form¢ nosnym plynem, opét argonem. V plasmé atomy po ionizaci a excitaci emituji

elektromagnetické zatfeni, které je méfeno na spektrometru.

Pro méfeni byl pouzit ICP-OES spektrometr Spectro Arcos s radidlnim pozorovanim
plazmatu. Ptistroj disponuje fixni optikou v Paschenové-Rungeové montdzi a sérii
polovodicovych detektorti (CCD), coz umoziuje simultanni snimani analytickych ¢ar prvka
v rozsahu 130 — 770 nm.

ICP-OES spektrometr a zatizeni pro elektrotermické vypafovani jsou synchronizovany tzv.
trigger-signalem a softwarovymi moduly. Spektrometr byl ovladan softwarem Smart
Analyzer Vision a k ziskani dat a vyhodnoceni méfeni pomoci ETV byl pouzit modul Smart
ChromPro.

Zine¢naté ionty byly stanovovany za pouziti tfi analytickych ¢ar 213,856; 206,200 a 334,502
nm. Teplotni program obsahoval fazi pyrolyzy (60 s, maximalni teplota 600°C)
a analytickou fazi (70 s, maximalni teplota 2500°C). Konkrétni podminky méfeni jsou
shrnuty v tabulce 1 a parametry nastaveni odeCitani intenzity signalu v tabulce 2, ob¢ na

strané 34.
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Tabulka 1: Podminky méfeni metodami ETV-ICP-OES analyzy

Vykon generatoru [W] 1 600
Pritok plazmového plynu [1/min] 1,2
Pratok chladiciho plynu [I/min] 15
Pritok nosného Ar v ETV [I/min] 0,140
Pritok ,,by-pass" Ar [I/min] 0,380
Pritok modifikatoru R12 [ml/min] 2,0

Tabulka 2: Parametry nastaveni odecitani intenzity signalu metodami ETV-ICP-OES. Jsou
uvedeny 2 metody, které se pouzivaly v zavislosti na mnozstvi detekovaného Zn.

Metoda I — koncentrace =~ Metoda II — sub ppm

jednotky — desitky ppm oblast
Maximalni intenzita [cps] 1,2:107 1,2:10°
Frekvence vycitani vzorkt [Hz] 10 10
Integraéni interval [ms] 100 100
Pocet integraci v kazdém intervalu 10 1
Celkova délka teplotniho programu [s] 130 130
Odecitaci moéd Casové zavisly Casové zavisly

Meéfteni probéhlo v spolupraci s analytickou laboratofi Mgr. Stanislavy Mat&jkové (UOCHB
AV CR, v.v.i).
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Byly pfipraveny roztoky:
1 Zasobni roztok Bradfordové: 100 ml 95% ethanolu, 200 ml 88% kyseliny fosforecné,
350 g Serva Blue G;
1 Pracovni pufr Bradfordové: 425 ml destilované vody, 15 ml 95% ethanolu, 30 ml

88% kyseliny fosfore¢né, 30 ml Bradfordové zasobniho roztoku.

Vzorky obsahovaly bunky kultivované v kompletnim médiu s pfibliznou koncentraci
100 000 bunék na 100 pl média. 10 pl roztoku s buiikami se ztedilo s 90 pl deionizované
vody a 1 ml pracovniho pufru Bradfordové, vortexovalo a 2 minuty nechalo stat. Zmeéfila se

absorbance pii 595 nm proti 100 pl destilované vody s 1 ml pracovniho pufru.
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Na zékladé uz hotové kalibracni kiivky s BSA se vypocetlo mnozstvi proteinii ve vzorcich.
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Ve snaze zlepsit rust bunck a zvysit tvorbu insulinu byly do kultivaéniho media linie
INS-1E pfidany zine¢naté kationty ve form¢ ZnCl. Do 6 jamkové desticky byly nasazeny
buiiky po 1 milionu, ptiddno 2 ml kompletniho média a pak rizné mnoZstvi Zn*" (viz tabulka

3). Vzorky byly ptfipraveny v duplikatech.

Tabulka 3: Mnozstvi ZnCly, kterym bylo obohaceno kompletni médium INS-1E bunék
0,1 M ZnCl: [pl] Finalni koncentrace

ZnCl: [mM]

1 0 0

2 0,4 0,02
3 1,0 0,05
4 2,0 0,10
5 4,0 0,20
6 8,0 0,40
7 12 0,60
8 16 0,80
9 20 1,00

Bunky v jamkéach byly foceny na svételnym mikroskopem kazdych 24 hodin a po 72
hodinach byly sklizeny a spoéteny. Na zavér bylo z kazdé jamky s riiznou koncentraci Zn**
odebrano 100 000 bun¢k a v nich ur¢eno mnoZzstvi zine€natych iontli metodou indukéné

vazaného plazmatu s optickou emisi (jako v pfedchozi kapitole 4.3).
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Tricinova-SDS elektroforéza slouzi na d€leni a detekci malych proteinti o velikosti 1-100

kDa a je preferovana hlavné na rozliSeni proteinii menSich nez 30 kDa, kam patii insulin

1 proinsulin.
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Pro experiment byly pouzity buitky INS-1E a BRIN-BD11, které¢ byly tfi dny kultivovany

v plném médiu s nebo bez suplementace média 50 uM ZnCl,. Bunky byly sklizeny
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a nafedény roztokem Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) na koncentraci 100 000 bunék

na 100 pul HBSS. Ve stejné koncentraci byly i Langerhansové ostrivky, ale v CMRL médiu.

Na gel se nanasela dvé riznd mnozstvi INS-1E a BRIN-BD11 bunék - 5 pl roztoku bunék
se smichalo se 1,7 ul komer¢niho vzorkového Laemmliho pufru, v pfipadé 10 pl roztoku
bunék se ptidalo 3,4 pl vzorkového Laemmliho pufru. Langerhansovy ostrivky byly
nafedény vodou a také se k nim ptidal vzorkovy pufr — 0,6 pl roztoku ostrivka s 4,4 pl vody
a 1,7 ul Laemmliho pufru; a 1,2 pl roztoku ostravki s 3,8 pl vody a 1,7 ul Laemmliho pufru.
Nasledn¢ byly buiiky lyzovany ultrazvukem, kratce stoeny a zahtaty na 100 °C po dobu

1 minuty.

Pro kontrolu byly ptipravené roztoky lidského insulinu a hovéziho proinsulinu o koncentraci
6,66 ng/ml v 0,033% kyselin¢ octové. Na gel se nanaselo 6,66 ng a 13,33 ng obou proteind.
Vzorky byly kratce sto¢eny a zahtaty na 100 °C po dobu 1 minuty.
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Separace proteini z bunécnych lyzati probihala v polyakrylamidovém gelu. Na jeho

ptipravu byly pouZity roztoky uvedeny v fabulce 4, které byly vyhotoveny nasledovné:

1 A4B-6: 46,5 g akrylamidu (6,5 M), 3 g bisakrylamidu (0,2 M) do 100 pl destilované
vody

1 AB-3: 48 g akrylamidu (6,7 M), 1,5 g bisakrylamidu (0,1 M) do 100 pl destilované
vody

1 Gelovy pufr 3x koncentrovany: 3M Tris/Cl pufr s 0,12% (w/v) SDS o pH 8,4

Tabulka 4: SloZeni polyakrylamidového gelu pro tricinovou elektroforézu. APS je persulfat

amonny, TEMED je N,N,N' N'-tetramethylethylendiamin,

16% separacni gel  10% separacni gel 4% redici gel
AB-6 [ml] 2,5 - -
AB-3 [ml] - 0,6 0,25
Gelovy pufr [ml] 2,5 1 0,75
3M mocovina [ml] 2,5 - -
Voda [ml] - 1,4 2
10% APS [pl] 25 15 22
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TEMED [pl] 3 2 2

Polyakrylamidovy gel se naléval postupné, 16% separacni, 10% separacni (1 cm vrstva) a

4% tedici gel (1,5 cm vrstva).

Elektroforéza byla provadéna v 0,1M Tris/chloridovém anodovém pufru s 0,1% (w/v) SDS,
pH 8,45;a0,1 M Tris/0,1 M tricinovém katodovém pufrus 0,1% (w/v) SDS. Separace bézela
prvnich 10 minut pifi konstantnim napéti 100 V a limitnim proudu 24 mA, potom pfi

konstantnim napéti 200 V a limitnim proudu 48 mA (ptiblizné 90 minut).
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Proteiny z gelu byly pfeneseny na polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membranu pomoci tzv.

metody pfenosu (angl. ,,blotting*). Po dokonceni elektroforetické separace byly gely 30
minut inkubovany v Towbin transferovém pufru bez SDS (25 mM Tris, 192 mM glycin,
20% methanol (v/v)). PVDF membrana byla 15 sekund aktivovana v methanolu, oplachnuta
deionizovanou vodou a ndsledn¢ 20 minut ponechany v transferovém pufru. Filtra¢ni papiry
byly taktéz nasaknuty timto pufrem a nasledné byl sestaven ,,pfenosovy sendvic*. Pfenos
probihal pfes noc v pfistroji pro polosuchy prenos pii konstantnim napéti 12 V, limitni proud

byl nastaven na 0,4 mA/cm? (piiblizné 17 hodin).

Druhy den byla volna mista na membrané hodinu blokovany v 5% BSA v T-TBS (20 mM
Tris/Cl- (pH 7,5) 140 mM NaCl; 0,1% Tween-20 (v/v)). Membrana byla promyta T-TBS
tiikrat 5 minut za mirného houpani a inkubovéna pies noc s primarni protilatkou (Insulin
(L6B10) Mouse mAb, Cell signalling; fedéni protilatky 1:1000 v 5% BSA v T-TBS). Dalsi
den byla membrana 3x promyta v T-TBS na 5 minut a inkubovana v sekundérni proti-mysi
protilatce 1 hodinu (fedéni 1:2000 v 5% BSA v T-TBS), ktera byla konjugovana s kienovou
peroxidasou. Nakonec se membrana promyla T-TBS tiikrat 5 minut a jednou 10 minut,
aplikoval se chemiluminiscen¢ni roztok SuperSignal West Femto Maximum, ktery se nechal
pusobit 2 min. Chemiluminiscen¢ni signdl byl detekovan CCD kamerou ChemiDoc MP
Imaging System (Bio-Rad) s expozi¢nim ¢asem 8§ s. Intenzita prouzkl byla kvantifikovana

v programu Image-Lab™ Software, ktery je soucasti ovladaciho systému kamery.
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Komerc¢ni permeabilni fluorescencni znacka FluoZin-3AM vazajici se na zinecnaté kationty
byla rozpusténa v 50 pl bezvodného DMSO (1 mM zésobni roztok). Z tohoto roztoku byly

pfipraveny aliquoty, které se skladovaly ve tmé pfi -20 °C. FluoZin-3AM ma excita¢ni

maximum 494 nm a emisni maximum 516 nm.

Neiontové Cinidlo Pluronic F-127 poméha prostupu fluorescenéni znacky plasmatickou
membranou. 0,2 g tohoto ¢inidla bylo rozpusténo v 1 ml bezvodného DMSO, ¢im se vytvofil

20% zasobni roztok.

Pro experimenty zahrnujici pritokovou cytometrii a konfokalni fluorescenéni mikroskopii
byla ze zasobnich roztoku pfipravena smés 5 pl 1 mM FluoZin-3AM a 7 pl 20% Pluronic
F-127, ktera se pak aplikovala na buiky.

TPEN (N,N,N',N'-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethyléndiamin) je permeabilni a membranou
propustny chelator zine¢natych iontli. Byl pfipraven zasobni 25 mM roztok v bezvodném

DMSO.
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Z kazdé bunécné linie byla nasazend 12-jamkova desti¢ka se 100 000 buiikami na jamku.

Po tfech dnech byly buiiky promyty médiem RPMI-1640, trypsinizovany a do kazdé jamky
byl pfidan 0,5 ml roztoku Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS). Obsah jamek byl pienesen
do mikrozkumavek a spocetlo se mnoZzstvi bunék v kazdé jamce, resp. mikrozkumavce.
Bunky pak byly dvakrat promyty HBSS pufrem (sto¢ené 5 minut na 1000 x g pii 4 °C
(centrifuga CR31), supernatant odebran, ptidan novy HBSS pufr) a nakonec byl pfidan
takovy objem pufru, aby vysledna koncentrace byla 100 000 bun¢k na 100 ul HBSS pufru.

Langerhansovy ostrivky byly rozdisociovany akutdsou (kolagenasa). Po ptidavku 1 ml
enzymu se nechala smés stdt 15 minut za laboratorni teploty a obcas se promichala. Pak
probéhla 4 minutova centrifugace na 120 x g (centrifuga Hettich Universal 320). Supernatant
se vylil a opét se pridal 1 ml aktuasy, pockalo se 15 minut a obsah se stocil za stejnych
podminek. Po vyliti supernatantu bylo k rozdisociovanym ostravkiim pfidano 3 ml CMRL
média, buiiky byly spocteny, taktéz promyty HBSS pufrem (popséno vySe) a nakonec
nafedéné na koncentraci 100 000 bun¢k na 100 ul HBSS pufru.
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Podle schématu nize (obrazek 10) byly ke vSem typim bunék ptidany latky uvedené ve

vyznacenych jamkach:

1)
kontrola kontrola kontrola kontrola

©) TPEN + TPEN + TPEN + TPEN +
FluoZin + FluoZin + FluoZin + FluoZin +
Pluronic Pluronic Pluronic Pluronic

€)) _ _ . _
FluoZin + FluoZin + FluoZin + FluoZin +
Pluronic Pluronic Pluronic Pluronic

Obriazek 10: Schéma experimentu pro pritokovou cytometrii. Vzorky byly pfipraveny v tetraplikatech;
(1) kontrola — bez fluorescencni znacky a bez TPEN; (2) k bunikdm ptfidan chelator TPEN o vysledné
koncentraci 50 nM a fluorescencni znacka s Pluronicem o vysledné koncentraci 5 uM FluoZin-3AM; (3)

k bunkam piidana fluorescencni znacka s Pluronicem o vysledné koncentraci 5 uM FluoZin-3AM.

Nejprve se k prislusnym buiikam ptidal chelator Zn?" iontli TPEN (vysledna koncentrace 50
nM), smés se 30 minut inkubovala na ledu. Pak byla pfiddna fluorescen¢ni znacka
FluoZin-3AM s ¢inidlem Pluronic F-127 (koncentrace znacky 5 uM) a smés se inkubovala

30 minut ve tmé€ na ledu.

Po inkubaci bylo vSe opét 2x promyto HBSS pufrem (sto¢ené 5 minut na 1000 x g pii 4 °C
(centrifuga CR31), supernatant odebran, pfidan novy HBSS pufr) a 100 pl (s pfiblizné
100 000 buiikami) z kazdého vzorku napipetovano do 96-jamkové desticky s kulatym dnem.

Vzorky byly méfeny na pritokovém cytometru BD LSRFortessa™ za podminek uvedenymi
v tabulce 5 (strana 40). MnoZstvi nabirané bunikové suspenze bylo nastaveno tak, aby bylo
mozné zmétit 10 000 udélosti na kazdou jamku. Také byly nastaveny hranice pfimého a
kolmého rozptylu, aby se zajistilo po€itani jen zivych bunék. Fluorescence byla detekovana

v rozmezi 488 — 530 nm.
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Tabulka 5: Podminky méfeni na pritokovém cytometru BD LSRFortessa™

Rychlost pratoku vzorku [pl/s] 3

Objem vzorku [pl] 40
Michaci objem [pl] 30
Rychlost michani [pl/s] 200
Pocet michani 4

Objem oplachu [pl] 800
Typ laseru [nm] 488

4.7 Detekce Zffvo dzz | + QK BRIM $Mm | odz 1t OK [ I YISNF
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INS-1E, BRIN-BD11 buiikky a buiiky Langerhansovych ostrivkii byly nasazeny na
4-komurkové 35 mm misky se sklenénym dnem. INS-1E a BRIN-BD11 bunky byly tfi dny
kultivovany v kompletnim RPMI-1640 mediu a rozdisociované bunky Langerhansovych
ostrivki byly den kultivovany v misce s CMRL mediem. Pak bylo medium odebrano
a bunky se dvakrat promyli Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) roztokem a do jedné
komurky byl pfidan 25 mM roztok TPEN v bezvodném DMSO (kone¢na koncentrace 50
nM TPEN), coz se inkubovalo 30 minut pfi laboratorni teploté. Pak se do dvou komiirek
pridala fluorescen¢ni znacka FluoZin-3AM s ¢inidlem Pluronic F-127 (vysledna
koncentrace znacky 5 uM) a opét inkubovalo 30 minut ve tmé za laboratorni teploty. Smés

byla odebrana a buniky omyté HBSS roztokem.

Nésledné byly buiiky foceny Zeiss LSM 780 konfokdlnim mikroskopem, pificemz se
pouzival olejové-imersni objektiv (Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC MZ27).
Fluorescencni obrazky byly sbirany za laboratorni teploty pouzitim 0,8% 488 nm
argonového laseru (maximalni vykon 25 mW) pro excitaci a emisni spektralni detektor
v rozmezi vinovych délek 508-552 nm (napéti na detektoru 800 V). VSechny snimky byly
vyfoceny pfi stejnych nastavenich mikroskopu. Konfokélni fluorescen¢ni mikroskop byl

ovladan a obrazky byly zpracovavany softwarem ZEN 2011.
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Insulinové sekre¢ni granule byly izolovany ze vSech tfech typi bunék — INS-1E,
BRIN-BD11 a bun€k Langerhansovych ostriivkll. Izolace probihala podle stejného postupu
a po cely ¢as byl bunécny material drzen na ledu.

Bunky byly nejdiiv omyty PBS a poté seskrabany v studeném PBS, stoeny 5 minut pii 800
x g (centrifuga Hettich Universal 320) a supernatant byl vylit. Peleta byla homogenizovana
v SMT pufru (0,27M sacharosa, 10mM MOPS, IM Tris, pH 6,8) pomoci jehly: 21-G tiikrat
a 25-G trikrat. Pak probéhla centrifugace 5 minut pii 1000 x g (centrifuga CR31). Supernatant
byl dan do novych zkumavek a peleta byla opét homogenizovana v SMT pufru tiikrat 21-G
a pétkrat 25-G jehlou. Vzorek byl znova centrifugovan 5 minut pifi 1000 x g (centrifuga
CR3i) a supernatant byl ptidan k predeslému.

Shromazdény supernatant byl centrifugovan 10 minut pii 1000 x g (centrifuga CR3i) a tim
byl ziskan postnuklearni supernatant (PNS). Nésledovala vicenasobna ultracentrifugace na
ptistroji Optima™ L-100 XP Ultracentrifuge. PNS byl ultracentrifugovan 20 minut pti 24
700 x g (rotor SW 28), ¢imz doSlo k separaci organel od cytosolu. Peleta byla
resuspendovana v SMT pufru a dana na diskontinudlni gradient Nycodenzu (obrazek 11) ve

tiech vrstvach:

1. 4 ml: 287 mM Nycodenz, 37,5 mM sacharosa, 10 mM MOPS, pH 6,6 Vaorek
2.4 ml: 108 mM Nycodenz, 170 mM sacharosa, 10mM MOPS, pH 6,6 N?/l(l:(r)zl(\a/lnz
3. 2,5 ml: 54 mM Nycodenz, 210 mM sacharosa, 10mM MOPS, pH 6,6

4. Zbytek zkumavky doplnén vzorkem (peleta) v SMT puftu; I\})?fo?e'\:\z

A vysledny vzorek byl ultracentrifugovan 75 minut pfi 107 000 x g
(rotor SW 41).

Obrazek 11: Schéma diskontinualniho hustotniho gradientu Nycodenzu.

Granulova frakce v tfetiné¢ zkumavky byla odsata, rozfedéna SMT pufrem (na 10 ml) a
pfidana do nové ultracentrifugac¢ni zkumavky s 5 ml 27% Percollu v SMT. Smés byla tocena
45 minut pii 35 000 x g (rotor SW 41).

Insulinova granulova frakce v nejhlubsi ¢asti zkumavky byla poté odebrana a roziedéna
SMT pufrem a centrifugovana 20 minut na 25 000 x g kvtli oddéleni zbytkl Percollu. Peleta

byla nakonec pfenddna do mikrozkumavky a uschovéana.
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Suspenze granul nakonec byla déna na sitku s uhlikovym povrchem a obarvena 2%
fosfowolframovou kyselinou pro tzv. negativni barveni. Granule byly foceny transmisnim
elektronovym mikroskopem JeolJem 1011 pfi urychlovacim napéti 80 000 kV. Foceni
probihalo ve spolupréaci s Laboratofi transmisni elektronové mikroskopie Dr. Romany
Hadravové (UOCHB AV, CR, v.v.i.).

Aby se prokazalo, ze byla odebirana spravna ¢ast roztoku po ultracentrifugaci na gradientu
Nycodenzu a Percollu, byl obsah zkumavek rozdélen po 1 ml a piitomnost (pro)insulinu

ovéfena tzv. ,,dot blotem®.
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Pro ovéfeni, Ze granulova frakce bunck se nachazi v odebirané ¢asti po ultracentrifugaci na
gradientu Nycodenzu a Percollu, byl obsah zkumavek po téchto krocich rozdélen na 1 ml
¢asti, ve kterych pak byla zjistovana pritomnost insulinu metodou tzv. ,,dot blotu®.
Polyvinylidenfluoridovd (PVDF) membrana byla 15 sekund aktivovdna v methanolu
a kratce oplachnuta vodou. Potom byla membréna nechana uschnout (pfiblizn¢ 10 az 15
minut). Nésledné¢ byly naneseny vzorky o objemu 5 pl (ziskdny byly v pribéhu izolace
granulové frakce z INS-1E bun¢k), jako kontrola byl pouzit lidsky insulin a Langerhansovy
ostrivky. Po sorbci vzorkti do membrany probéhla hodinova blokace volnych mist na
membrané 5% BSA v T-TBS. Nasledné byla membrana 3x 5 minut promyta T-TBS (20 mM
Tris/CI" (pH 7,5), 140 mM NacCl; 0,1% Tween-20 (v/v)) za mirného houpani.

PVDF membrana byla inkubovana s primarni protildtkou (Insulin (L6B10) Mouse mAb,
fedéni 1:1000 v 5% BSA v T-TBS) pfes noc v chladu za mirného houpani. Druhy den rano
se membrana 3x 5 minut promyla T-TBS a hodinu inkubovala se sekundarni proti-mysi
protilatkou (fedéni 1:20000 v 5% suseném mléku v T-TBS). Nasledoval opét oplach T-TBS,
ato 3x 5 minut a 1x 10 minut. Nakonec byl signal detekovan pomoci chemiluminiscen¢niho
roztoku SuperSignal West Femto Maximum, s kterym se membrany inkubovali 2 minuty.
Pti foceni CCD kamerou ChemiDoc MP Imaging System byl expozi¢ni ¢as 10 s. Intenzita
prouzki byla kvantifikovdna v programu Image-Lab™ Software, ktery je soucasti

ovladaciho systému kamery.
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INS-1E, BRIN-BDI11 buiiky i Langerhansovy ostrivky vykazuji tzv. sekreci insulinu

indukovanou glukosou. Tato vlastnost, mnozstvi sekretovaného insulinu, byla pozorovéana
a kvantifikovana radioimunoeseji (RIA), konkrétné na INS-1E buiikach. RIA je senzitivni
kompetitivni technika na stanoveni antigenu, v tomto ptipadé¢ insulinu, v roztoku za vyuziti
protilatek.

Do 24-jamkové desticky bylo nasazeno 100 000 INS-1E buné¢k na jamku s 1 ml kompletniho
média. Ttfeti den bylo kompletni médium odebrano, buiikky promyty a pak 2 hodiny
inkubovany s RPMI 1640 médiem bez glukosy pii 37 °C a 5% atmosféte CO,. Nasledné
byly buniky 2x promyty Krebs-Ringer HEPES pufrem (KRBH) o slozeni 20mM HEPES,
119 mM NacCl, 2 mM CaClz, 5 mM NaHCOs3, 4,6 mM KCl, 1 mM MgSOs, 0,4 mM KH2PO4,
0,15 mM NaHPOy4, 0,05% BSA, pH 7,4. V tomto pufru byly buiiky pfedinkubovany hodinu
pti 37 °C a 5% COz. Poté byly INS-1E bunky schlazeny na ledu a k nim pfidano rizné
mnozstvi glukosy o kone¢né koncentraci 0 mM, 2 mM, 8 mM, 15 mM, 25 mM a 50 mM
glukosa (vSe bylo pfipraveno v tetraplikatech). Bunky byly s glukosou v médiu inkubovany
30 minut nesterilng, pufr byl pak odebran do mikrozkumavek a stocen 5 minut na 500 x g
a pii1 4°C (centrifuga CR31). Déle se postupovalo dle protokolu k Sensitive Rat Insulin RIA
Kit.

Precipitovany produkt byl nakonec centrifugovan 20 minut na 3000 x g pti 4 °C na centrifuze
CR3i, supernatant odlit a radioaktivita pelet méfena na piistroji Wizard 1470 Automatic

Gamma Counter.
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Vsechny typy bunck byly fixovany, obarvené osmiem, zalité agarosou a roziezané na
ultratenké fezy (blize popsano v kapitole 4.2). Rezy bunék byly foceny transmisnim
elektronovym mikroskopem JeolJem 1011 pii urychlovacim napéti 80 000 kV. Snimky
bunék jsou uvedeny na obrdzku 12, na strané 44 a 45.

Foceno ve spolupraci s Laboratoii transmisni elektronové mikroskopie Dr. Romany

Hadravové (UOCHB AV, CR, v.v.i.)

INS-1E buiiky

'Mitochondrie

&

Zvétseni 20 000 x Zvétseni 40 000 x
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4 A pi
ZvétSeni 15 000 Zvétseni 40 000

Langerhansovy ostrivky

Zvétseni 10 000 Zvétseni 25 000

Obrazek 12: Fotky INS-1E, BRIN-BD11 bun¢k a bun¢k Langerhansovych ostriivkd potfizené
transmisnim elektronovym mikroskopem JeolJem 1011. Nahoru jsou INS-1E burnky, v stiedni Casti
BRIN-BD11 bunky a dolu buniky Langerhansovych ostravkd. Pod kazdym obrazkem je uvedené
pouzité zvétseni. ISG — insulinové sekre¢ni granule, dER — drsné endoplasmatické retikulum, GA —

Golgiho aparat.
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500 000 bunék z obou linii, INS-1E a BRIN-BD11, a 200 Langerhansovych ostrivkl bylo
lyzovéno a ve vzorcich bylo uréeno mnozstvi proteinii dle Bradfordové. Mnozstvi Zn*" iontti
bylo stanoveno metodou indukéné véazaného plazmatu s optickou emisi (ICP-OES),

podrobnéji viz kapitolu 4.4. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Mnozstvi zineCnatych ionti v bunkach INS-1E, BRIN-BDI1 a v buitkach
Langerhansovych ostritveich bylo ur¢eno metodou ICP-OES. Ziskané vysledky byly

prepocitany na koncentraci Zn*" iontfi v 1 ug proteinti daného typu buiiky.

Typ bunky Koncentrace Zn** v 1 pug proteini [pg/l]
INS-1E 46,5
BRIN-BD11 20,0
Langerhansové ostriavky 69,4

53 {dzLX SYSy (il @® YeHSHN [MBhfySéylievyr Azyhe
Do kompletniho média INS-1E buné¢k bylo pfidano rtizné mnozstvi ZnCly, aby se zjistil vliv
mnozstvi zine¢natych iontd na rist bunck a pfipadné na tvorbu insulinu (viz kapitolu 5.4).
Bunky byly kultivovany 72 hodin v danych podminkach a kazdych 24 hodin foceny pfii
stejném zvétSeni (obrdzek 13 na strandch 46 a 47). Po tiech dnech byly buriky spocteny
a zjiStovalo se mnozstvi Zn v 100 000 bunikach atomovou emisni spektroskopii. Ziskana

data jsou uvedeny v tabulce 7 a vyneseny do grafu na obrazku 14, oba na stran¢ 48.

24 hodin _ 48 hodin _ 72 hpdin B

G
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Obrazek 13: INS-1E bunky foceny svételnym rnioskopem kazdych 24 hodin po dobu tfi dni.

Vlevo je uvedena koncentrace ZnCl, v médiu.
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Tabulka 7: Mnozstvi INS-1E bun€k sklizenych po 72 hodinové kultivaci s riznou
koncentraci ZnCl> v médiu a mnozstvi Zn>" iontl na 100 000 bun&k ziskdno metodou

induk¢éné vazaného plazmatu s optickou emisi.

Koncentrace t 2 6 S 0 dzy ¢ Koncentrace Z#[x a, Koncentrace Z# [k 4,

ZnCi GLINAYSN YSnjSy2 LA YSnSy2 LjA
kontrola 2205 000 4,615 4,465
20kM 1747 500 5,145 4,980
50 kM 1492 500 5,080 4,950
0,1 mM 1260 000 5,615 5,475
0,2 mM 1065 000 9,025 8,940
0,4 mM 1110 000 37,770 38,695
0,6 mM 562 000 44,925 45,615
0,8 mM 142 500 30,075 30,615
1 mM 9 000 - -

Zivotnost INS-1E bunék (poéet bunék po 72 hodinach) v zavislosti na
koncentraci ZnCl,

Koncentrace Zn v burikach [uM]

50

i
1004 i 0

m Zivotnost bunék [%]
A koncentrace Zn [uM] (206,2nm)
v koncentrace Zn [uM] (213,85nm)

IR

pocet bunék po 72 h
YIequng A Uz 99HUIIUOY
JuAne|dy

G T T T T T T T T T '0
0.0 041 02 03 04 05 06 07 08 09 10

koncentrace ZnCl; v médiu [mM]

* diskutabilni méfeni kvilli malému poctu bunék
Obrizek 14: Zivotnost INS-1E bun&k (pocet bunék po 72 hodinach) v zavislosti na koncentraci
ZI’IClz.
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Koncentrace Zn?" iontii v buiikach se vyrazné zvysila az pii 0,4 mM ZnCl, v médiu a dos4hla
maximum pii 0,6 mM ZnCl,. Na druhou stranu se zvySujici se koncentrace zine¢natych
kationti v médiu se stavala pro bunky toxicka a nebyly schopné dostatecné rtst. Proto se
v nasledujicich experimentech v piipad¢ kultivace bunék s ptidavkem zinecnatych kationt

pouzival 50 uM ZnCl..
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Z roztoku o koncentraci 100 000 bun¢k na 100 pl Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS)

roztoku byly pfipraveny bunétné lyzaty. Proteiny z nich byly separovany tricinovou-SDS

elektroforézou a pfeneseny na polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membranu pomoci tzv.

metody pienosu (angl. ,blotting™). Proinsulin a insulin byly detekovany protilatkami

a kone¢ny signal detekovan CCD kamerou ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad).

Intenzita prouzkl byla kvantifikovana v programu Image-Lab™ Software.

Na obrazku 15 (strana 50) je vyfocena PVDF membrana se vzorky, jejich obsah a pofadi je
uvedeno v fabulce 8. Pozorovali jsme, Ze BRIN-BD11 bunky tvofi pfili§ malo pro/insulinu,
aby mohl byt detekovan. INS-1E buiiky produkuji krom¢ insulinu také proinsulin a jim
podobné, vEétsi molekuly (zfejme napt. dimer insulinu). V Langerhansovych ostrivcich

pozorujeme jenom pretvoieny, zraly insulin.

Tabulka 8: Potadi vzorkli na PVDF membrané (obrdzek 15, strana 50) a mnozstvi

naneseného materialu.

1 6,66 ng lidského insulinu 8 10 pl INS-1E bunék se zinkem

2 13,33 ng lidského insulinu 9 5 ul BRIN-BD11 bun¢k

3 6,66 ng hovéziho proinsulinu 10 10 pl BRIN-BD11 bun¢k

4 13,33 ng hovéziho protinsulinu 11 5 pl BRIN-BDI11 bunék se zinkem
5 5 ul INS-1E bunék 12 10 pl BRIN-BD11 bunék se zinkem
6 10 pl INS-1E buné¢k 13 0,6 pl Langerhansovych ostriivkl

7 5 pl INS-1E bunék se zinkem 14 1,2 pl Langerhansovych ostrivkl
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Obrazek 15: Vzorky na PVDF membrané, detekované primarni, sekundarni protilatkou
a chemiluminiscen¢nim roztokem, a focené CCD kamerou. Doba foceni 8 sekund. Obsah vzorkt

uveden v tabulce 4 na stran€ 49.

Prouzky oznacené hvézdickou na obrdzku 13 se nam nepodafilo identifikovat pomoci
N-koncové sekvenace aminokyselin. Vzhledem k pouziti malo specifické protilatky na lyzat
z celych bun¢k se muize jednat o nespecifickou interakci (nebo dimer insulinu). PouZiti
granulové frakce (viz. kapitola 5.7), ktera je zprosténa velkého obsahu bunky, zejména jadra,
cytosolu a velkych organel by identifikace obsahu sekre¢nich granuli pomohla k vétsi

piesnosti.
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V obou bunéénych liniich a Langerhansovych ostriveich bylo zjiStovano mnozstvi
zinecnatych kationtd priitokovou cytometrii. INS-1E a BRIN-BD11 buiky byly tfi dny
kultivovany v kompletnim médiu, Langerhansovy ostriivky den v CMRL médiu a poté byly
disociovany. VSechny bunky byly nékolikrat promyty v Hanks' Balanced Salt Solution
(HBSS) roztokem a pak nafedény timto roztokem na koncentraci pfiblizné 100 000 bunék
na 100 pl HBSS. K nékterym vzorkiim se pridal chelator Zn** ionti TPEN (N,N,N',N'-
tetrakis(2-pyridylmethyl)ethyléndiamin), k nékterym fluorescenéni znacka FluoZin-3AM

s ¢inidlem Pluronic F-127specificky se vazici na zine¢naté kationty. Po inkubaci byly buiiky
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opét promyté HBSS roztokem a fluorescence méfend na pritokovém cytometru BD

LSRFortessa™. Piesné usporadani experimentd a postup je uveden v kapitole 4.6.

V prvnim experimentu byl porovnavan obsah Zn?>* v bunéénych liniich INS-1E,
BRIN-BD11 a bunkach Langerhansovych ostravka. Na obrazku 16 jsou vidét jednotlivé
populace bun¢k v grafech zavislosti pficného rozptylu buiiky a pfimém rozptylu. INS-1E
a BRIN-BD11 buiiky tvoii uniformni populace, zatimco buiiky Langerhansovych ostravk

ne. To je dasledek toho, Ze v ostriiveich nachazime rizné typy bunék (a-, B-, y-buiiky, atd.)
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FSC (x1000) FSC (x 1000) C {x1.000)

Obrazek 16: Populace bun¢k (A) INS-1E, (B) BRIN-BD11 a (C) Langerhansovych ostrivki ziskané
priatokovym cytometrem jako zavislost pti¢ného rozptylu laseru na butice (SSC, z angl. Side Scatter)
na jejim ptimém rozptylu (FCS, z angl. Forward Scatter). V ovéalem vyznacené oblasti Cervené tecky
predstavuji zivé buiiky daného typu. Cerné tecky predstavuji mrtvé buiiky nebo &asti bunék, které se
do pocitani nezahrnovali. Buiiky INS-1E a BRIN-BD11 tvofi uniformni populaci, zatimco buniky
Langerhansovych ostritvkdl ne. Populace bun€¢k z Langerhansovych ostrivki tvoii mnoho bunék o

ruzné velikosti (FCS) a granularité (SSC), proto se 1i§i od samotnych bunék pankreatickych linii.

Na obrazku 17 (strana 52) jsou uvedeny grafy zavislosti poctu bunc¢k na intenzité
fluorescence. Méfila se pfirozena autofluorescence bunck, kdy se k buiikymnepiidaval
TPEN ani fluorescencni znacka, dale se méfila fluorescence bunék s vychelatovanymi
zine¢natymi kationty, ke kterym se poté pfidala fluorescenéni znacka, a fluorescence bunék

se samotnou fluorescen¢ni znac¢kou.
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Obrazek 17: Grafy zavislosti poctu bun¢k na intenzité fluorescence — (A) INS-1E buiiky, (B) BRIN-
BD11 buiky, (C) Langerhansovy ostrivky, (1) autofluorescence, (2) buiiky s TPEN a fluorescen¢ni

znackou, (3) buriky s fluorescencni znackou.

Ve vSech ptipadech pozorujeme zménu intensity fluorescence, kdyz byla k bunkédm ptidédna
jenom fluorescencni znacka FluoZin-3AM s ¢inidlem Pluronic F-127, oproti

autofluorescenci.

Primér namétenych hodnot fluorescence, ktery je uveden v tabulce 9 na strané 53, byl
vynesen do grafu pro porovnéani vSech typll bun€k (obrdzek 18, strana 53). INS-1E bunky
obsahuji vic zinecnatych kationtl nez BRIN-BDI11 buiiky, ale ani jedna linie se neda
porovnat z tohoto hlediska s buiikami Langerhansovych ostriivkii. Ve vSech piipadech

v

TPEN chelatoval Zn*" velice isp&sné.
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Tabulka 9: Primér naméfenych hodnot fluorescence bunéénych linii INS-1E, BRIN-BD11

a bun¢k Langerhansovych ostriavkd.

Autofluorescence FluoZin-3AM + FluoZin-3AM
TPEN
INS-1E 139,75 £ 6,55 308,25 £ 51,23 4311,25 +£319,67
BRIN-BD11 216,50 + 7,85 371,25+ 15,33 2499,25 + 173,85
LO 861,33 +£22,19 1361,33 £ 95,63 21590,00 + 2768,22
30000
8
9 20000+
)
0
]
5 10000- INS-1E  BRIN-BD11 LO
0_
S
]
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Obrazek 18: Porovnani relativniho obsahu Zn** v bunéénych liniich
INS-1E, BRIN-BD11 a bunkach Langerhansovych ostrivki (LO)

pratokovou cytometrii na zakladé pozorované fluorescence.

V druhém typu experimentu se zjiStovalo touto metodou, jestli se zménilo mnozstvi
zinecnatych kationtii v INS-1E a BRIN-BD11 buikach, pokud byly tii dny kultivovany
v kompletnim médiu bez nebo s ptidavkem 50 pM ZnCl, v médiu. Opét se mefila
autofluorescence bunék, fluorescence bun€k s vychelatovanymi zine¢natymi kationty, ke
kterym se pridala fluorescencni znacka, a fluorescence bunck se samotnou fluorescenéni
znaCkou. Primér namétenych hodnot fluorescence, ktery je uveden v tabulce 10 na strané

54, byl opét vynesen do grafu pro ndzorné porovnani (obrdazek 19, strana 54). Z grafu je
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patrné, Ze suplementace média zine¢natymi kationty nezptsobi ani v jedné linii signifikantni

zvy$eni mnozstvi vnitrobunééného Zn?*,

Tabulka 10: Primér namétfenych hodnot fluorescence bunécnych linii INS-1E, BRIN-
BD11, které byly tii dny kultivovany bez nebo s 50 uM ZnCl,.

Autofluorescence  FluoZin-3AM + FluoZin-3AM
TPEN
INS-1E bez Zn?* 148,25 + 6,70 264,50+ 15,76 1812,25 + 345,64
INS-1E se Zn** 149,00 + 6,68 284,75 + 14,22 1781,50 +£209,43
BRIN-BD11 bez Zn?>* 261,50 + 17,21 487,25+ 31,70 2071,33 +£498,16
BRIN-BD11 se Zn?* 246,75 £ 11,18 506,75 £ 56,62 2340,50 + 228,30

A 2500+ B 30004
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Obrazek 19: Porovnani obsahu zine¢natych iontl na zakladé vykazované fluorescence v (A)

INS-1E butikach a v (B) BRIN-BD11 buiikach. Bez suplementace media ZnCl, (zelend) a s
pfidavkem 50 uM ZnCl, (modra).
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Zinec¢naté kationy byly v bunkach INS-1E, BRIN-BD11 a disociovanych Langerhansovych
ostrivcich vizualizované fluorescencni mikroskopii. VSechny typy bunék byly nasazeny na

4-komurkové misky se sklenénym dnem a kultivovany. Po omyti roztokem Hanks' Balanced
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Salt Solution (HBSS) se k nim nejprve pfidal chelator Zn?>" TPEN a poté fluorescenéni
znacka FluoZin-3AM s ¢inidlem Pluronic F-127. Piesny postup je uveden v kapitole 4.7.

Buniky byly foceny konfokalnim mikroskopem Zeiss LSM 780, se softwarem ZEN 2011, ve
kterém byly nasledné zpracovany obrazky. Na obrazku 20 jsou uvedeny vyfocené obrazky

vSech bunék.

(1) samotné (2) TPEN + (3) FluoZin-3AM,
FluoZin-3AM, Pluronic F-127

. . .
BRINB. . .
Langcrhanso. . .

Obrazek 20: Vizualizace Zn®" v buiikach INS-1E, BRIN-BD11 a buiikiach Langerhansovych

ostruvkii fluorescencni znaCkou FluoZin-3AM. Vyfoceno konfokalnim fluorescen¢nim

mikroskopem Zeiss LSM 780
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V pankreatickych bunkach je insulin skladovany ve form¢ sekrecnich granul, které jsme se
pokusily izolovat diferencni centrifugaci a ultracentrifugaci na gradientu Nycodenzu
a nasledné na Percollu. Postup izolace byl optimalizovan a vyslednd metoda je uvedena
v kapitole 4.8. Usp&sné byla izolovéna granulova frakce ze viech nami pouzivanych bunék

—INS-1E, BRIN-BD11 i Langerhansovych ostravki.

Na obrdzku 21 je pro ilustraci uvedena fotka z pritbéhu izolace sekre¢nich granuli INS-1E
bun¢k po ultracentrifugaci na gradientu Nycodenzu a fotka granulové frakce INS-1E bun¢k

pofizena transmisnim elektronovym mikroskopem JeolJem 1100.

BECKMAN

Obrazek 21: Ultracentrifugacni zkumavky (vlevo) s frakci obohacenou na insulinové sekrecni
granule (vyznacena Cerven€) po ultracentrifugaci na gradientu Nycodenzu. Vpravo jsou sekrecni
granule INS-1E bunék, obrazek pofizeny transmisni elektronovou mikroskopii na ptistroji JeolJem

1100 pti zvétseni 60 000 x.

Z prubéhu izolace granulové frakce INS-1E bunék byly potfizeny 1 ml frakce po
ultracentrifugaci na gradientu Nycodenzu a Percollu. V nich bylo zjiStovano mnoZzstvi
(pro)insulinu metodou tzv. ,,dot blotu®, ktera je blize popsana v kapitole 4.9. Na zakladé
protilitek navidzanych na antigen (fetézec B insulinu) byla po aplikaci
chemiluminiscen¢niho roztoku detekovdna chemiluminiscence CCD kamerou ChemiDoc
MP Imaging System — obrdzek 22 na strané¢ 57. Intenzita signali byla kvantifikovana

v programu Image-Lab™ Software.
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Obrazek 22: Signal, ktery byl detekovan CCD kamerou a odpovidd mnozstvi insulinu v ptislusné
1 ml frakci po ultracentrifugaci na gradientu Nycodenzu (N1-13) a Percollu (P1-13), LO —
Langerhansovy ostruvky, HI — lidsky insulin. (A) signal vyfoceny na PVDF membrané, (B) 3D

zobrazeni signalu.

Na obrazku 22 je vidét, Ze nejvice insulinu obsahovaly frakce N7-N10 po ultracentrifugaci
na gradientu Nycodenzu, a frakce P13 po toceni s Percollem. Tyto Casti proto byly vzdy

pfi izolaci granulové frakce odebirany a dale se s nimi pracovalo.
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Radioimunoeseji byla zji§tovana schopnost INS-1E buné¢k sekretovat insulin jako odpovéd

na stimulaci glukosou. Bunky byly vystaveny rizné koncentraci glukosy v médiu, konkrétné

koncentraci 0, 2, 8, 15, 25 a 50 mM glukosy v Krebs-Ringer HEPES Buffer (KRBH) pufru.

Insulin sekretovany do roztoku byl stanovovan kitem Sensitive Rat Insulin RIA Kit a kone¢ny

pomér znaéeného 'I-insulinu a sekretovaného insulinu se méfil na piistroji Wizard 1470

Automatic Gamma Counter. VSe bylo provadéno v tetraplikatech.
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V tabulce 11 je uvedeno mnozstvi sekretovaného insulinu buitkami v KRBH pufru s riznou

koncentraci glukosy a tyto hodnoty jsou vyneseny do grafu (obrazek 23).

Tabulka 11: Mnozstvi sekretovaného insulinu INS-1E buitkami, jako odpovéd’ na stimulaci

riznou koncentraci glukosy.

Koncentrace glukosy [mM]

0
2

8
15
25
50

glukosa [mM]

MnozZstvi sekretovaného insulinu [ng/ml]

PR

l}b

‘)Q

15,84 = 1,91
13,15 + 2,80
21,72 + 1,89
44,44 + 5,30
25,59 +2,24
23,77 + 1,95

9 y)

60+

Insulin [ng/mil]

PR
S

7

Z

D

@ 0
glukosa [mM]

Obrazek 23: Hodnoty sekrece insulinu buiikami INS-1E po stimulaci glukosou ziskané kitem

Sensitive Rat Insulin RIA Kit. A — radioaktivita namefend na pfistroji Gamma Counter (cpm je

jednotek na milion, z angl. count per milion), B — pfepocet na mnozstvi sekretovaného insulinu.

Na zaklad¢ grafu B z obrazku 23 vidét, Zze k nejvetsi sekreci insulinu z INS-1E bunék

dochazi pti vnéjsi koncentraci glukosy 15 mM. Nejmén¢ insulinu se sekretuje pti indukei

méné nez 2 mM glukosou.
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serotoninem, dopaminem a argininem
V ramci prace na své diplomové praci jsem se také zucastnila projektu, ktery se tykal
ovlivitovani jednotlivych konformacnich stavii hexameru insulinu nizkomolekularnimi
latkami jako jsou neurotransmitery (serotonin, arginin a dopamin) nebo malé cyklické
alkoholy (fenol). Tato prace sdruzuje nékolik riznych metodickych pfistupti. Prvnim
pristupem je simulace molekularni dynamiky insulinového hexameru v pfitomnosti
serotoninu, dopaminu, argininu a fenolu. Tato cast prace se vypracovavala v ramci
diplomové prace Vladimira Palivce ze skupiny Pavla Jungwirtha na UOCHB AV CR.
Druhou metodou byla krystalizace insulinového hexameru v pfitomnosti téchto latek
a urceni jejich struktury. Tato Cast prace se vypracovavala Dr. Andrzejem Markem
Brzozowskim z University of York ve Velké Britanii. NaSe ¢ast prace, které jsem se
zcastnila a kterd byla vypracovana ve skupiné Jifiho Jiracka, se tykala sledovani zmény
T-R konformace v insulinovém hexameru spektrofotometricky pomoci latky 4H3N, ktera
slouzi jako indikator zmény konformace z T na R. VSemi tfemi pfistupy jsme dospéli
k zavéru, Ze insulinovy hexamer je schopen tvofit nekovalentni interakce s rlznymi
nizkomolekularnimi latkami pfirozené se vyskytujicimi v insulinovych sekre¢nich granulich
a tyto latky mohou do urcité miry ovlivitiovat jeho konformacni stav. Tato prace byla pfijata
do tisku a publikovdna online v Casopise the Journal of Biological Chemistry. Prace je

ptilohou k této diplomové praci.
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6 Diskuse

Ve vyzkumu se védci snazi pouzivat biologické modely, které by nahradily zivé organismy,
nebo jejich Casti, a tak byly umoznény extenzivni experimenty bez zbyte¢ného plytvani
biologického materidlu a zvifat. Model by se idealné mél co nejvice svymi vlastnostmi
priblizit in vivo modelu, coz v piipadé pankreatickych bunécnych linii znamena, ze by mély
tvofit zraly insulin v dostateéném mnozstvi a vykazovat glukosou indukovanou sekreci
insulinu, stejné jako to pozorujeme u nativnich B-bungk slinivky bfisni. Do dnesniho dne
existuje nékolik pankreatickych bunécnych linii, a 1 kdyz zadna z nich zcela nenapodobuje
fyziologii primérnich B-bungk, jsou extrémné cennym néstrojem pro studium molekuldrnich
mechanismi uvnitt B-bunék a objasiovani moznych pficin jejich Spatné funkce. Kazda ze
soucasnych permanentnich bunéénych linii ma urcité fyziologické vlastnosti, které¢ by mély
byt zohlednény pii jejich pouziti a pfi porovnani s in vivo modelem. Tato diplomové prace
vyuzila pfistup vice technik, aby porovnala z riznych ohledi dvé potkani pankreatické

bunécné linie INS-1E a BRIN-BD11 s potkanimi bunikami Langerhansovych ostravki.

Podstatné rozdily mezi jednotlivymi bunkami jsou vidét jiz na snimcich z transmisni
elektronové mikroskopie. Exprimovany insulin je skladovéan v sekrec¢nich granulich, vaccich
lokalizovanych nej€astéji v blizkosti plasmatické membrany. Na snimcich je viditelné, Ze
INS-1E buiiky maji vice sekreCnich granuli nez buiiky BRIN-BD11, ale ani v jednom
pripad¢ se to neda porovnat s buiikami Langerhansovych ostriivki, jejichz cytosol je plny

sekre¢nich granuli (obrdzek 12, strany 44 a 45).

Pankreatické B-buiiky jsou velmi bohaté na zine¢naté ionty, které tady maji hlavné strukturni
funkci. V zralé sekre¢ni granuli jsou minimaln& dva Zn>" ionty sou¢asti hexameru insulinu,
ktery je v této forme skladovan. D4 se proto predpokladat, Ze relativni mnoZstvi zine¢natych
iontll v B-buiice je nutnym pifedpokladem pro mnozstvi syntetizovaného insulinu.
Ke konverzi proinsulinu na insulin dochdzi pravé az ve formé hexameru, kde po uspotfadani
proinsulinu dochazi k vystépeni C-peptidu a vytvoreni zralého insulinu’®. Na zagatku naseho
studia jsme tedy chtéli ovéfit, jestli permanentni linie obsahuji potiebné mnozstvi Zn** iontti

pro vytvorfeni hexamerl insulinu a jestli dochazi ke spravné konverzi proinsulinu na insulin.

Na ovéfeni mnoZstvi zine¢natych iontli uvnitt bunck a vliv zine¢natych iontii na Zivotnost
bunck bylo kultivacni médium suplementovano riznym mnoZstvim ZnCl,. Pozorovali jsme,

jak se méni mnozstvi Zn*" iontd uvniti buiiky a jaky vliv ma tato zvySujici se koncentrace
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Zn?" na builky, coz je zndzornéno v grafu v kapitole 5.3 (obrdzek 14, strana 48). Buiiky
INS-1E neméli problém Zn?>' ionty pfijmout, ale jejich vyrazn&j$i ndrfist v nitru buiiky
pozorujeme az pii1 koncentraci 0,4 mM ZnCl> v médiu a pomysIné maximum pii koncentraci
0,6 mM ZnCl, v médiu (diskutabilni kviili malému mnozstvi bun€k zjisténych pii vyssich
koncentracich zine¢natych iontt1). Do hranice 0,6 mM buriky rostly relativné dobte. S dal$im
pfidavkem zinecnatych iontii do média zacalo byt toto mnozstvi natolik toxické, ze vyrazné

ovliviiovalo mnozZeni a rast INS-1E bunék.

Na diikaz toho, ze vSechny tii typy bun€k syntetizuji insulin, resp. proinsulin, byla pouzita
tricinova-SDS elektroforéza, jejiz specialni usporadani umoziuje déleni malych proteinti
o velikosti 1-100 kDa, kam patii i proinsulin a insulin. Tyto dva proteiny byly detekovany
imunochemicky metodou tzv. pfenosu s pouzitim protilatek proti fetézci B insulinu (je
soucasti i proinsulinu). Na zakladé vysledki, které jsou na obrdzku 15 (strana 50) mizeme
konstatovat, ze buitky BRIN-BD11 produkuji velmi malé mnozZstvi insulinu, které ani pfi
vysoké nanasce nebylo mozné zachytit. Buiiky Langerhansovych ostriivkl tvoti vyhradné
insulin a u INS-1E bun¢k je kromé¢ insulinu pfitomny i proinsulin. Pro¢ INS-1E bunky
nejsou schopny zcela vystépit C-peptid a tak produkovat v plném rozsahu pouze insulin jako
potkani B-buniky zlstavd nejasné. Produkci insulinu jsme chtéli ovlivnit i pfidavkem
zine¢natych iontd v kultivaénim médiu, které by mohlo této konverzi dopomoci, ale Zadnou
zménu mezi pomérem proinsulinu a insulinu jsme v butikich bez ptidavku Zn** ionth

a butikach s ptidavkem Zn** iontli nepozorovali.

DalSimi metodami, kterymi jsme urcovali obsah zinecnatych iont ve vSech tfech typech
bun¢k byly atomovéa emisni spektroskopie a pritokova cytometrie. V pfipadé¢ atomové
emisni spektroskopie (kapitola 5.2) bylo naméfené mnoZstvi Zn*" iontli pfepodteno na
koncentraci Zn** iontii v 1 ug proteinti buiiky a z vysledkil vyplyva, ze INS-1E buiiky maji
vic neZ dvounasobné mnoZzstvi zinecnatych iontl nezZ buiky BRIN-BD11, avSak mnozstvi
téchto iontl v bunikdch Langerhansovych ostriivki bylo jesté o polovinu vétsi nez v bunikach
INS-1E (tabulka 6, strana 46). Pii pritokové cytometrii (kapitola 5.5) jsme vyuzili na detekci
Zn*" jontll v bunce specifickou a permeabilni fluorescenéni znackou FluoZin-3AM.
Intenzita fluorescence byla vzdy métena v piesné 10 tisic bunikdch a jak je vidét na obrazku
18 (strana 53), mnozstvi Zn** iontl je v Langerhansovych ostriivcich mnohem vyssi nez
v obou liniich. Podle pritokové cytometrie INS-1E buiiky maji téméf dvoundsobné

mnozstvi zineCnatych iontd oproti bunkdm BRIN-BDI11. V porovnani s bunkami
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Langerhansovych ostrivk®, maji INS-1E builkky 5x méné zine¢natych iontd nez bunky
ostrivki a BRIN-BD11 maji dokonce skoro devitinasobné méné Zn**. V obou
permanentnich bunéénych liniich jsme dale zjistovali vliv piidavku ZnCl> v médiu na obsah
zinec¢natych iontd v bunikach. Po tiidenni kultivaci byla provedena priatokova cytometrie za
stejnych podminek jako v pfedchozim pokusu. Na obrdazku 19 (strana 54) vidét, ze je drobny
nartist Zn** v buiikach, ktery ale neni signifikantni. Chelator Zn** iontd TPEN ve viech

experimentech velice usp&né vychytaval Zn>* ionty.

Pfitomnost zineCnatych ionti v bunkach jsme nakonec jesté detekovali konfokalni
fluorescencni mikroskopii, pfiCemz jsme opét pouzili pro zine¢naté ionty specifickou
fluorescenéni znacku FluoZin-3AM, ktera ma emisni maximum okolo 520 nm, coz odpovida
zelené fluorescenci. Vysledkem inkubace bunék s FluoZin-3AM a piipadné€ i s chelatorem
Zn*" iontd TPEN jsou snimky uvedeny na obrdzku 20, na strané 55. Buiiky BRIN-BD11
majici ve vSech dosavadnich pokusech nejméné zine€natych iontd vykazuji opét nejslabsi

fluorescenci.

Na zékladé dosavadnich vysledkli je moZzno konstatovat, ze bunéénd linie BRIN-BDI11
produkuje malé mnozstvi insulinu, které je nicméné nedostatecné pro imunodetekci
tricinovou-SDS elektroforézou. Problém ale pravdépodobné neni v nedostate¢ném mnozstvi
zine¢natych iontd, kterych maji buitkky BRIN-BD11 relativné dostate¢né mnozstvi, 1 kdyz
mén¢ nez ostatni dva typy bunék. Nizky obsah insulinu v BRIN-BD11 butikach potvrdila i
studie McClenaghana a kol."*. V porovnani stouto bunétnou linii INS-1E buiky
predstavuji lepsi model pankreatickych B-bunék. Podle transmisni elektronové mikroskopie
maji buiiky INS-1E relativné vysoky pocet sekre¢nich granuli, ale podle naSich vysledka
neni proinsulin dostate¢né¢ pietvofen na insulin a urcitd cast ho ziistdva intaktni,
a pravdépodobné i sekretovana. Dosud se pouze jedina studie'>® zabyvala obsahem
sekre€nim granuli ve smyslu zastoupeni insulinu a proinsulinu. Tato studie identifikovala
v pankreatickych NIT-1 buiikach vice nez 90% zastoupeni nezprocesovaného proinsulinu,
jiné studie se u dalSich permanentnich pankreatickych bunéénych linii konverzi proinsulinu
na insulin nezabyvaly. VétSina studii také pouziva protilatky proti B-fetézci insulinu, které
nejsou schopné identifikovat rozdil mezi insulinem a proinsulinem, jelikoZ proinsulin
fetézec B obsahuje také. Pomérné zastoupeni proinsulinu a insulinu a pfi¢iny nedostate¢né
konverze proinsulinu na insulin u permanentnich bunéénych linii vyZaduje dal$i zkoumani.

Jednim z vysledkt této diplomové prace bylo zjisténi, ze INS-1E buiiky obsahuji mimo
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zralého insulinu i pomérné velké mnozstvi proinsulinu. Tato neuplna konverze ziejmeé
nesouvisi s nedostatkem zine¢natych iontl, jelikoz nase studie prokazala dostatecné
mnozstvi Zn*>" a navic Chimienti a kol. dokazali piitomnost zinkového pienasece ZnTS
v INS-1E buiikach!!'’, ale problém bude spiSe v mensi aktivité enzym@ umozZiujicich
vystépeni C-peptidu z proinsulinu. Obsah zine¢natych iontd je v INS-1E bunkach relativné
dobry a dokonce jeho pridavek v médiu je zfejmée schopen mirn¢ zvysit produkci proinsulinu
a insulinu, ale na druhé strané neovliviiuje konverzi proinsulinu na insulin (obrazek 15,
strana 50). Kdyz celkové porovname hodnoty produkce (pro)insulinu a obsahu zine¢natych
iontli bunécné linie INS-1E s bunkami Langerhansovych ostravki, linie se jenom piiblizuje

témito vlastnostmi Langerhansovych ostravkim.

Pro piesnéjsi vyzkum obsahu sekre¢nich granuli jsme izolovali granulovou frakei u vSech
tf typti bun&k podle prace Brunnera a kol.*°. Pomoci tzv. ,,dot blotu* jsme zjistili, Ze frakce,
které jsme postupnou ultracentrifugaci izolovali (obrdzek 21, strana 56), obsahuji velké
mnozstvi insulinu a transmisni elektronovou mikroskopii jsme si ovéfili pfitomnost
sekre¢nich granuli. Tyto frakce ze vSech tfech bunécnych typt jsou velmi cennym
materidlem pro dal$i vyzkum, protoze se jedna o izolované sekre¢ni granule zbavené dal§iho
obsahu bunky (zejména jadra a velkych organel). Tyto frakce planujeme pouzit na
proteomické studie ke zjiSténi jejich obsahu zejména z hlediska mensich proteint a latek

s relativné malou molekulovou hmotnosti.

Dulezitou vlastnosti pankreatickych bun€k je schopnost sekretovat insulin na zakladé
stimulace glukosou. Zda maji tuto vlastnost 1 INS-1E bunky jsme zjiStovali
radioimmunoeseji. Bunky jsme stimulovali rtiznou koncentraci glukosy a nasledné
stanovovali mnozstvi vylouceného insulinu v médiu. Dokdazali jsme, Ze tyto bunky vskutku
vykazuji glukosou stimulovanou sekreci insulinu (obrazek 23, strana 58). Nejmensi sekrece
byla zjisténa pti koncentraci glukosy 2 mM, coZ odpovida fyziologicky nejniZsi koncentraci
glukosy v téle. Nejvic insulinu bylo vylouceno pti 15 mM glukose v médiu. V této metodé

byla pouzita opét protilatka, kterd se vaze i na proinsulin, takZe jsme stanovovali mnozstvi

sekretovaného insulinu 1 proinsulinu.
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7 Souhrn

Pankreatické B-bunky jsou téméf vyhradné jediné bunky v téle (kromé brzliku deti), které
jsou schopné produkovat insulin, peptidovy hormon nepostradatelny v metabolismu
sacharidl. Pro lepsi studium pochodt, které se v téchto bunkach d&ji, slouzi permanentni
bunécné linie, které by mély napodobovat primarni pankreatické buiiky. V ptedkladané praci
jsme se zam¢tili na porovnani dvou téchto permanentnich bunécénych linii, BRIN-BD11

a INS-1E s potkanimi Langerhansovymi ostravky.

Raznymi metodami jsme zjiStovali vnitrobunééné mnozstvi zinku, které muze podstatné
ovlivnit mnozstvi insulinu v B-bunkach. Zjistili jsme, Ze obé dvé permanentni linie maji
relativné dobré mnozstvi zinku, které je ale ndsobné menSi neZ mnozstvi zinku
v Langerhansovych ostritvcich potkand. Déle jsme potvrdili malé mnozstvi insulinu uvnitf
bunck BRIN-DBI11, jednak transmisnim elektronovym mikroskopem, kde je vidét velmi
malé mnozstvi sekre¢nich granuli a jednak tricinovou elektroforézou a imunodetekci, ktera
ani pii vysokych nanaskach lyzatu z téchto bunck nebyla schopna identifikovat insulin. Dale
jsme zjistili, ze INS-1E linie bun€ék mimo insulin obsahuje pomémé velké mnoZstvi
prekurzoru insulinu, proinsulinu. Otazkou bylo, jestli suplementaci zinkem, prvku
nezbytného pro konverzi proinsulinu na insulin, se pomér insulinu a proinsulinu zméni. To
se nam naslednymi pokusy se suplementaci média zinkem nepotvrdilo a pomér
insulin/proinsulin zGstal 1 po suplementaci stejny. Nadto jsme radioimunueseji potvrdili, Ze
INS-1E buiiky jsou schopné sekretovat insulin v zavislosti na zvySené hladiny glukosy. Dale
se nam gradientovou ultracentrifugaci podafilo ziskat granulovou frakci zbavenou ostatniho
obsahu buiiky, a to jak z obou bunécnych linii, tak z potkanich Langerhansovych ostriivki.

Tyto granulové frakce budou pouzity pro dalsi pokusy za ucelem studia jejich obsahu.

Ptredkladana diplomova préace pfinesla dal$i poznatky o dvou permanentnich bunécnych
liniich a ziskana data budou podkladem pro dalsi vyzkum v této oblasti. Zavérem lze fici, Ze
1 kdyz jsou permanentni bun&cné linie velmi uziteCnym pomocnikem pro vyzkum
pankreatickych B-bunégk, je nutné uvédomit si limity téchto linii a pro vyzkum vybirat takové

linie, které jsou vhodné pro dany vyzkum.
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