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ABSTRAKT

Experimentalni analyza mechanickych vlastnosti modelovych bunéénych linii
hepatocelularniho karcinomu:

Analyza elastickych vlastnosti nadorovych bunék nabizi novy thel pohledu v oblasti
patologie a patofyziologie buiiky. Elasticita bun¢k je dana zejména sloZenim a organizaci
cytoskeletu, ktery se sklada ze ti typti vlaken a doprovodnych proteind. Cilem této prace
je pomoci mikroskopie atomarnich sil provést experimentalni analyzu modulu pruznosti
jednotlivych bunék dvou linii hepatoceluldrniho karcinomu (SNU475 a HuH7), dale
analyzovat modul pruznosti tychz bun€k s vnesenymi mutacemi pro cytoskeletalni
protein plektin, a nakonec zmétit modul pruznosti pfi procesu epitelidlné-mesenchymalni
tranzice (EMT) indukované TGF-B1 (u nemutovanych i mutovanych bunék obou linii).
V Gvahu je brano i rozlozeni modulu pruznosti v jadfe a v cytoplazmé. Vysledky ukazuji,
ze absence plektinu v buitkach obou linii mé za nésledek signifikantni snizeni modulu
pruznosti V jadie i v cytoplazmé, oproti tomu proces EMT je zodpovédny za rast modulu
pruznosti v oblasti cytoplazmy.

Klicova slova

plektin, epitelidlné-mesenchymalni tranzice, hepatocelularni karcinom, modul pruznosti



ABSTRACT

Experimental analysis of model hepatocellular carcinoma cell lines:

Elastic properties analysis of cancerous cells provides different perspective in pathology
and pathophysiology of a cell. Cell’s elasticity is defined by composition and organization
of the cytoskeleton, which consists of three types of fibers and associated proteins. The
aim of the thesis is to perform an experimental analysis of the elastic modulus via AFM,
measuring single cells of two different hepatocellular carcinoma cell lines (SNU475 and
HuH7). The analysis of elastic modulus includes wildtype cells (WT), cells with
introduced mutations for cytoskeletal protein plectin (KO) and finally both WT and KO
during epithelial-mesenchymal transition (EMT) induced by TGF-B1. Distribution of the
elastic modulus in nuclear and cytoplasmatic region is also considered. Results show that
plectin-deficient cells have significantly lower elastic modulus in both regions, unlike
cells during EMT, which is responsible for increased elastic modulus in cytoplasm.

Keywords

plectin, epithelial-mesenchymal transition, hepatocellular carcinoma, elastic modulus
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Seznam symbolu a zkratek

Seznam symbolii

Symbol Jednotka Vyznam

F N Sila

k N/m Konstanta tuhosti

d m deformace

f Hz Rezonanéni frekvence

Rp m Polomér zakiiveni hrotu

E Pa Modul pruznosti

Ecyt Pa Modul pruznosti cytoplazmy

Enu Pa Modul pruznosti jadra

0 m Hloubka indentace

% - Poissonova konstanta

a m Polomeér zaktiveni kontaktni plochy
o ° Polovina otvorového tihlu kuzele
S m/\V Senzitivita

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

AFM Mikroskopie atomarnich sil (Atomic force microscopy)
EMT Epitelialné-mesenchymalni tranzice

HCC Hepatocelularni karcinom

WT Puvodni butika bez mutaci (Wildtype)

KO Buika s vnesenymi mutacemi (Knock-out)

IF Intermedialni filamenta

HBV Virus zloutenky typu B (Hepatitis B Virus)

HCV Virus Zloutenky typu C (Hepatitis C Virus)

TNM Tumor Nodus Metastaze klasifika¢ni systém

BCLC Barcelona Clinic Liver Cancer

TGF-B Transformujici rustovy faktor beta (Transforming Growth Factor beta)
SNU Narodni univerzita Soul (Seoul National University)

HuH Zhoubny nador jater (Human Hepatoma)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

FBS Fetalni bovinni sérum

ECM Extracelularni matrix

MET Mesenchymalné-epitelialni tranzice

FSP1 Fibroblast specificky protein 1

HGF Rustovy faktor hepatocytti (Hepatocyte Growth Factor)
EGF Epidermalni rastovy faktor (Epidermal Growth Factor)
SPM Skenovaci mikroskopie (Scanning probe microscopy)
JKR Johnson-Kendall-Robertstiv kontaktni mechanicky model
DMT Derjagin-Muller-Toropoviv kontaktni mechanicky model
ATB Antibiotika

SEM Stfedni odchylka od praméru (Standard Error of the Mean)

9



1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou svétové druhou nejcastéjsi pri¢inou umrti a hepatocelularni
karcinom je nejcastéjSim primarnim nadorem jater, navic jen malé procento HCC je
diagnostikovano zavcasu a terapie tak nebyva uspésna. Analyza mechanickych vlastnosti
jednotlivych nadorovych bunék piinasi novy pohled na intraceluldrni procesy a
patofyziologii rakovinné bunky a soucasné¢ nabizi nové pfistupy v diagnostice a cilené
terapii zhoubnych onemocnéni.

Pfi méteni mechanickych vlastnosti bun¢k, v tomto piipad¢ mikroskopii atomérnich
sil (AFM), vystupuje celd tfada faktori, avSak stézejni casti builky z hlediska
biomechaniky je jeji cytoskelet, ktery se sklada ze tii typi filament a doprovodnych
proteint, které maji za ulohu filamenta organizovat, propojovat a funkcionalizovat.
Cytoskeletarni doprovodny protein plektin pfipojuje cytoskelet k bunéénym spojim
plazmatické membrany, pfispivd k mechanické integrit¢ buniky a ovliviiuje jeji
viskoelastické vlastnosti.

Cilem této prace je provést komparativni analyzu tuhosti dvou linii hepatocelularniho
karcinomu in vitro, SNU475 a HuH7, pfi¢emZ pfedmétem zkouméni jsou nezménéné
linie (WT), dale plektin-deficientni linie (KO) a kone¢né oba typy obou linii pfi
epitelialné-mesenchymalni tranzici (EMT) indukovanou rustovym faktorem TGF-betal,
coz je proces spojeny s metastatickou aktivitou nadorovych bunék. Z vysledki méteni
mél byt ziejmy vliv plektinu na uspotfadani cytoskeletu a tuhost v bézném i metastatickém
stavu nadoroveé bunky.
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2 Prehled soucasného stavu

2.1 Bunka

Burnika je zédkladnim stavebnim a funkénim prvkem zivych organismi, pro ktery plati
postulaty bunécéné teorie podle T. Schwanna, M. Schleidena a R. L. K. Virchowa
doplInéné o moderni poznatky [1]:

1. VsSechny zivé organismy se skladaji zjedné nebo vice bunék nebo jsou na
bunkach zavislé

Bunika je zakladni strukturni a funk¢ni jednotkou vsech zivych organismu

Nové buiiky vznikaji z jiz existujicich bun¢k bunéénym délenim

Buiiky nesou geneticky material a pfi d€leni jej pfedavaji dcefinym bunkam
Chemické sloZeni bunék je v zdsad€¢ neménné

o gk wd

Uvniti bunék se odehravaji v zdsad¢ stejné metabolické, energetické, biochemické
aj. procesy

Obecné rozeznavame dva zékladni typy bunék, které se od sebe 1isi strukturou, avsak
nalézame u nich ¢etné analogie a predpoklada se, ze jeden typ dal vzniknout druhému.
Jedna se o rozdé€leni bunck na prokaryotni a eukaryotni. Prokaryotické buniky jsou typické
pro bakterie, vyznacuji se napf. menSimi rozmery, vné plazmatické membrany mohou mit
buné¢nou sténu, jejich DNA neobsahuje histony a neni od cytoplazmy oddélena jadernou
membranou a zpravidla neobsahuji membranové organely. Eukaryotické bunky se
vyznacuji vét§imi rozmeéry, najdeme u nich jadro ohrani¢ené jadernou membranou, jejich
DNA obsahuje histony a v cytoplazmé se nachazeji i dalsi membranové organely, jako
jsou mitochondrie, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, lyzozomy a peroxizomy.

vvvvvv

Tabulka 2.1: Pfehled rozdilti mezi prokaryotickou a eukaryotickou buiikou [1]

Prokaryotni buiika Eukaryotni butika
velikost 0,3-6 um 5 um az jednotky cm
organely pouze nemembranové membranové i nemembranové
jadro nepravé pravé
chromozom jeden kruhovy rizny pocet, linearni
geny bez intront obsah intront i exont
pocet genli 6 az 8 tisic vice nez 10 tisic
ploidie haploidni diploidni i haploidni
jadérko neni je
nejadernda DNA plazmidy mitochondrie ¢i plastidy
jaderné proteiny bez histont obsahuji histony
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Eukaryotni buniky dale délime na Zivoci$né a rostlinné. I zde je cela fada rozdilt —
rostlinné buniky maji na rozdil od Zivocisnych bunécnou sténu, plastidy, vakuolu, naopak
postradaji lyzozomy a jejich hlavni zasobni latkou je Skrob, u zivoc¢isnych bunék jsou
hlavni zasobni latky glykogen a lipidy [1]. Tato prace se zabyva studiem dvou bunéénych
linii lidského hepatocelularniho karcinomu, tudiz dalsi detailni popis problematiky se
bude tykat vyhradn¢ bunék zivocisnych.

pinocytotic cell wall

vesicle . . cell membrane
mitochondrion Golgi i
lysosome . Golgi
Y A ribosome . apparatus
Golgi Golgrynt
vesicles apparatus smooth ER | {—— chloroplast
(no ribosomes) vacuole
nucleolus nucleolus {— membrane
rough ER
tﬂn'{?pllasmlc I nucleus
reticulum
} nucleus rough ER
smooth ER - (endo_pla:smic 7oE raphide
(no ribosomes) : centrioles (2) reticulum) (% crystal
Each composed of 9
druse

crystal

o
. microtubule triplets.
/ large oenltral
microtubules vacuole

amyloplast
cytoplasm (starch grain)

ribosome cytoplasm

° )
cell (plasma) » k \ ¢
membrane \:: § ° s
~ 5

ANIMAL CELL PLANT CELL

Obrazek 2.1: Schéma Zivoc€isné a rostlinné buriky. [3]

Pii analyze mechanickych vlastnosti bunék je tfeba brat v uvahu jejich vnitini
strukturu, pfi¢emz lze vyty¢it tii nejdilezitéjsi soucasti pro jejich popis (nejen) z hlediska
biomechaniky [4]:

plazmaticki membrana — fosfolipidova dvojvrstva s mnoZstvim proteinii a
glykolipidd, jenz primarné oddéluje obsah buiiky od okoli a funguje jako selektivni

permeabilni membréana

jadro — organela obalend vlastni jadernou membranou obsahujici chromatin, jadérko
a jadrnou matrix

cytoplazma — sklada se z matrix, jenz obsahuje tfi zakladni skupiny struktur:
bunécné organely, cytoskelet a inkluze

Plazmatickd membréana je sama o sobé malo odolna vii¢i externimu mechanickému
pusobeni, proto je z vnitini strany vyztuzena tzv. endoskeletem (cell cortex) a ze strany
vngjsi funguje extracelularni matrix jako exoskelet. Endoskelet je v nékteré literatuie
vniman coby soucast cytoskeletu [5], jinde se 0 ném pojednava jako o slozce plazmatické
membrany [1]. V kazdém piipadé ho Ize popsat jako specializovanou vrstvu tvotenou
F-aktinem, aktin vazajicimi proteiny, myozinovymi motorovymi proteiny a spektrinem.
Ovliviiuje chovéani plazmatické membrany, vlastnosti jejtho povrchu a podili se na
bunécné adhezi, jednak na mezibunécéné trovni, jednak na Grovni buiikky a substratu.

[11[5]
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V extracelularnim prostoru se pak nachazi vnéjsi opérna soustava bunky (exoskelet),
ktera je tvofena prvky extracelularni matrix a k plazmatické membrané je pfipojena skrze
tzv. integriny, specialni membranové integralni proteiny. V extracelularni matrix

nachazime kolagen, elastin, fibronektin, laminin, glykoproteiny a proteoglykany. [5]

‘,S'Gel-formmg / ’

Collagen

Extracellular matrix
(ECM)

i &
3
<% \ ‘ i wmwu i
c
- - »
‘::‘: .‘ ./., _. . . . .V : A .n ../.? .. .,
g L Actin filament

Obrazek 2.2: Schéma pfipojeni extracelularni matrix k aktinovému endoskeletu
skrze integriny [6]

Glycocalyx;
stiffness 200400 Pa
By ——— Membrane;
AL tension <10mNm™*

Actin cortex;
stiffness 40-100kPa

Cytosol;
viscosity 10-100 mPas

Filaments;
stiffness 0.1-1kPa

Nucleus;
stiffness 1-10kPa

Obrazek 2.3: Schematicka reprezentace adherentni sav¢i builky a vyznamnych
struktur z hlediska biomechaniky [7]

V této praci je hlavnim biomechanickym parametrem modul pruznosti.
U jednotlivych lidskych bunék se typické hodnoty modulu pruznosti pohybuji v fadech
desetin az stovek kilopascalu. [8]
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2.2 Cytoskelet jako hlavni biomechanicka struktura

Mechanické vlastnosti bunék, které jsou hlavnim tématem této prace, jsou velkou mérou
ovlivnény strukturou a vlastnostmi cytoskeletu. Ten tvofi trojrozmérnou opérnou sit’
rozprostfenou skrz cely cytosol buiiky. Ma zasadni vliv na tvar, mechanickou stabilitu a
tuhost (potazmo modul pruznosti) bunék, ale také na pohyblivost. Pohyblivost je
zprostiedkovana specializovanymi povrchovymi strukturami, jako jsou fasinky, bi¢iky,
bunééné adheze apod. S rozsahlejsim studiem cytoskeletu se zjistuje, Ze se jedna o
strukturu dynamickou — ucastni se cytoplazmatického transportu, bunééné signalizace,
umoznuje vytvorit mezibunéénd spojeni ¢i naopak buiiku izolovat v mezibunééné hmot¢.
Jeho dalsi stézejni funkci je tvorba déliciho vieténka pti mitoze. [1][4]

Obecné se cytoskelet sklada ze tii typi filament, vlaknitych struktur, které se rozliSuji
dle ploSného priufezu. Uspofaddni prostorové i ¢asové a funkéni dynamiku filament
ovliviiuji zejména doprovodné, téz asociované, proteiny, jako napt. plektin, kterému je
vzhledem k tématu diplomové prace vénovana samostatna podkapitola. [4]

| \'1 { 1AnAAn ‘

Hm“ |L },M ! UL ||| H“]»

ACTIN FILAMENTS

<Spum 25 nm
nannannannaraARn INTERMEDIATE
ULouu YLy _N JUULL FILAMENTS
*’// P~ \(PZ T S Tt T s

I
o

25 nm

NNNAANA

I
il

ﬁ"‘ | -L ’ MICROTUBULES
|

I
;\/1
)

25 um

Obrazek 2.4: Srovnani morfologie a rozmisténi filament v bunce. [9]
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2.2.1 Mikrofilamenta

Mikrofilamenta jsou tvofena aktinem, proteinem, jehoz molekula je tvofena 375
aminokyselinami. Jedna se o nejtenci z filament cytoskeletu, pfi¢ny primér je 5-7 nm.
Zakladni stavebni slozkou aktinovych mikrofilament jsou globularni jednotky G-aktinu,
které naslednou polymerizaci tvoii vlaknity F-aktin. Dvojita Sroubovice F-aktinu pak
tvofi vysledné mikrofilamentum. Pod pojmem aktin je zahrnuto mnoho typi, které se
mohou liit i jedinou zménou aminokyseliny v molekule — tyto zmény maji za nasledek
spektrum funkénich a strukturalnich modifikaci v jednotlivych typech bunék. [4]

Aktinova mikrofilamenta nachazime v nesvalovych i svalovych bunkach. Ve
svalovych buiikach tvofi spole¢né s vldkny myozinu kontraktilni element, ktery lze
oznacit jako stabilni strukturu. Oproti tomu v bunkach nesvalovych jsou mikrofilamenta
struktury labilni a vysoce dynamické, kdy neustale dochazi k disociaci a opétovné
polymerizaci aktinu, a to v reakci na zmény koncentrace iontti vapniku v cytoplazmé.
Pravé v nesvalovych buiikach tvoii mikrofilamenta zaklad cytoskeletu, tzv. difuzni sit’.
Vetsi koncentrace mikrofilament se u vétSiny bunck dale nachazi pod cytoplazmatickou
membranou, kde tvofi tzv. terminalni sit’. V neposledni fad¢ tvoti soucast povrchovych
struktur, napf. v mikroklcich, jak je patrné i na obrazku 2.4. [4][5]

Rozmanitost aktinu také umoziiuji ¢etné doprovodné aktin vazici proteiny, z nichz
nejdulezitéjsi jsou napt.: alfa-aktinin, vinkulin, tropomyozin, fodrin. Na obrazku nize jsou
ilustrovany funkce doprovodnych proteint v interakci s aktinem. [5]

Monomery aktinu

(1] RE e . _ « Protein
— Be o=l —— = = == odélujici monomery
Nukleaéni protein . H -
e
Odstfihujici protein s " o m

Aktinova filamenta Svazky tvorici protein

\ 6
3
\: \\\\

9/;/

Motorovy ‘protein
Prokfizujici protein
‘: -\\\ R
Protein vazany —-—

ze strany

Capkujici protein

Obrazek 2.5: Hlavni tfidy aktin-vazajicich proteint [5]
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2.2.2 Intermedialni filamenta

Jsou tvorena dlouhymi vldknitymi strukturami a jejich nazev je odvozen od skutecnosti,
ze jejich prafez, 10-12 nm, je ten¢i nez u mikrotubuldl, ale tlust$i nez u mikrofilament,
jsou tedy rozmérov¢ ,,uprostied. Zakladni podjednotkou je monomer, dva monomery se
pak za pomoci globularnich koncii spojuji do dimerti. Dva posunuté dimery se dale spojuji
paraleln¢ a tvofi tetramery, které se nasledné opét paralelné spojuji a vytvareji sto¢enou
strukturu intermedidlniho filamenta. Hlavnimi vlastnostmi IF jsou: stabilita, pevnost,
opérna funkce pro ostatni bunééné struktury. [4]

Intermediélni filamenta (IF) jsou tvofena riznymi proteiny, podle kterych se daji IF
rozdélit do nékolika skupin [4]:

a) Keratinova IF — nachazeji se v burnikach epitelového ptivodu. Keratiny piedstavuji
skupinu cca 20 fibrilarnich polypeptidi, které jsou natazeny ptes celou cytoplazmu
a jsou nepiimo propojeny se sousednimi bunéénymi filamenty pomoci
specializovanych bunéénych adhezi — desmozomu. Keratinova vldkna, pfimo
zakotvend VvV desmozomech, maji velky mechanicky vyznam, protoze jsou velmi
odolna proti pfetrzeni. Genetickd porucha jejich tvorby zapficifiuje onemocnéni
zvané epidermolysis bullosa (kfehka klze). Asociované (doprovodné) proteiny
dulezité pro funkce a morfologii IF jsou zejména plektin, filagrin a dermoplakin.
Uplatnéni nachazeji IF i v hemidesmozomech (typ 1), kde jde o ukotveni epitheli na
bazalni laminu a pod ni lezici vazivo. [4][10]

desmosomové cadheriny ‘
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Obrazek 2.6: ilustrace uspotfadani desmozomu a hemidesmozomu [4]
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b) Vimentinova IF — nachazeji se v buitkach mesenchymalniho ptivodu, nékterych
embryonalnich a nediferencovanych bunkach. Ve velké mife se nachazeji ve
fibroblastech, chondroblastech a bunikach endotelu.

¢) Desminova IF —nalézame je ve svalovych strukturach, zejména v okoli Z-linie pfi¢né
pruhovanych vlaken svalil, kardiomyocytl i u svaloviny hladké.

d) Neurofilamenta — nachazeji se v cytoplazmé neuront, jejich funkce jesté nebyla
pfesné objasnéna.

e) Gliova IF — jsou tvofena kyselymi proteiny fibrilarni povahy a vyskytuji se zejména
Vv astrocytech, v podptrnych gliovych buiikach.

2.2.3 Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou tubularni struktury tvofené proteinem tubulinem a jedna se o nejtlustsi
typ filament cytoskeletu. Jejich vnéjsi primér je asi 24 nm a jsou riizn€ dlouhé. Typicky
se jedna o piimé nevétvené struktury. Sténu tvofi 13 paralelné soub&éznych protofilament.
Zakladni stavebni jednotkou mikrotubulii jsou heterodiméry tubulinu, coz jsou dvé
polarizované molekuly tubulinu, téZ oznacované jako tubulin o a B, které se 1iSi malou
nuanci Vuspofadani aminokyselin. Tyto heterodiméry pak polymerizuji a vytvari
protofilamenta. [4][11]

Obrazek 2.7: Schéma stavby mikrotubult [11]

Mikrotubuly jsou dynamické struktury zodpovédné napf. za vyménu
polymerizovanych molekul za latky rozpusténé v okolni cytoplazmé. Jedna se o labilng&jsi
struktury nez mikrofilamenta a jejich polymerizace je fizena specialnimi organizujicimi
centry. Tvorbu, rGst a funkci mikrotubull vyznamné ovliviiuji jejich doprovodné
proteiny, pficemz nékteré mohou mikrotubuly stabilizovat a jiné zprostfedkovavat
transport. Mikrotubuly se v cytoplazmé vyskytuji bud difuzné, kdy udrzuji
specializovany tvar bunc€k, nebo tvoii organizované struktury déliciho vieténka a
»Kkolejnice* pro pohyb riznych struktur. Velky vyznam mikrotubulli spociva pravé
Vintracelularnim  transportu  rlznych komponent cytoplazmy, mitochondrii,
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cytoplazmatickych  vezikul, transportu latek v drobnych vezikulach mezi
endoplazmatickym retikulem a Golgiho komplexem apod. Pro v§echny transporty jsou
esencialni doprovodné proteiny — kinesin a dynein, které na sebe vazi transportované
struktury a funguji jako nosice, které ,.kraceji* po mikrotubulech s nakladem. [11][12]

Microtubule Transport

Protofilament Kinesin

a-tubulin B-tubulin
L |

1
Tubulin dimer

Lineage ©
Obrazek 2.8: Asociované proteiny mikrotubulll, kinesin a dynein,
zprostiedkovavajici intracelularni transport [12]

2.2.4 Doprovodné proteiny

Kromé vySe zminénych tfi druhti filament se v cytoskeletu uplatiuji doprovodné
(asociované) proteiny, které maji zasadni tulohu ve funkcionalizaci, organizaci,
reorganizaci, odbouravani a pfipojovani filament k dal$im strukturam. Kazdy typ
filament ma své charakteristické doprovodné proteiny. Jiz byly zminény kinesin a dynein
u mikrotubull, u intermediélnich filament plektin a dermoplakin a v piipad¢ aktinovych

mikrofilament nalézame napf. tropomyozin ¢i vinkulin. [4]
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Plektin

Plektin je velky cytoskeletalni protein (>500 kDa), jenz nalezi do skupiny proteind zvané
plakiny, které maji spojujici funkci, téz se nazyvaji ,.cytolinkery* [13]. Plektin ma
multidoménovou strukturu, ktera umoznuje vzajemné propojeni intermedialnich filament
S dalSimi bunéénymi strukturami, vcetné zminénych aktinovych mikrofilament a
mikrotubuld, které spole¢né organizuje [14]. Tim ma zasadni vliv na:

a) mechanickou stabilizaci bunék a mezibunééné interakce, protoze umoziuje
zakotveni a propojeni cytoskeletalnich IF jednak uvnité buriky, jednak k
desmozomuim (kotvicim spojliim na mezibunécné urovni)

b) regulaci cytoskeletalni dynamiky, jelikoz plektin funguje jako draha pro signalni
molekuly, které za tuto dynamiku odpovidaji.

Protein plektin se vyznacuje velkym poctem riznych isoforem, v jakych mize byt
exprimovan, a to diky alternativnimu sestfihu prvniho exonu. [14][15]
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Obrazek 2.9: Vyskyt a funkce plektinu [15]

Uplna deficience plektinu je pro Zivé organismy neslucitelna se Zivotem, alespoii pro
to svéd¢i studie z roku 1997 [16], ktera studovala funkce plektinu na plektin-deficientnim
myS$im modelu. VSechny mySsi zahynuly do tfi dnd od narozeni, pficemz jejich kiize
vykazovala hojnou tvorbu puchyit zapii¢inénou degeneraci keratinocytd, hlavnich
pokozkovych bunék. Podobny kozni fenotyp je znamy u pacienttii, ktefi trpi nemoci
zvanou epidermolysis bullosa, téZ nemoc motylich kiidel, jenZ je zplsobena mutaci
nékterého z gend jako je pravé plektin, laminin, integrin ¢i keratin, které se podileji na
stavbé pokozky. Taktéz byly pozorovany abnormality u skeletdlniho svalstva a
dezintegrace interkalarnich diskd, tj. bunéénych spoji kardiomyocyti. [16]
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Jiné studie zabyvajici se funkci plektinu na bunééné urovni poukazuji na jeho vliv na
mechanickou odolnost bunék, morfologii, prostorové uspotradani bunék, organizaci
cytoskeletu, mezibunéénych spoji, na bunéénou motilitu apod. U nékterych plektin-
deficientnich bun¢k, napt. u myoblastli, byla prokdzana mensi tuhost, vétsi tolerance
k mechanickému pisobeni a niz$i mira adheze. Oproti tomu u jiz zminénych keratinocyti
byly plektin-deficientni bunky tuzsi, vice kontraktilni, hife snasely vnéj$i mechanické
pusobeni a mély vétsi motilitu. [17]

Plektin je téz zodpovédny za prostorovou organizaci kleci podobné sité IF okolo
jadra bunky [18]. Stim souvisi vliv absence plektinu na morfologii buiky a jeji
prostorové usporadani, kdy byl u plektin-deficientnich keratinocyti (KO) pozorovan vétsi
pomér velikosti jadra ku celkové velikosti buniky, nez tomu bylo u bun¢k bez vnesené
mutace pro plektin (WT) — viz obrazek nize. [19]
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Obrazek 2.10: Vliv plektinu na tvar buriky a deformaci jadra. (A) Reprezentativni
snimky bunécné morfologie WT a KO keratinocytt z optického mikroskopu. (B)
Snimek z fluorescen¢niho mikroskopu zobrazujici keratinovou sit’ a morfologii jadra
(barveno DAPI) u WT a KO. (C) Kvantifikovana plocha jadra u WT a KO. (D) Pomér
velikosti jadra ku rozméru bunky pro WT a KO keratinocyty. [19]
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2.3 Rakovinna bunka

Rakovinné buniky se od zdravych lisi v mnoha ohledech. Tyto rozdily jim umoziuji
nekontrolovatelné rust a stat se invazivnimi. Jedna ze zakladnich odlisnosti je fakt, ze
rakovinné bunky jsou mén¢ specializované nez ty normalni, takze zatimco zdrava lidska
burika dozraje pro specifickou funkci, kterou ma zastavat na ur¢itém misté a regulovanym
zptusobem, rakovinné bunky se nepretrzité déli. Jsou schopné ignorovat signaly pro
zastaveni bunééného déleni ¢i navozeni apoptdzy, kterou se organismus zbavuje
nepottebnych bunék. Dale jsou nadorové builky schopné ovliviiovat své okoli tak, aby
zajistily vhodné nadorové mikroprostedi. [20] Nadorovym mikroprostfedim se rozumi
vlastni nadorova masa, veskeré dalsi bunécné (leukocyty, fibroblasty) i nebunécné slozky
(signalni molekuly, slozky extracelularni matrix) nadorové tkané€, bezprostiedni okoli
nadoru a dynamické interakce, které probihaji na rGznych Urovnich. [21] Pro lepsi

vvvvvv

Tabulka 2.2: Rozdily mezi normalnimi a rakovinnymi buiikami [20]

Znak

Normalni bunky

Rakovinné buiky

Ristové faktory (RF)

Inhibice rastu
V zavislosti na hustoté

Specializace a dozravani

Kontaktni inhibice

Apoptdza

Proto-onkogeny

Tumor-supresoroveé
geny
Morfologie

Imunitni odpoved
organismu

Pocéet chromozomu

Telomery

Pti dosazeni limitu déleni ¢i miry
rustu produkce ustava

Pti dosazeni dané hustoty v
prostiedi

Dozréavani ve specializované
bunky; bunécné déleni ustava u
plné diferencovanych bunck

Odpovéd’ na signal od okolnich
bunék k inhibici ristu

Je-li bunka nepotfebna, stara
nebo ma nevratné poskozenou
DNA

Napomahaji ristu a déleni

Zpomaluji bunécné déleni a rist,
opravuji DNA a spousti apoptozu
Uniformni v dané tkani

Odstranény lymfocyty v pripadé
poskozeni

Normalni

Zkracuji se

Mén¢€ zavislé na okolnich RF,
mohou produkovat vlastni

Rist a déleni pokracuje bez
ohledu na hustotu

Bez specializace a
diferenciace, rychle se déli

Bez odezvy na signaly od
okolnich bun€k, dale
neorganizovang rostou a
pronikaji do okolni tkané

Neprovadi opravné procesy
DNA, nespousti se apoptoza,
ziji déle

Zmutované proto-onkogeny
Se stavaji onkogeny a aktivuji
nekontrolovatelné déleni
Neaktivni, nemize pustit
apoptézu v pripadé poskozeni
¢i stari

Rozdilné tvary a velikost
Schopnost inaktivovat
imunitni odpovéd’ organismu
Abnormalni

Regenerace telomer,
neomezené déleni
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Z dosavadniho vyzkumu mechanickych vlastnosti, zejména tuhosti a modulu
pruznosti, vyplyva, ze vétsina typa jednotlivych rakovinnych bunék vykazuje mensi
tuhost nez buiiky plvodni zdravé tkané, coz se zda jako paradoxni zjisténi vzhledem
k faktu, Ze nadorové masy maji naopak vétsi tuhost nez okolni tkan, viz obr. 2.11. Vyssi
mikroprostiedim, u jednotlivych bunék se tyto faktory nemohou pln¢ uplatnit. Navic byly
pozorovany zmény v usporadani cytoskeletu — napt. byl zjistén mensi pocet stresovych
aktinovych vlaken a zmény v uspotadani a organizaci intermedidlnich filament. Dale byly
pozorovany zmény v expresi lamininu v obalu jader nékterych nadorovych bungk, které
maji za nasledek deformaci jaderného obalu. Také objem jadra je u malignich bunék vétsi
a tvar je nepravidelny, viz obr. 2.10. [22]
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Obrazek 2.11: Porovnani modulu pruznosti pro rizné typy rakoviny na trovni
a jednotlivych bunék b celé tkané [23]
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2.4 Hepatocelularni karcinom

Hepatocelularni karcinom (HCC) je zhoubné naddorové onemocnéni jater, které ma svij
puvod v epitelovych bunkach. Podle dat Global Cancer Statistics k roku 2018 se HCC
fadi mezi Sest nejCastéjSich typt rakoviny obecné, je to ¢tvrtd nejvice letalni forma a mezi
zhoubnymi onemocnénimi jater se jednd o nejCastéjsi typ onemocnéni [24]. Celkové
Castéji postihuje muze nez zeny. Nejvice pripadd HCC se vyskytuje ve vychodni a
jihovychodni Asii — zejména v Mongolsku (93,7/100 000 obyvatel), Vietnamu,
Kambodzi, Laosu, Thajsku a Cing, déle se na piednich piickach objevuje Egypt a mnohé
staty rovnikové Afriky [25]. V Ceské republice jde o méné &asty typ zhoubného
onemocnéni, incidence k roku 2017 byla 9,14/100 000 obyvatel. [26] Rizikovymi faktory
pro vznik HCC jsou virové ndkazy zloutenkami typu B a C (HBV, resp. HCV) rozvinuté
do chronické formy onemocnéni, v jejichz dasledku se funkéni tkan jater méni na
cirhotickou tkan. V tomto ohledu je rizikova i alkoholicka hepatopatie nebo
nealkoholicka steatohepatitida. Necirhotickd pfi¢ina vzniku HCC muze byt pak
dlouhodoba expozice aflatoxinu. [27]

Diagnostiku lze provést sonograficky, vypocetni tomografii (CT), magnetickou
rezonanci (MR), PET/CT skenem ¢i zjisténim hladiny alfa-fetoproteinu (AFP).
Sonografie je obvykle prvni volbou diky své nendro¢nosti, malym nékladim a dobré
specifité a senzitivité. Dokaze zachytit nadory velikosti 3 cm a vySe. S vyhodou lze
intravendzné aplikovat kontrastni latku SonoVue. CT a MR techniky slouzi
k pokrocilejSimu studiu charakteru lozisek, zjisténi jejich po¢tu a vztahu K cévnimu
systtmu. PET/CT je uzitecné pro urCeni stddia onemocnéni, zejména se pouziva
Vv individualnich pfipadech u operabilnich nador. Na konec zminéné laboratorni
vySeteni hladiny AFP z krve pacienta mize pii zvySeni indikovat cirhozu jater, pfi
vysokych hladinach nad 250 ng/ml indikuje toto onemocnéni az v 90 % piipadd. [26]

Obrazek 2:12: sonograficky nalez HCC [28]
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Pfi stanovovani prognozy se vyhodnocuji tii zakladni faktory [26]:

a)

pokrocilost nadoru — zahrnuje TNM klasifikaci a lokalizaci lozisek, pficemz TNM
klasifikace popisuje anatomicky rozsah nemoci a hodnoti se tfi komponenty [29]

T: rozsah primarniho nadoru
N: nepfitomnost/piitomnost metastdz s miznich uzlindch a jejich rozsah

M: nepfitomnost/ptitomnost vzdalenych metastaz

b) performance status pacienta (PS) — jak pacient zvlada bézné Cinnosti a jak ho

onemocnéni limituje v kazdodennim zivoté

c)

funkc¢ni stav jater — je mozné pouzit Child-Pugh skore, které se bézn¢ urcuje u
chronickych pacienti s jaterni cirh6zou a u pacientli ¢ekajicich na transplantaci

Tyto faktory pak slouZi pro zatfazeni stadia v rdmci Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC), coz je mezinarodné uznavana a vyuzivana klasifikaéni metoda, ktera kazdému
stadiu prifazuje prognézu a idealni 1é¢ebny postup. HCC je tak rozdélen do 5 stadii — O:
velmi Casné stadium, A: cCasné stadium, B: stfedé¢ pokrocilé stadium, C: pokrocilé
stadium, D: terminalni stadium. [30]

HCC
Very early stage Initial stage Intermediate stage Advanced stage Terminal stage
(0) (A) (B) ©) (D)
Single <2 cm Single or 3 nodules <3 cm Multinodular Portal invasion Child-Pugh C,**,
Child-Pugh A, PS 0 Child-Pugh A-B, PS 0 Child-Pugh A-B,*, PSO Extrahepatic involvement PS 3-4
] Child-Pugh A,-B* PS 1-2
Potential candidate for
£ liver transplant Once 3 nodules <3 cm
w
o
5 ‘_L_* v
g Ponal pressure
No Yos —p bilirubin
Associated
Normal Increased —P diseases
l No Yes
—. v v v
%:‘, Ablation Resection || Transplant Ablation TACE Sorafenib
E BSC
£ Effective treatments with impact on survival

Obrazek 2.13: BCLC klasifika¢ni diagram pro HCC a jeho 1é¢bu [30]

Dle diagramu BCLC je pro stadium 0 indikovana ablace, pro stadium A resekce,
ablace ¢i transplantace, pro stddium B je doporuCena trans-arteridlni chemoablace
(TACE), pro stadium C chemoterapeutika (napi. Sorafenib) a ve stadiu D je mozna jen
podpurna 1é¢ba. [30]
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Ve védeckém vyzkumu rakoviny in vitro se vyuZzivaji izolované bunécné linie, které
byly ptivodné ziskany z nadorovych mas skute¢nych pacientii. Tyto linie maji definované
vlastnosti (tvar, rychlost d€leni) a jsou dobie popsany vhodné podminky kultivace
(idedlni médium, teplota, konfluence, povrch kultivaéni nadoby). Pro tuto praci byly
zvoleny dv€ bunécné linie hepatocelularniho karcinomu, a sice HuH7 a SNU475.

2.4.1 Bunécna linie HuH-7

Zkratka HuH vychézi z anglického nazvu ,,Human Hepatoma“. HuH7 je permanentni
bunécna linie, kterd byla izolovana v roce 1982 z diferencovaného hepatocelularniho
karcinomu 57letého pacienta muzského pohlavi japonské narodnosti. Pacient nebyl
infikovan virem HBV ani HCV. Buiiky HuH7 maji 55 aZ 63 chromozom a vyznacuji se
velkou heterogenitou. Typicky se vyuzivaji jako konvencni ndhrada primarnich
hepatocytil a s vyhodou se pouZivaji pro studium viru hepatitidy typu C, ke kterému je
tento typ bun¢k vnimavy a HCV se v ném dobie mnozi. [31]

Bunky ziji adherované a tvofi souvislou monovrstvu. Doporuc¢ené kultiva¢ni médium
je DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) s 10% FBS (fetalnim bovinnim sérem)
a pridavkem antibiotik. Buiiky by mély byt umistény v termoboxu s teplotou 37 °C a 5%
koncentraci CO2. Doba potiebnd ke zdvojeni bunék je 24 az 32 hodin a je vhodné
udrzovat konfluenci 30-90 %. [32]

Obrazek 2.14: Snimek HuH7 z optického mikroskopu (vlastni)
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2.4.2 Bunécna linie SNU745

Bunééné linie s ozna¢enim SNU je ndzev pro 109 riiznych linii rakovinnych bunék
puvodem ze Seoul National University ziskanych od korejskych pacientl po¢inaje rokem
1982. Tyto linie byly ulozeny do Korejské banky bunéénych linii, odkud se daji zakoupit.
Celkem bylo izolovano dvanact linii HCC, naSe pouZitd linie nese oznaeni SNU475.
Byla ziskéna od 47letého Korejce, ktery byl HBV pozitivni. SNU475 jsou vhodné ke
studiu exprese HBV, ke studiu methylace genii a dal§im vyzkumtm v oblasti zhoubnych
nadort jater. [33]

Tento typ bunék téz adheruje ke dnu kultiva¢ni nadoby, tvoii souvislou monovrstvu
vietenovitych protdhlych bunék, kultivaéni médium je stejné jako u HuH7, tedy DMEM
s 10% FBS a antibiotiky. Stejné jsou i podminky kultivace pii 37 °C s 5% obsahem oxidu
uhli¢itého. Doubling time, tedy Cas zdvojeni bungk je cca 35 hodin. [33]

Obrazek 2.15: Snimek SNU475 z optického mikroskopu (vlastni)
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2.5 Epitelialné-mesenchymalni tranzice

Epitelialné-mesenchymalni tranzice (EMT) je reverzibilni proces, kdy se nepohybliva
epitelidlni buika fenotypové transformuje do buniky mesenchymadlni, ktera neni
polarizovana a neni vdzana na bazalni laminu ani mezibunénymi spoji, na rozdil od
bunky epitelu. Tim je umoznéna motilita mesenchymalni bunky. Kromé pohyblivosti a
migracni schopnosti je tento fenotyp charakterizovan zménou tvaru na vietenovity,
zvySenou tvorbou extracelularni matrix (ECM), vys$si mechanickou odolnosti a vyssi

odolnosti vii¢i apoptoze. [34]

Epitelialni bunky jsou zakladni stavebni jednotky epitelovych tkani. Tyto tkan¢ maji
zakladni funkci kryt volné povrchy a vystylat dutiny orgént. Epitely mohou byt
funkcionalizované, napt. zlazami ¢i fasinkami. V neposledni fadé tvoii bariéru mezi
jednotlivymi kompartmenty v organismu, které se 1isi prostfedim. Pro jednotlivé buiiky
je tedy charakteristicka polarita (rozliSuje se apikalni a bazalni pol buiky), dale
mezibunééné spoje a prilehlost k bazalni laminé (membran¢). Bazalni membrana je tenka
vrstva extracelularniho materidlu, kterd tvofi rozhrani epitel-vazivo a ukotvuje buiky
epitelu. Ty se k membrané pfipojuji bazolateralnim polem, viz obrazek nize. [4]

Epithelial tissue

Apical
region

Basolateral
region

Connective tissue

Obrazek 2.16: Schéma epitelové tkané a polarity epitelovych bunék [35]

Mesenchymalni buiiky maji oproti epitelovym jednodussi stavbu, postradaji polaritu
1 pevna bunécna spojeni. Déle je pro né typicka siln€ rozvinuta cytoskeletalni sit’, ktera
proptj¢uje mesenchymalnim buitkdm vétsi mechanickou odolnost, velky vyznam zde
zaujimaji intermedialni filamenta vimentinu. Schopnost vytvaiet latky pro remodelaci
extracelularni matrix jim umoziuje prochazet mezi kompartmenty. Za zmény v expresi
bilkovin cytoskeletu, schopnost degradovat ¢i ptestavovat ECM a také zmény v expresi
specifickych mikroRNA jsou zodpovédné transkripcni faktory, coz jsou bilkoviny, které
se podileji na iniciaci transkripce. Tyto bilkoviny se aktivuji intracelularné. [34]
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Obrazek 2.17: Zména epitelovych bunék na mesenchymalni [7]

EMT hraje dilezitou ulohu v mnohych procesech lidského vyvoje, zejména
Vv embryondlnim stadiu. Ddle se uplatiiuje pfi hojeni ran a regeneraci tkani. Na druhou
stranu, pokud dojde k poruse tohoto mechanismu, hrozi vznik fibroz a nadorového bujeni.
EMT je jednim z mechanismt, ktery stoji za diseminaci nadorovych onemocnéni,
zejména karcinomd, coz jsou zhoubné nadory vznikajici z epitelovych bunék. V literatuie
se Casto objevuje pojem ,,metastaticka kaskada®, na jejimz pocatku stoji pravé EMT.
Pozménéné mesenchymalni buniky se aktivné dostavaji do cévniho feciste, kterym jsou
nasledné unaSeny do vhodného mista pro nidaci, kde adheruji k endotelu cév a
diapedézou prostupuji do tkané — typicky se jedna o parenchymové organy, jako jsou
jatra, ledviny ¢i plice. V cilovém organu pak probihd opacny proces, tedy
mezenchymalné-epitelialni tranzice (MET), nadorové bunky dale proliferuji a mohou
tvorit sekundarni nadory (metastaze). [34] [36]

Jako dikaz procesu EMT slouzi charakteristické markery. Epitelidlni a
mesenchymalni fenotypy maji markery odlisné, viz nasledujici tabulka:

Tabulka 2.3: Markery epitelialniho a mesenchymalniho fenotypu [36]

Markery epitelialniho fenotypu Markery mesenchymalniho fenotypu
E-kadherin N-kadherin
Cytokeratin Fibroblast specificky protein 1
(FSP1)
Kolagen 4 alfa | Vimentin
Laminin Snail
Desmoglein-3 Slug

Mucin-1 Alfa hladkosvalovy aktin

Syndecan-1 Desmin

28



V soucasné dobé rozeznavame tfi typy EMT, oznacuji se fimskymi ¢islicemi, jedna
se tedy 0 EMT I, EMT Il a EMT IlII.

Type 1 EMT Type 2 EMT Type 3 EMT
7-7$7$7 ‘ 7-7-7$7 7-7&7$7
= -0 =] T
‘ EMT ‘ EMT ‘ EMT
gastrulation injury carcinogenesis
4 mesoderm o : nbroblas;s R
“neural crests = - = - =
cardiacvalves
secondary palate
- ver

-

collagen deposition/
fibrosis

differentiated tissues carcinoma cells

: E-cadherin basement membrane

Obrazek 2.18: Piehled typi EMT [37]

251 EMT I

EMT I, téZ oznacovana jako vyvojova EMT, je souhrn vSech procest tranzice, které
probihaji v embryonalnim vyvoji. Nej¢asnéji je EMT pozorovatelna pti gastrulaci, coZ je
embryonalni proces spadajici do tfetiho tydnu vyvoje lidského jedince, na jehoz konci
jsou vytvoreny tfi zdrodecné listy (ektoderm, mezoderm, entoderm), ze kterych se dale
vyviji diferencované tkan¢, viz obr. 2.18. Proces EMT I je provazen zménami nékterych
transmembranovych proteinti, zejména kadherini, které se podileji na tvorbé
mezibunéénych spojeni. Dalsi ptiklad vyvojové EMT je proces zakladani neurdlni
trubice, formovani srde¢nich chlopni a srde¢niho skeletu. [34]

252 EMT II

Druhy typ tranzice se uplatiiuje pii hojeni ran, regeneraci tkdni a bohuzel je spojen i
s fibrozou tkéani, kdy dochdzi k nahromadéni vazivové tkané na ukor funkéni tkéné.
EMT II se spousti pii posSkozeni organti nebo zanétlivé reakci a jejim disledkem je tvorba
fibroblastu, viz obr. 2.18. V idealnim ptipadé je po odeznéni zanétlivé reakce proces EMT
IT ukonc¢en. Pokud zanétliva reakce neuticha (stav ptesel do chronického stadia), dochéazi
k hromadéni zanétlivych bunék a fibroblasti, zdrava funkéni tkan je ni¢ena a nahrazuje
ji vazivo. Tvofi se jizvy, zvySuje se tuhost a klesa fyziologicka funkénost daného organu.
Diikazem EMT II jsou jednak specifické markery mesenchymalniho typu, jako napf.
vimentin, desmin nebo fibroblast specificky protein 1, jednak jsou pfitomny i markery
epitelialniho fenotypu — napt. E-kadherin a cytokeratiny. Tvorba fibr6z spojena s EMT |1
byla prokazana v zazivaci trubici. ledvinach, jatrech a plicich. [34]
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2.5.3 EMT Il

Treti typ epitelialné-mesenchymalni tranzice je spojen s diseminaci nadorovych
onemocnéni a pocatkem metastatické kaskady, viz obr. 2.19. Jelikoz tranzice probiha
z epitelialniho fenotypu, tyka se tento fenomén Sifeni zejména karcinomd, které maji svij
puvod praveé v epitelové tkani, jak bylo zminéno jiz vySe. EMT je zodpovédna za prvotni
zmény na primdrni nadorové tkani v pocatku diseminace. I epitelové bunky karcinomu
adheruji k bazalni membran¢ a jsou vzdjemné propojeny bunéénymi spoji, proto je EMT
vyhodny zptisob ziskani motility a migra¢ni schopnosti. Nejprve se bunky zbavuji
zavislosti na bazalni membrdné a az poté na sousednich buiikdch. Dale ziskévaji
schopnost infiltrovat se pfes bazidlni laminu — Vvtomto stddiu je mozné stanovit
mesenchymalni markery (vimentin, alfa hladkosvalovy aktin, fibloblastovy specificky
protein 1) a to zejména v okrajovych ¢astech primarni masy. Dochazi k tzv. tumor
buddingu — jedna se o histologicky nalez, kdy se identifikuji klastry ¢i jednotlivé
nadorové bunky, které opustily vlastni parenchym karcinomu a uvolnily se do okolniho
stromatu. Tyto buniky jsou jiz mechanicky odolné — aby odolaly tlakiim v cévach, schopné
dostat se do cévniho fecisté (intravazace), migrovat a dostat se z cév do sekundéarni
lokality (extravazace). [34]

Cancgr- ) -
:imla::td Por - on g» Tumor-associated macrophage

Epithelial cell
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& —Exosome
Endothelial cell
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Obrazek 2.19: Prubéh diseminace nadorovych bunék z primarniho karcinomu a
vznik metastaze [7]
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Signalni drahy v procesu EMT u metastdz jsou stale pfedmétem vyzkumu. Jsou
znamy konkrétni signalni molekuly, které spoustéji program tranzice, avSak presny
mechanismus objasnén neni. Byly identifikovany rlstové a transformacéni faktory
pochézejici ze stromatu karcinomu (napt. HGF, EGF, TGF-p), které¢ nasledn¢ indukovaly
faktory transkripcni (Snail, Slug, Twist). Transkripcni faktory pak mohou spoustét
program EMT, pfiemz nejcastéji se jedna o multifaktorialni proces. Samotny prib¢h
EMT je déle zavisly na intracelularnich signalech, kdy se do procesu zapojuje celd fada
zejména integriny, které se podileji na uvoliovani mezibunécénych spoji a oddéleni bunky
od extracelularni matrix. [34] [36]

Indukce signalnim proteinem TGF-p1

V této praci se zabyvam studiem bunék hepatocelularniho karcinomu v procesu EMT,
ktera byla indukovana ristovym faktorem — TGF-. Jedna se o skupinu transformujicich
rustovych faktorli, z biochemického hlediska jde o proteiny slozené ze 112 az 114
aminokyselin. Rodina TGF-B spada do skupiny indukénich faktord, kterymi obecné
rozumime latky uvolnéné ze signalizaéniho centra a které pisobi na uréitou skupinu
bun¢k. Jsou znamy dvé signalni drahy pro aktivaci EMT prostifednictvim TGF-f, av§ak
ob¢ konci aktivaci transkripénich faktort Snail, Slug, Twist, ZEB1 a TCF3, ktera ma za
nasledek inhibici exprese epitelialnich markerd (zejména E-kadherinu) a naopak
podporuje expresi mesenchymalnich markert (N-kadherinu, vimentinu). [38]
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2.6 AFM — méreni mechanickych vlastnosti

Mikroskopie atomdrnich sil (AFM) je neopticka metoda, ktera se fadi do skupiny technik
mikroskopie se skenovaci sondou (SPM). Samotné zafizeni ani nepfipomind klasicky
mikroskop, jeho hlavni Casti je vysoce citlivé mechanické zatizeni, které je schopné
zaznamenavat velmi mal¢ sily, jenz plsobi na atomarni ¢i molekulové Grovni — z této
skutecnosti plyne i samotny nazev metody. Zobrazeni AFM je zalozené na snimani
deflekce ostrého nanohrotu umisténého na cantileveru (ploché pruziné s definovanou
konstantou tuhosti), ktery je v kontaktu s analyzovanym objektem. [39]

Ke snimani ohybu a polohy sondy se vyuziva laser, ktery pomoci optické paky
dokaze i malé zmény ohybového uhlu ¢i polohy pievést na dobfe métitelnou informaci
Vv misté dopadu laseru (viz obrazek 1). VétSina systémi AFM vyuziva detektoru se Ctyfmi
kvadranty, kdy lze soufasn¢ zaznamenavat jednak vertikdlni deflekce porovnanim
signalu z horni a dolni poloviny detektoru, jednak lateralni posun porovnanim signalu
z levé a pravé casti detektoru. [39]

Deflection signal
(A+B)-(C+D)
(A+B)+(C+D)

Detection laser

Quadrant
photodiode

Cantilever deflection | <

1. Attraction or repulsion

/—\/\/\_/
Obrazek 2.20: Princip optické paky [40]

Sample

Metoda AFM se s vyhodou pouziva pro studium biologickych struktur, protoze
umoziuje jejich analyzu v nativnim stavu za fyziologickych podminek. Neni potieba
zadného slozitého procesu piipravy preparatl jako barveni, odvodiiovani ¢i zalévani do
média, ani nejsou kladeny pozadavky na elektrickou vodivost vzorku, jako napf. u
elektronové mikroskopie. Ohledné rozliSeni metody AFM plati, ze je lepsi nez u
optickych metod, u nejlepsich pfistrojii se udava az 10°° m, tudiz je mozné analyzovat
povrch na molekuldrni Urovni. Z naméfenych dat, jejich naslednou analyzou a
zpracovanim ve vhodném softwaru je dale mozné ziskat dalsi informace o vzorku, jako
napft.: topograficky profil, pruznost, tuhost, adhezi apod., je tedy moZné vyhodnocovat
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jak strukturalni, tak i funkéni parametry, a to relativné jednoduse a rychle, vzhledem
k robustnosti metody. [39]

Komplikace pti AFM muze nastat pfi vybéru cantileveru s hrotem, kdy je nutné
vhodné zvolit zejména tvar hrotu a konstantu tuhosti cantileveru tak, aby bylo mozné
zaznamenat pozadované informace, navic i vysledné rozliSeni je ovlivnéno zejména
témito parametry. U Clenitych struktur s vysoce nepravidelnou topografii je pak vétsi
riziko ulomeni hrotu cantileveru a méfeni je tim znehodnoceno. Metoda je také nachylna
na Sum, zejména z okolnich vibraci ¢i hluku, a na jakékoli znec€isténi. [39]

2.6.1 Zakladni soucasti AFM

vvvvvv

Cantilever nesouci hrot — jde o plochy pruzny ¢ip ¢i nosnik, ktery se na jedné strané
pevné mechanicky pfipevni k drzédku a druha strana s hrotem je voln€ ponechdna tak, aby
mohl hrot piijit do kontaktu se vzorkem. Sily, které plisobi na hrot, jsou pak dany ohybem
nosniku a konstantou tuhosti nosniku dle Hookeova zakona, kde F je sila, k je konstanta
tuhosti a d je deformace cantileveru:

F=—k-d (2.1)

Pfi nastavovani kontaktu mezi hrotem a vzorkem se vyuziva optického mikroskopu,
protoze rozméry hrotu jsou v fadech desitek nanometrt. Cantilever musi mit zndmé

mechanické parametry, které by mély byt uvedeny vyrobcem, nejdilezitéjsi z nich jsou
konstanta tuhosti k, rezonanéni frekvence f, tvar a velikost hrotu.

Laser — slouzi ke snimani deformace cantileveru. Vyuziva principu optické paky,
jak bylo zminéno vySe. V praxi se nastavuje pomoci zrcatek tak, aby zisk signalu na
detektoru byl co mozna nejvétsi a aby laser smétoval na hrot cantileveru.

Elektronika — velmi citliva soustava zesilovac¢l, pievodnikl, zpétnovazebnych
¢lend a piezoskeneru, ktera jednak zaznamenava signal v podobé¢ elektrického napéti,
pruzné reaguje na méfené parametry zménou polohy piezo ¢lenu, na kterém je umistén
vzorek.

r wr

Mechanicka ¢ast — soustava citlivych linearnich piezomotorti uréenych k jemnému
polohovani méfici hlavy, potazmo vzorkem
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2.6.2 Médy AFM

Existuji tfi zékladni mody pouziti AFM ve smyslu kontaktu hrotu a vzorku. Existuje méd
kontaktni, bezkontaktni a dynamicky, tzv. tappping mod. UvaZujeme-li pfitazlivé a
odpudivé sily mezi dvéma objekty, plati, ze ve vEtsi vzdalenosti mezi objekty existuji sily
ptitazlivé, typicky Van der Waalsovy ¢i kapilarni, od jistého bodu pfiblizeni oviem
existuji sily odpudivé, kdy se zacinaji prekryvat elektronové orbitaly. Plati nasledujici
vztah, jenz dava do zavislosti vyslednou silu F(z) na potencialu U(z) a vzdalenosti z. [39]

controller
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Obrazek 2.21: Schéma AFM [42]

F(z) = -VU(2) = —£2(2)
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Obrazek 2.22: Lennard-Joenstv potencial. Vlevo: Zavislost sily a jeji povahy na
vzdalenosti mezi dvéma objekty; Vpravo: Zndzornéni pouZiti jednotlivych médi AFM.
(CM = kontaktni méd, NCM = nekontaktni mod, ICM = intermitentni ¢i tapping

méd) [39]
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Pti pohledu na kiivku Lennard-Jonesova potencialu (obr. 2) 1ze vymezit mody AFM,
kde kontaktni mod vyuziva ¢ast kiivky odpudivych sil, nekontaktni se pohybuje vyhradné
Vv ¢asti sil ptitazlivych a tapping mod vyuziva celé oblasti.

Kontaktni mod

Z nazvu plyne, Ze sonda je v pfimém kontaktu se vzorkem. Je zaloZzen na detekci deflekce
cantileveru pii skenovani vzorku. V zédsad¢ existuji tyto piistupy kontaktnitho modu —
s konstantni vySkou, S konstantni silou a tzv. error méd. Prvni jmenovany lze pouzit
pouze u vzorkl témét dokonale rovnych a vice nez v biologickych aplikacich se vyuziva
pii studiu materidli a jejich nedokonalosti, je zde velké nebezpe¢i zniceni hrotu
cantileveru. Technika konstantni sily je v tomto ohledu vhodnéjsi a vice pouzivana. Je
zalozend na interakci sondy a zpétnovazebniho ¢lenu, ktery méd za tkol udrzovat
neménnou hodnotu sily mezi hrotem a povrchem vzorku s ohledem na veskeré jeho
nerovnosti. Na zacatku se voli hodnota deflekce cantileveru, kterd méa byt udrzovana.
Error méd vnima jako hlavni zpétnovazebni parametr deflekci cantileveru.

Vertical tip position Vertical tip position

. . X
Cantilever deflection Cantilever deflection X

T~

X X

Summed signal of scanner moving and
cantilever deflection

b

X

Profile of scanner moving

f\,__/’"’\,\\

X

Profile of cantilever deflection changing
M A
v ¥ 4
X

Obrazek 2.23: Zleva: méd s konstantni vyskou, mod s konstantni silou, error mod.
[43]
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Pti pouziti kontaktniho médu je velmi dileZzité spravné zvolit cantilever o vhodné
konstanté tuhosti a s vhodnym hrotem. Dvakrat dulezitéjsi jsou tyto parametry u analyzy
bunck. Je tieba brat v tvahu namahani hrotu a cantileveru, ale také je tieba brat ohled na
samotnou buiiku, nechceme ji nikterak mechanicky poskodit. Voli se meék¢i cantilevery,
napi. s konstantou tuhosti okolo 90 mN/m, a zaoblené hroty, nikoli $picaté. [40][41]

Bezkontaktni mod

Vyuziti bezkontaktniho modu minimalizuje riziko poskozeni vzorku i hrotu. Vyuziva
Van der Waalsovych sil, coZ jsou slabé sily (1022 N) s dosahem zhruba 1-10 nm. Lze
pouzit bud’ pruzny nosnik nebo kmitajici nosnik, ktery se nechd rozkmitat v okoli prvni
amplitudy kmitu, kdy nesmi dojit ke kontaktu se vzorkem. Bezkontaktni rezim AFM je
zalozen na zméné¢ rezonance a poklesem amplitudy kmitt pii vstupu do oblasti gradientu
sil nad vzorkem. Zpétnovazebni ¢len pak muze upravit vysku nosniku tak, aby amplituda
kmit byla konstantni (sledujeme tedy kfivku konstantniho silového gradientu), nebo
zpétnou vazbu vytadime a soustfedime se na klesajici amplitudu. Amplituda kmita se
pohybuje okolo 1 nm. [39][40]

Vyhodou bezkontaktniho médu je velké Setrnost vici méfenému vzorku a nejlepsi
dosazitelné rozliseni v rdimci AFM, avsSak vzhledem ke slabym silam, jez jsou zékladem
metody, je nutné pouzivat ultra vysoké vakuum, coz znemoziuje pouziti u zivych
objektti. Bezkontaktni madd je téZ vice ¢asove narocny. [40]

Tapping mod

Tapping ¢i poklepovy modd je hojné vyuZivany dynamicky rezim. Cantilever kmita
Vv blizkosti nebo piesné¢ v bod¢ své rezonancni frekvence a jemné poklepava povrch
vzorku (s amplitudou az 100 nm). Zpétna vazba, ktera kontroluje vzdalenost mezi hrotem
a vzorkem, bud’ udrZuje konstantni amplitudu kmitani, nebo udrZzuje neménnou fazi
oscilacni frekvence cantileveru. Poklepovy méd nabizi lepsi rozliSeni nez kontaktni méd
a hodi se pro jemné struktury, které Spatn¢ adheruji na podklad. Nevyhodou je slozita
interpretace vysledkd, jelikoz do snimani vstupuje vice sil, a také analyza mékkych
vzorkl je zatiZena vétSim mnozZstvim artefaktli, zejména z diivodu obtizného urceni, kdy
piesné se hrot povrchu dotknul a jak velké bylo zaryti do vzorku. [40]
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2.6.3 Méreni mechanickych vlastnosti pomoci AFM

Force spectroscopy

Vzhledem k principu AFM lze tuto metodu vyuzit pro méfeni mechanickych vlastnosti
pomoci indentace, kdy vtlacujeme hrot do méfeného materidlu. V ramci indentace
ziskame zavislost sily na hloubce indentace. Diky nano rozmériim hrotu je mozné detailné
analyzovat velmi malé oblasti s vysokou senzitivitou.

Vystup silové spektroskopie je silova zatézovaci ktivka, kterd zaznamenéava fazi
priblizeni 1 fazi odtahovani cantileveru. Vynasi se jako zavislost deflekce nosniku na jeho
vzdalenosti od vzorku. Z faze piiblizeni v kladné casti osy-y je mozné ze smérnice
pfimky nafitované¢ vhodnym modelem ziskat informace o modulu pruznosti vzorku,
z faze retrakce se pak ziskavaji informace o adhezi. [40]
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Obrazek 2.24: Modelova zatézovaci kiivka [40]
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Tabulka 2.4: Interakce sonda-vzorek v zavislosti na vzdalenosti a fazi [40]

Faze pribliZovani

Vzdalenost hrotu >10
um

Zadna interakce

Vzdalenost hrotu 10°
Elektrostatické sily

um
Van der Waalsovy sily
Kapilarni sily
Hrot v t&sné blizkosti
Chemicky potencial

Magnetické sily, aj.

Faze kontaktu

Stiffness (Youngv modul pruznosti, elasticka
Indentace vzorku odpoveéd)

Viskoelasticka odpovéd’

Faze retrakce

<10%° nm Adheze
<102 nm Natazené molekuly mezi hrotem a povrchem
Vétsi vzdalenost 74dna interakce
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Force mapping

Potiebujeme-li zjistit tuhost, adhezi aj. na vétsi ploSe sledovaného vzorku, 1ze pouzit
rezim force mapping. V zasad¢ jde o mnohonasobné aplikovanou force spectroscopy na
miizce definované velikosti a hrubosti. Zvolime-li napft. ¢tvercovou miizku o délce strany
15x15 um a hrubost (rozliseni) 16x16, dostaneme celkem 256 zatézovych kiivek na plose

225 um?.
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Obrazek 2.25: Mrizka pro force mapping v programu JPK 15x15 um s rozliSenim
16x16 (vlastni)

2.6.4 Modely pro vyhodnocovani naméienych dat

Pomoci indentace hrotu do méfeného vzorku je mozné urcit elastické vlastnosti dané¢ho
objektu. Pro tyto ucely se vyuzivaji matematické modely, které berou v potaz geometrii
a velikost hrotu, geometrii a tloustku vzorku, materialové vlastnosti vzorku, hloubku
indentace a dal$i parametry. [41]

V biologickych aplikacich se pro indentaci nejcastéji pouzivaji meékké cantilevery
s hodnotou konstanty tuhosti od 10 do 100 mN/m a pfednostné se voli zaoblené hroty —
kulové ¢i parabolické [40]. Nejvice vyuzivanym modelem je Hertztv (¢i Hertz-
Sneddontiv), dal$i modely jsou napt. Johnson-Kendall-Robertsiv model (JKR), Derjagin-
Muller-Toropovuv model (DMT) ¢i Maugistuv model. V nasledujici tabulce jsou uvedeny
zakladni rozdily a pfedpoklady pouziti jednotlivych modeld, nejvice pozornosti pak bude
vénovano Hertzové modelu, ktery je aplikovan pro vyhodnoceni dat v této diplomové
praci. [41]
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Tabulka 2.5: Piehled pouzivanych mechanickych modelt [41]

Model Piedpoklad Aplikace
y Muzeme-li povrchové sil
Hertz Z4dné povrchové sily e povichove sty
zanedbat
Povrchové sily dalekého
DMT dosahu ptlisobi jen vné, nikoli Pouze pro malé adhezni sily
Vv mist¢ kontaktu
Povrchové sily malého dosahu
JKR (Van der Waals) ptisobi pouze Pouze pro velké adhezni sily
Vv mist¢ kontaktu
Maudis Rozhrani hrot-vzorek je Bez omezeni pro vSechny
9 modelovéno jako prstenec adhezni sily

FA

HERTZ

JKR

MAUGIS
DM

Obrazek 2.26: Graf zavislosti sila vs. hloubka indentace [44]

Hertz-Sneddon

Pro potieby méfeni miizeme adhezni sily zanedbat a soustiedit se pouze na uréeni modulu

pruznosti. Hertziiv model vnima vzorek jako nekone¢ny poloprostor, ktery je izotropni a

linearné elasticky. Dale ptedpoklada, Ze se hrot pii indentaci nedeformuje a Ze neptisobi

7adné okolni sily na rozhrani hrot-vzorek. [40] Model se da pouzit pro rizné geometrie

hrotd, viz obrazek xy. Pro kénicky hrot a jeho vztah se v literatufe téZ objevuje pojem

Sneddoniiv. model a setkdme se 1 soznaCenim ,Hertz-Sneddonliv model“ jako

synonymum pro Hertziv model obecné, pokud nehovoifime o konkrétni geometrii. [45]
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Nize jsou uvedeny nékteré vztahy Hertzova modelu pro dané geometrie hrotu [41]:

Parabolicky hrot

F=tlets 2.2)

1-v2

kde F je sila, Rp je polomér zakiiveni hrotu, E je modul pruznosti vzorku, o je hloubka
indentace a v je Poissonovo ¢islo, které se pro biologické struktury udava s hodnotou 0,5.
[JPK]

Sféricky hrot

F=_E [“2+R2 in (2£9) - ar], 2.3)

1-v2 2 R—a

kde F je sila, R je polomér zakiiveni sférického hrotu, E je modul pruznosti vzorku,
a je polomér zakfiveni kontaktni plochy a v je Poissonovo ¢islo (v = 0,5).

Hloubka indentace o se da vyjadtit jako

§="2n (g) (2.4)
Konicky hrot
F = 2tana E 52, (2.2)

T 1-v?

kde F je sila, E je modul pruznosti, v je Poissonovo ¢islo (v = 0,5), J je hloubka
indentace a a je polovina otvorového uhlu kuzele.

Pti silové spektroskopii ziskdvame zaznam zavislosti sily F na zméné polohy
piezoelementu ve svislém sméru z, na obrazku xy ,,Height measured”. Pro pouziti
Hertzova modelu potfebujeme tuto kiivku Vv post-processingu upravit, jak naznacuje
obrazek niZe se zatéZovou kiivkou — misto sniméani vysky piezoelementu chceme kiivku
zobrazujici zavislost sily na poloze hrot-vzorek. Ve vysledku se do rovnice nezahrnuje
indenta¢ni hloubka J Vv celém rozsahu, nybrz jen 5-10 % vysky buiky (Hertztiv model
funguje jen pro malé deformace, které jsou zanedbatelné v porovnani s tloustkou
vzorku). [41]
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F [nN]

——— Height measured
Tip sample separation

“—contact point [nm]

Obrazek 2.27: Nahote — znazornéni vzorku jako nekoneéného poloprostoru v kontaktu
se sférickym hrotem, kde zje zména polohy piezoelementu ve svislém sméru,
X predstavuje deformaci cantileveru a ¢ je hloubka indentace; Dole — zatézova kiivka
zobrazujici zavislost sily na pozici piezoelementu (Height measured), resp. na pozici hrot-
vzorek (Tip-sample separation) [40]
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3 Cile prace a hypotézy

3.1 Cile prace

Prvnim cilem prace dle zadani je navrhnout metodiku experimentalniho méfeni
mechanickych vlastnosti bun€k hepatoceluldrniho karcinomu pomoci mikroskopie
atomarnich sil. K tomuto ucelu se vyuzivaji dvé modelové bunécéné linie HCC, SNU475
a HuH?7, které je nejprve potieba na méfeni ptipravit. Dil¢im cilem je tedy i naucit se
udrzovat bunétné linie béznymi postupy v laboratofi tkanovych kultur, jako je
pasazovani, a nasledné biologické vzorky nasadit na pokus tak, aby se pii méteni daly
analyzovat jednotlivé bunky. K tomu je zapotiebi vhodna konfluence bun¢k ve vzorku a
casova organizace, aby se builky nezacaly délit. Pro potieby prvotniho nastaveni méteni
se vyuzivaji neoSetiené a nemutované bunky, tzv ,wildtypy* (WT).

Po ptipravé vzorki nasleduje vytvareni a optimalizace metodiky pti méfeni na AFM,
kdy je nutné zvolit spravny hrot s odpovidajici konstantou tuhosti a tvarem pro biologické
aplikace, ale hlavné nastavit vhodné parametry pro meéfeni. Zde je tieba vytvaret
kompromis mezi del§im, detailnéj$im méfenim a Zivotnosti bunék ve vzorku.

Dalsim ukolem je zméfit mechanické vlastnosti, Konkrétné tuhost, obou linii
S vnesenymi mutacemi pro cytoskeletarni protein plektin, tyto zmutované bunky
nazyvame ,.knock-outy* (KO), a nasledn¢ aplikovat rustovy faktor TGF-B1 na WT i KO
obou bunéénych linii, které se tak dostanou do stavu EMT. Po ziskani hodnot z méteni
na AFM je tfeba vysledky statisticky vyhodnotit a vypracovat komparativni analyzu
mechanickych vlastnosti.

3.2 Hypotézy

Pro tcely této prace byly zformulovany nasledujici hypotézy:

e Modul pruznosti jadra buniky bude vyssi nez modul pruznosti cytoplazmy

e  Plektin-deficientni bunéc¢né linie (KO) budou mit mensi modul pruznosti nez WT

e Piiprocesu EMT bude dochézet k prestavbé cytoskeletu a zmé&né modulu pruznosti

e Proces EMT vyvold jiné zmény modulu pruZznosti u KO a WT
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4 Metody

4.1 Priprava bunék

4.1.1 Pristrojové vybaveni, pomiicky a chemikalie

Piistrojové vybaveni

e Termobox (37 °C, 5% CO»)
e Mikroskop

e Laminarni box

Pomiicky

Automaticky pipeta Pipetman

Pipety 100-1000 pl, 20-200 pl, 2-20 pl

Zkumavky 14 ml

Sklicka kulata (625 mm)

Chemikalie
e DMEM + 10% FBS + 1% ATB
e PBS
e Trypsin
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Centrifuga
Vodni lazen 37 °C

Pasteurova pipeta
Petriho misky TC treated
Spicky

Pocitaci komurka

Fibronektin
Hepes 1M
TGF-B1 0,1 mg/mi



4.1.2

Udrzovani bunééné kultury

Ob¢ linie (SNU475 1 HuH7) vyzaduji stejnd média, prostfedi i postup kultivace a ziji

adherované na povrchu kultiva¢nich nadob. Bunky byly poskytnuty Akademii Véd,

Ustavem molekularni genetiky, a prevzaty byly v kultiva¢nich lahvich, nasledné se buiiky

pestovaly na Petriho miskach a byly udrzovéany nésledujicim zptisobem:

1.

N o o ~ D

9.

10.

Kontrola bun¢k pod mikroskopem, odhad konfluence, zahtéati vSech roztokl na
teplotu 37 °C.

Odstranéni starého média z Petriho misky.

Omyti nékolika mililitry PBS a odsati.

Aplikace 1 ml trypsinu pro naruseni adheznich spoji.
Inkubace 5 minut v termoboxu pii standardnich podminkach.
Aplikace 1 ml kultivacniho média (DMEM).

Omyti bun¢k z povrchu pomoci pipety a prepipetovani obsahu do oznacené
zkumavky.

Centrifugace — RPM = 1100 min, RCF = 193G, 5 minut.
Odsati objemu ve zkumavce na 1 ml (bez poruseni pelety).

Rozsuspendovani pelety v obsahu zkumavky.

11. Nasat 10 pl suspenze a aplikovat do pocitaci komurky, spocitat bunky pod

12.

mikroskopem.

Nasadit 200 000 az 300 000 bun€k do 10cm Petriho misky s 10 ml média.
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4.1.3 Priprava WT a KO na méreni mikroskopem atomarnich sil

Buiiky byly méfeny na coatovaném sklicku v médiu namichaném s pufrem hepes o
vysledné koncentraci 20mM. Pfiprava na pokus zahrnovala pfipravu coatovanych skel
(pokryti fibronektinem) a pfipravu média s pufrem, které bylo aplikovano 30 minut pred
méfenim na AFM. Buriky byly na sklicko nasazeny vzdy ve stejny ¢as (16 hodin pted
méienim) tak, aby se nestihly rozd¢lit a bylo mozné méfit jednotlivé bunky.

Piiprava skel a bunék (WT, KO) na pokus

1. Aplikace fibronektinu na sklicko polozené v 35mm Petriho misce.
Inkubace 2 hodiny v termoboxu.

Odsati fibronektinu Pasteurovou pipetou.

3x oplach PBS.

Aplikace 2 ml kultivacniho média do Petriho misky se sklickem.

Nasazeni 20 000 bun¢k z bunécné suspenze.

N o o &~ DN

Pti méfeni na AFM premistit sklicko do sklenéné misky s vyhiatym médiem a
pufrem.

4.1.4 Priprava bunék pri EMT indukovanou TGF-f1

Aby se u bunék spustil proces EMT, je tiecba ponechat pusobit rustovy faktor TGF-1
48 hodin. Pro tyto ucely byl prvni den proveden pre-treatment bunék v 6¢cm Petriho misce
se standardnim médiem smichanym s TGF-B1 tak, aby vyslednd koncentrace TGF-$1
v médiu byla 10 ng/ml, dal§i den byly bunky zpasdZovany a nasazeny na sklicko.
Detailnéjsi postup viz niZe:

1. Nasazeni 70 000 bun¢k do 6¢m Petriho misky se 4 ml média.

2. Po 3 hodinach vyménit médium za médium s TGF-B1 o dané koncentraci.

3. Dalsi den provést standardni pasaz (jako v podkapitole 4.1.2 bez bodu 12) a
nasadit buriky na pfedem ptipravené sklicko, viz podkapitola 4.1.3.

4. Po 3 hodinach opét vymeénit médium za médium s TGF-B1.
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4.2 Meérené vzorky

V prvni fazi experimentu byly méfeny WT obou bunéénych linii, na kterych byl zkousen
a upravovan méfici protokol. Po finalnich upravéach byl naméfen reprezentativni vzorek
populace bunék tak, aby v kazdé namétené skupiné, WT SNU475 a WT HuH7, bylo
alespon 20 bun¢k. DalSim krokem bylo méfeni reprezentativniho vzorku populace
plektin-deficientnich KO. Opét bylo naméfeno nejméné 20 bunék z kazdé skupiny, tj.
KO SNU475 a KO HuH?7. Treti ¢ast méfeni zahrnovala aplikaci TGF-B1 k indukci EMT,
a to na vSechny skupiny doposud métenych bunék, tj. WT a KO bunécné linie SNU475,
WT a KO bunétné linie HuH7. Pro kazdou jednotlivou skupinu bylo téZ naméfeno
nejméne 20 bunék. V kone¢ném souctu §lo tedy do vyhodnoceni 8x20 bunék.

Objekt zajmu byly jednak elastické vlastnosti jadra a cytoplazmy u WT, dale jak se
1181 WT a KO a jak se projevi EMT na modulu pruznosti WT 1 KO obou bunéénych linii.
Konkrétné nas zajimaly jednak primérné hodnoty modulu pruznosti cytoplazmy a jadra
u vSech osmi skupin, jednak zmény modulu pruznosti v normalnim stavu a pii EMT —
k tomu slouzi vyneseni absolutniho rozdilu modulti pruznosti do jednoho grafu a nasledné
vyneseni poméru, tj. vydéleni modulu pruznosti cytoplazmy a jadra, do grafu druhého.

4.3 Meéreni na AFM

4.3.1 Pristroje a vybaveni:
e AFM Nanowizzard 3 od firmy JPK Instruments AG
e Opticky mikroskop Olympus
e Stolni pocitace 2x
e Cantilevery AppNano, HYDRA-6R-200NG SiOg, sféricky indentor 5,2 um
e Pinzeta a Sroubovak

e Sklenéna Petriho miska s nizkym okrajem

4.3.2 Postup méreni a vyhodnoceni

1. Umisténi cantileveru do méfici hlavy pomoci pinzety, narovnani hrotu a
pripevnéni pomoci kiiZového Sroubovaku. Nutno postupovat velmi opatrné, aby
nedoslo k poskozeni hrotu.

2. Umisténi meéfici hlavy s cantileverem do hlavniho modulu AFM, nutno
zaaretovat a pripojit kabel.

3. Umisténi trojnohého modulu AFM do soustavy optického mikroskopu do presné
definovanych, stabilnich mist pro kazdou nohu, viz obr. 4.2 a 4.3.
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10.

Sefizeni soustavy laseru, zrcadla a detektoru danymi ovladdacimi prvky na
hlavnim modulu AFM.

Spusténi AC mode pro zjisténi frekvencni charakteristiky cantileveru.

Kalibrace cantileveru na skle v kontaktnim moédu a rezimu force spectroscopy
pro zjisténi hodnot senzitivity S (hm/V) a konstanty tuhosti k (N/m) cantileveru.

Mg¢éteni vzorkt vzdy se stejnymi ulozenymi parametry méfeni, viz tabulka 4.1.

Tabulka 4.1: Parametry méfeni v rezimu force mapping

Parametr Hodnota
Velikost skenované oblasti [um x pm] 16x16
RozliSeni silové mapy 8x8
Senzitivita [nm/V] 76
Konstanta tuhosti [mN/m] 30,13
Kontaktni sila [nN] 4,186
Vzorkovaci frekvence [Hz] 2046
Max délka v ose z [um] 5

Cas [s] 5

Zpracovani naméfenych dat v programu JPKSPM Data Processing — provadéji
se korekéni Gpravy a vyhlazovéni jednotlivych silovych kiivek. V konecné fazi
se namé&fena data vkladaji do Hertz-Sneddonova modelu, viz kap. 2.6.4. Nutno
definovat tvar hrotu a velikost.

Vyhodnoceni modulu pruznosti na trovni jadra a cytoplazmy. K odliSeni oblasti
se vyuzivd vySkovd mapa méfici hlavy, kterd kopiruje profil bunky pfi
skenovani. Jako jadro byla vnimana oblast nad 80 % celkové vySky buiky,
oblasti niz$i (bez substratu, tj. skla) byly vnimany jako cytoplazma.

Zpracovani vyslednych primérnych hodnot v grafickém a statistickém
programu GraphPad Prism 9. Ovéteni normality dat a provedeni oboustranného
t-testu (parového u stejné populace bunék, neparového u testovani mezi riiznymi
populacemi).
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Deformace Deformace Vertikalni Modul
cantileveru cantileveru vychylka pruznosti
[V] deformace vzorku

Konstanta FIN] Elpa]

Senzitivita Hertz/Sneddon
S [m/V] model

Obrizek 4.3: Méfici soustava optického mikroopu modulu AFM (vlastni)
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5 Vysledky

Pro reprezentaci vysledkii mechanickych vlastnosti bunék je zohlednéna vzdy tuhost
jadra (nu) a tuhost cytoplazmy (cyt). Srovnavaji se vysledné tuhosti jednotlivych bunék
pro danou bunécnou linii, a to jak WT, tak 1 KO postradajici plektin. Dale se analyzuji
zmény v tuhosti po aplikaci rustového faktoru TGF-B1 (v koncentraci 10 ng/ml), jenz
indukuje EMT. Kazdy soubor, tj. WT, KO, WTrerp1 a KOrcr-pi, obsahuje 20
zanalyzovanych bungk.

SNU475
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Obrazek 5.1: Bodové rozlozeni tuhosti jednotlivych bun€k bunééné linie SNU475. Pro
statistické vyhodnoceni je pouzit aritmeticky praimér £ SEM (stfedni chyba priméru).

Tabulka 5.1: Vysledné tuhosti jadra a cytoplazmy bunék pro bunéénou linii SNU475;
data prezentovana ve formé aritmeticky primér + SEM

SNUA475 Ecyt (Pa) Enu (Pa)
WT 393+44 733+59
KO 18016 395429
WTTcerp 625445 589+52
KOrcr- 310+32 367+32
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Obrazek 5.2: Srovnani praimérnych tuhosti mezi jadrem a cytoplazmou pro
jednotlivé modifikace bun¢k v ramci bunécéné linie SNU475. Byla ovétena
normalita dat. Pro vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdilu mezi tuhosti
jadra a cytoplazmy buné¢k stejné populace byl pouZit oboustranny parovy t-test,
v ostatnich pripadech byl pouzit oboustranny neparovy t-test. Hodnoty jsou
reprezentovany ve formée aritmeticky primér + SEM.
(Hladiny vyznamnosti: NS — nevyznamna, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)
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Obrazek 5.3: Zmény rozdilt tuhosti mezi cytoplazmou a jadrem bunék SNU475;
A — porovnani absolutnich rozdili medianta tuhosti pro jednotlivé modifikace
B — pomé&r medianti tuhosti mezi cytoplazmou a jadrem
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HuH7
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Obrazek 5.4: Bodové rozlozeni tuhosti jednotlivych bun¢k bunééné linie HuH7. Pro
statistické vyhodnoceni je pouzit aritmeticky primér + SEM (stfedni chyba priméru).

Tabulka 5.2: Vysledné tuhosti jadra a cytoplazmy bunék pro buné¢nou linii HuH7;
data prezentovana ve formé¢ aritmeticky primér + SEM

HuH7 Ecyt (Pa) Enu (Pa)
WT 199+15 422430
KO 86+8 200+19
WTcEp 430+42 416+38
KOtcF- 304+27 291+32
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Obrazek 5.5: Srovnani primérnych tuhosti mezi jddrem a cytoplazmou pro
jednotlivé modifikace bunck v rdmci bunééné linie HuH7. Byla ovétena
normalita dat. Pro vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdilu mezi tuhosti
jadra a cytoplazmy bunck stejné populace byl pouzit oboustranny parovy t-test,
v ostatnich ptipadech byl pouzit oboustranny neparovy t-test. Hodnoty jsou

reprezentovany ve forme aritmeticky primér + SEM.

(Hladiny vyznamnosti: NS — nevyznamna, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

54



bez TGF-p TGF-B

©
o 300- '
e )
w 250+ :
|g :
= 200 :
= : mm WT
g |
S 150+ E = KO
E -1 |
2 :
3 100+ |
- ]
b o] ]
-] :
] 50— !
= :
P :
¢ 0-
bez TGF-3 TGF-
1.2- :
]
]
1.0+ :
;
]
0.8- ;
3 :
 —
L :
s 0.6 '
I.Ij, ]
]
0.4~ E mm WT
: = KO
0.2- :
:
]
0.0- :

Obrazek 5.6: Zmény rozdilii tuhosti mezi cytoplazmou a jadrem bunck HuH7;
A — porovnani absolutnich rozdili medianta tuhosti pro jednotlivé modifikace
B — pomé&r medianti tuhosti mezi cytoplazmou a jadrem
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6 Diskuse

V této praci jsem se zabyvala analyzou elastickych vlastnosti bun¢k pomoci AFM dvou
bunéénych linii HCC. Hlavnim pfinosem této prace je zjisténi, Ze vnesené mutace pro
plektin i proces EMT maji zasadni vliv na rozlozeni modulu pruznosti v bunce.
Experimentalni analyza WT obou bunéénych linii, SNU475 i HuH7, odhalila statisticky
vyznamny rozdil v hodnotdch modulu pruznosti jadra a cytoplazmy, viz obr. 5.2 a 5.5.
Jadro buiky vykazuje vyrazné vyssi modul pruznosti nez cytoplazma, u SNU475 tento
rozdil ¢ini vice jak 40 %, u HUH7 skoro 50 %, viz tab. 5.1 a 5.2. Toto zjisténi je v souladu
se zndmym rozlozenim modulu pruznosti, potazmo tuhosti, v jednotlivych Castech a
organelach bunky [7]. MuZeme tedy potvrdit prvni vyslovenou hypotézu v kap. 3.2, tedy
ze modul pruznosti jadra bunky bude vyssi nez modul pruznosti cytoplazmy.

Rozdil v elasticité¢ jadra a cytoplazmy se obdobné zachovava i v piipadé KO
plektin-deficientnich bunék, to opét plati pro ob¢ analyzované bunééné linie, viz tab. 5.1
a 5.2. Je vSak dulezité poukazat na skute¢nost, jaky ma vnesena mutace pro plektin vliv
na celkové elastické vlastnosti bunky. Z jiz zminénych tabulek hodnot, stejné tak z obr.
5.2 a 5.5, lze vycist, Ze vytazeni exprese a funkce plektinu mélo za nasledek 45-55%
snizeni modulu pruznosti u jadra i cytoplazmy oproti WT, a to jak u SNU475, tak u HUH7.
SniZeni modulu pruznosti bun¢k, potazmo tuhosti bun€k, bylo prokdzano v dusledku
inaktivace genu pro plektin i v ramci nékterych jinych vyzkuma [16] [17] a potvrzujeme
tak druhou vyslovenou hypotézu v kap. 3.2, ktera se taktéz logicky shoduje s poznatky
o0 funkénich vlastnostech plektinu [13] [14] [15].

Dale byl analyzovan vliv stavu EMT indukované rastovym faktorem TGF-B1.
Vysledky ukazuji statisticky vyznamné zmény zejména v cytoplazmé bun¢k (obr. 5.2 a
5.5). EMT méla za nasledek zvyseni modulu pruznosti cytoplazmy u WT i KO obou
bunéénych linii: modul pruznosti cytoplazmy vzrost o 160—170 % u SNU475 (WT i KO),
u bunécné linie HuH7 byly zmény jest¢ vyraznéjsi — u WT doslo k nardstu o vice nez
200 %, u KO dokonce 0 350 %. V piipadé jadra bunék SNU 475 nebyl u WT ani KO
statisticky vyznamny rozdil v modulech pruznosti, viz obr. 5.2. Pro WT bunééné linie
HuH7 rovnéZ nebyl rozdil v modulu pruznosti jader statisticky vyznamny, na rozdil od
jader plektin-deficientnich KO, kde byla signifikance P < 0,05, viz obr. 5.5.

Priibéh zmén modulu pruznosti pro WT a KO pfi procesu EMT dobie ilustruji obr.
5.3 a 5.6, které v horni Casti (A) zobrazuji absolutni rozdil modulli pruznosti mezi jadrem
a cytoplazmou WT a KO v normalnich podminkach a ve stavu EMT, zatimco dolni ¢ast
grafu (B) zobrazuje pomérové zastoupeni modulu pruznosti cytoplazmy ku modulu
pruznosti jadra, taktéZ v normalnich podminkéch a ve stavu EMT. Z té€chto vysledku je
zjevné, ze proces EMT ,maze rozdily* mezi moduly pruznosti jadra a cytoplazmy:
U bunééné linie HuH7 (KO 1 WT) ztratil tento rozdil statistickou vyznamnost, viz obr. 5.5,
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v piipadé SNU475 se statistickd vyznamnost rozdili mezi jadrem a cytoplazmou
neprokazalau WT, u KO se ukazala mensi statisticka vyznamnost (P < 0,05), viz obr. 5.2.

wrwe

piestavbou aktinového cytoskeletu a aktomyozinu. Z vysledki jsou zmény dobte patrné,
avSak pro ucelené¢ informace by bylo vhodné porovnat vysledné hodnoty moduli
pruznosti bunék 1 s jejich morfologii — napt. zobrazenim aktinovych struktur, sité IF a
jader pomoci fluorescencni mikroskopie. V kazdém ptipadé lze potvrdit i tfeti vyslovenou
hypotézu (viz kap. 3.1), ze proces EMT bude mit za nasledek zménu modulu pruznosti.

Posledni hypotéza, jestli se WT a KO jednotlivych bunéénych linii budou liSit pii
procesu EMT se potvrzuje ¢astecné. KO si zachovavaji mensi moduly pruznosti oproti
WT stejné jako za normalnich podminek, ale zmény pii EMT jsou konzistentni — roste
modul pruznosti cytoplazmy a modul pruznosti jadra vzrostl jen u KO linie HuH7, jinak
se moduly pruznosti jader konzistentné neménily. Z miry zmén modull pruznosti lze jesté
vyvodit, ze linie HuH7 je vnimavéjsi k ptisobeni TGF-B1 nez druhd linie SNU475
(vizobr.5.2 a 5.5), jejiz bunky jsou jiz zna¢né dediferencované a maji blize
k mesenchymalnimu fenotypu, i bez osetfeni TGF-B1. Proto u nich piestavba cytoskeletu
neni tak robustni.

Na obr. 5.1 a 5.4 jsou znazornény jednotlivé bodové hodnoty modulli pruznosti, takze
si 1ze udélat predstavu o mife rozptylu jeho hodnot pro jednotlivé buiiky v oblasti jadra a
cytoplazmy. Pfi méfeni a néasledném zpracovani vysledkii se zohlediioval vliv délky
méfeni na vysledné hodnoty modulu pruznosti. Buiiky totiz byly méfeny pii pokojové
teploté a bez 5% COz2, avSak médium, ve kterém méfeni probihalo, bylo obohacené o pufr
HEPES (v koncentraci 20 mM), které by mélo prodlouZit Zivotnost bun€k o nékolik hodin
i bez idealnich podminek. Vliv délky méfeni na vyslednou tuhost bunék patrny nebyl.

Pti celkovém zhodnoceni vysledkt miizeme fici, Ze hodnoty modulli pruznosti bunék
fadove odpovidaji hodnotam nalezenym v literatuie pro jiné buiiky [23]. Za Givahu ov§em
stoji pouzity Hertz-Sneddoniiv model, ktery se vyuzivd jako standard, a to 1
Vv biologickych aplikacich. Tam ale nardZi na urcité limitace: Hertz-Sneddontv model
pracuje steorii kontinua, avSak buitka neni homogenni kontinuum, dale model
zjednodusuje geometrii kontaktni plochy (buiiky) a posledné model nereflektuje
povrchové sily [41].

Pro budouci vyzkum v oblasti mechanickych vlastnosti bunék HCC by bylo vhodné
stejnym zpusobem zanalyzovat 1 zdravé jaterni epitelové builkky a vysledky doplnit
snimky z fluorescen¢ni mikroskopie, které by dokumentovaly morfologii buiiky, zejména
rozloZeni cytoskeletu a jadra. Dal§im zajimavym experimentem by bylo vyuziti mysiho
xenograftového modelu, na kterém by se dala ovéefit mira malignity jednotlivych
modifikaci obou bunécnych linii HCC.
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[ Zavér

Vytvorila jsem metodiku experimentalniho méfeni mechanickych vlastnosti bunék HCC
pomoci AFM. Metodiku jsem vypracovala na WT, nemodifikovanych modelovych
bunéénych liniich HCC, SNU475 a HuH7. Soucasné s tim jsem vytvofila jednotné
postupy piipravy bunék pro potfeby méfeni a osvojila jsem si postupy pro udrzovani
bunécnych kultur.

Zanalyzovala jsem moduly elasticity reprezentativnich vybéri populaci bunék obou
bunécnych linii, a sice WT, dale KO s vnesenymi mutacemi pro protein plektin a posléze
WT i KO v procesu EMT. Nasledn¢ jsem vypracovala komparativni analyzu modult
pruznosti V ramci kazdé bunécné linie.

Splnila jsem vsechny zadané cile a podatilo se mi ovéfit vSechny hypotézy. Hlavnim
vystupem mé préce je, Ze absence plektinu ma zasadni vliv na sniZeni modulu pruznosti
bun¢k a ze proces EMT vyznamné méni rozlozeni modulu pruznosti v bunice. Tyto
bunécné linie doposud nebyly studovany z hlediska mechanickych vlastnosti, proto je
prace piinosem.
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