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Abstrakt

Univerzita Karlova
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Nazev diplomové prace: Vyuziti geneticky modifikovanych bunéénych linii ke studiu

transportnich procesii v ledvinnych in vitro modelech

Transportni procesy v ledvinnych buiikdch z velké cCasti zajistuji transportéry
proximalnich tubulti umoziujici exkreci a reabsorpci riiznych endogennich i exogennich
latek vcetné xenobiotik. Z velkého mnoZzstvi transportnich proteinli jsme pro studium
zvolili glykoprotein megalin (LRP2), receptor ti€astnici se reabsorpce albuminu a dalSich
télu vlastnich latek, napf. inzulinu nebo hemoglobinu. Mezi ligandy LRP2 zftad
xenobiotik fadime peptidovda a aminoglykosidova antibiotika, zastoupena napf.

gentamicinem.

Diplomova prace se zabyvd vyvojem a vyuzitim LRP2 knockoutovanych
bunéénych linii v akumulacnich studiich. Experimenty jsme provadeli na liniich
ptirozené¢ exprimujicich LRP2, JEG-3 a HK-2. S vyuzitim metody CRISPR/Cas9 bylo
pfipraveno n¢kolik geneticky modifikovanych bunéénych linii s nefunkénim LRP2
receptorem, a tedy i s naruSenou schopnosti endocytovat modelové ligandy (jako je
albumin nebo gentamicin), coZ potvrdily akumula¢ni studie s uzitim FITC-albuminu.

Akumulace FITC-albuminu u modifikovanych linii prokazatelné poklesla.

Dalsi cast experimentll predstavuji toxicitni studie zaméfujici se na omezeni
bunécné toxicity gentamicinu zaloZené na ovlivnéni akumulace antibiotika v buiikédch
vlivem poskozené funkce LRP2 receptoru. Studie byly provedeny na modifikovanych
buiikach a porovnany se zakladnimi nemodifikovanymi liniemi JEG-3 a HK-2. Editované
bunky se sniZenou schopnosti internalizovat ligandy LRP2 vykazuji prokazatelné vyssi

viabilitu ve srovnani s nemodifikovanymi liniemi.
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Transport processes in renal cells are mostly secured by proximal tubule
transporters. These transporters mediate excretion and reabsorption of wide variety of
endogenous and exogenous substances, including xenobiotics. Within the broad spectrum
of many drug-transporting proteins, we have chosen the glycoprotein megalin (LRP2),
a receptor involved in the reabsorption of albumin and other endogenous substances, such
as insulin or hemoglobin. Peptide and aminoglycoside antibiotics represented by e.g.,

gentamicin and belongs between LRP2 ligands.

The diploma thesis deals with the development and utilization of the LRP2
knockout cell lines in accumulation studies. The experiments were performed using
human cell lines naturally expressing LRP2, the JEG-3 and HK-2. Several genetically
modified cell lines expressing unfunctional LRP2 and consequently exerting harmed
ability of model ligand internalization were prepared using the CRISPR/Cas9 technique.
The effect was confirmed by accumulation studies with FITC-albumin. Significant

decrease of FITC-albumin accumulation was detected in the modified cell lines.

Another part of the experiments is represented by toxicity studies based on reducing
of cytotoxicity of gentamicin due to harmed LRP2 gene resulting in harmed protein with
harmed function and thus decreased accumulation of the antibiotic in the cells.
The cytotoxicity studies were performed using modified cells compared to the parent
JEG-3 and HK-2 cell lines. Edited cells with reduced ability to internalize LRP2 ligands

showed significantly higher viability compared to unmodified cell lines.
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1 Seznam zKratek

ABC ATP-binding casette transportér

ApoE apoliporotein E

Apol apolipoprotein J

BCA Bicinchonic acid assay

BSA bovinni sérovy albumin

Cas-9 kaspaza 9

CRISPR clustered regulalrly interspaced short palindromic repeats
crRNA crispr RNA

DMEM Dulbecco's modified eagle's medium

DMSO dimethylsulfoxid

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

FITC fluorescein isothiokyanat

GTP guanosintrifosfat

HDL high density lipoproteins

LDL low density lipoproteins

LRP2 LDL receptor-related protein 2

MEM Minimum essential medium

MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-

-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium]

optiMEM Opti-minimal essential medium

PBS fosfatovy pufr

PLB pasivni lyzacni pufr

RAAS renin-angiotenzin-aldosteronovy systém

sgRNA single guide RNA



SLC solute carrier
SNP single nucleotide polymorphisms
TGF-p transforming growth factor f3

tracrRNA transaktivacni crispr RNA
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2 Uvod

Transport latek pfes membrany je jednim ze =zakladnich slozek bunécné
komunikace uskute¢iiované vSemi lidskymi bunikami. Vymeéna latek v ledvinach hraje
dilezitou roli v absorpci, distribuci a eliminaci nejen zivin, ale i endogennich latek, ke
kterym se tadi 1 molekuly 1éCiv (Klaassen a Aleksunes 2010). Substraty mohou byt
pienaseny aktivné nebo pasivné riznymi transportnimi mechanismy, mezi které patii
prosta difuze, transport iontovymi kandly, aktivni transport, exocytéza a endocytdza.
Difundovat dokazou latky s malou molekulou nebo dobrou rozpustnosti v tucich, proto
objemné molekuly vyuzivaji transport pomoci vezikul. Velké molekuly, napt. cholesterol
a proteiny nemohou pro prenos vyuzit ani difuzi ani transportni proteiny, a proto jsou

transportovany pomoci endo/exocytozy (Trojan 2003).

VétSina Castic je pfes membranu transportovdna pomoci transportérd,
specializovanych proteinli nachazejicich se v bunééné membrané zprostredkovavajicich
uptake nebo sekreci latek. Tyto proteiny jsou exprimovany v rozlicnych tkanich, napft.
sttevnich enterocytech, neuronech nebo buikach ledvinnych proximalnich tubult
(Klaassen a Aleksunes 2010). V ledvinach funguje velkokapacitni transportni systém,
ktery hospodati s zivinami a napoméha vylucovat produkty metabolismu vcetné 1é¢iv

(Inui et al. 2000).

Nejcastéji filtrované molekuly ledvinami maji charakter anionti nebo kationtt,
transportni systém pro kationty reabsorbuje nebo vylucuje endogenni substraty jako
cholin, z1éCiv napf. verapamil, mezi vyluované télu vlastni anionty patii kyselina
mocova, 1éCiva pak zastupuje methotrexat. Nezavisle na tom, jaké ionty vylucuji, vétSina
transportérii patii do rodiny ABC (ATP-binding cassette) nebo SLC (solute carrier), které

se majoritn€ podili na ptenosu latek pfes membrany (Inui et al. 2000).

Bunky proximalnich tubul exprimuji na svém povrchu velké mnoZstvi
transportérii. Na apikalni i basolateralni strané¢ miiZeme nalézt celou fadu ABC i SLC
transportérii, pfikladem muze byt URAT 1 (urate transporter 1), PEPT 1 (peptide
transporter 1), OAT 1 (organic anion transporter 1) nebo receptor megalin kédovany
genem  LRP2, vyznamny  protein, ktery  zprostfedkovdva  translokaci
vysokomolekularnich latek, jako jsou napf. hormony insulin a prolaktin nebo
aminoglykosidova antibiotika (Klaassen a Aleksunes 2010, Marzolo a Farfan 2011).

Studium receptorii s transportni funkci, jako je megalin, mize do budoucna pfinést
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dualezité poznatky o vlivu pienosu vysokomolekuldrnich latek v proximalnich tubulech
na jejich farmakokinetiku, objasnit roli zmiflovanych receptorti v patogenezi ledvinnych

onemocnéni nebo pfinést nové informace o nezadoucich ucincich studovanych 1éc¢iv.
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3 Teoreticka Cast

3.1 Ledvinny transport

Transportéry neboli proteiny zajistujici pfenos latek pies membranu maji vysoce
specifickou funkci a mohou zprostfedkovavat transport pasivnim nebo aktivnim
mechanismem za vyuziti energie pro svou c¢innost (Klaassen a Aleksunes 2010).
Ledvinné transportéry predstavuji dulezitou soucast ledvinného hospodareni s nutrienty.
Krom¢ eliminace riznorodych latek, jako jsou odpadni metabolity, toxiny a 1éCiva,
napomahaji snizovat ztraty zivin a xenobiotik moci, k ¢emuz pfispivd hojny vyskyt
transportérti po celé délce ledvinnych tubulii. Mezi substraty ledvinnych transportnich
proteint 1ze fadit latky endogenni, jako je gluk6za nebo aminokyseliny nebo xenobiotika,

vcetng 1€¢iv (Inui et al. 2000).

3.1.1 ABC a SLC transportéry

Vétsinu transportu substratti pfes membrany zajistuji dvé nadrodiny transportéri, a
to solute carrier (SLC) a ATP-binding cassette (ABC) transportéry, pfi¢emz vétSina SLC
substraty internalizuje, zatimco ABC pracuji efluxné. Mezi SLC transportéry fadime
organické anionty transportujici polypeptidy (OATP), transportéry pro organické
kationty (OCT), transportéry pro organické anionty (OAT), peptidické transportéry
(PEPT), transportéry pro nukleosidy (CNT, ENT) a dalsi. Do rodiny ABC fadime
transportéry podrodin Multidrug Resistance Proteins (MDR), Multidrug Resistance-
Associated Proteins (MRP) a Breast Cancer Resistance protein (BCRP) (Klaassen
a Aleksunes 2010).
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Obrazek 1: Lokalizace nejvyznamnéjsich membrdanovych transportérii v buiitkach proximalnich tubulii
(Prevzato z Klaassen a Aleksunes 2010)

Presuneme-li se do bun¢k proximalnich tubult (Obrazek 1), na basolateralni strané
bunky zajistuji piijem substratu do buiky transportéry pro kationty, zejména OCT2
(organic cation transporter), zatimco za zachyceni anionti zodpovidaji hlavné OATI,
OAT3 (organic anion transporters). Z aniontli pomahaji sekretovat antibiotika jako je
ciprofloxacin nebo penicilin G, dale methotrexat, furosemid nebo thiolové konjugaty
rtuti. Je tedy patrné, Zze dysfunkce OAT piispiva vzniku akutniho rendlniho selhani
v disledku hromadéni toxickych metabolitii (Klaassen a Aleksunes 2010).

Pro transport kationti méa v ledvindch dominantni vyznam OCT2, mezi jehoz
substraty fadime antidiabetikum metformin, antivirotikum lamivudin nebo antagonisty
histaminovych receptorii cimetidin a ranitidin (Koepsell a Daws 2019). Déale mtze OCT2
transportovat antioneplastikum cisplatinu, coZ muize nasledné vyustit aZz k dosaZeni
nefrotoxické koncentrace v ledvinnych bunkéach a timto zptisobem i limitovat terapii
cisplatinou, pfipadné vést k transplantaci ledvin (Klaassen a Aleksunes 2010). ZvySena
exprese OCT2 na membrané bunék proximalnich tubull toxicitu cisplatiny potencuje,
naopak sniZzend az zadna exprese OCT2 pilisobi ztohoto hlediska protektivné pred
renalnim selhanim. Dal§im faktorem napomahajicim snizovani nefrotoxického piisobeni
cisplatiny u mysi je mira exprese transportéru MATE1 (multidrug and toxin extrusion
transporter 1), ktery se uplatituje pii tubularni sekreci cisplatiny do moci (Yokoo et al.

2007).
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Basolateralni membrana obsahuje kromé uptakovych i efluxni transportéry, zpét do
krve prenéseji substraty OSTa, OSTp (organic solutes transporters), ENT2 (equilibrative
nukleoside transporter 2) a MRP6 (multidrug resistence protein 6) (Klaassen a Aleksunes
2010). OSTa 1 OSTP Ize zaradit mezi hlavni transportéry pro steroly véetné cholesterolu,
zluCové kyseliny a konjugované steroly, jejich snizena funkce vede ke snizeni reabsorpce
a tim ke zvySenému vylucovani téchto sloucenin. Nedostatecnd reabsorpce vysSe
uvedenych substrati ovliviiuje krevni hladiny cholesterolu, triglyceridi a glukozy

(Ballatori et al. 2008).

Zachyceni latek z moce a transport do buiilky zajiStuji transportéry na apikalni
stran¢ proximalnich tubuli. Na bunééném povrchu je takovych proteinii exprimovana
celd fada, naptiklad OAT1, OAT2 (organic anion transporters), OCT2 (organic cation
transporter 2), OATP3A1l (organic anion transporting polypeptides), velmi dobie
prostudované jsou také transportéry URATI1 (urate transporter 1), PEPT2 (peptide
transporter 2) a OCTN2 (organic cation/carnitine transporter 2). URATI1 transportuje
hlavné soli kyseliny mocové a pokud by doslo k vyfazeni transportéru z funkce, naptiklad
mutaci, snizilo by se mnozstvi reabsorbované kyseliny moc¢ové a tim i riziko krystalizace
kyseliny mocové ve tkanich (Klaassen a Aleksunes 2010). PEPT2 poméha udrzet
homeostazu peptidi, nebot’ siln€ vaze vSechny dipeptidy a tripeptidy, z 1éCiv 1ze jmenovat
inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu nebo betalaktamova antibiotika. Pro jeho
silnou afinitu k peptidovym substratim se studuji moZnosti vyuziti PEPT2 transportéru
pro cilenou distribuci 1é¢iv (Zhao a Lu 2015). OCTN2 transportuje fadu organickych

kationtd, pfikladem Ize uvést amisulprid nebo atropin (Koepsell a Daws 2019).

Na apikalni membrané se nachazi také efluxni transportéry a to MRP2, MRP4
(multidrug resistance-associated proteins), BCRP (breast cancer resistance protein),
MATE1, MATE2-K (multidrug and toxin extrusion transporters) a MDR1 neboli
P-glykoprotein, z nichZ k nejprozkoumanéjS$im patii pravé MRP4, BCRP a MDRI.
MRP4 a BCRP slouZi jako transportéry pro diuretika hydrochlorthiazid a furosemid, které
vystupuji 1 jako inhibitory zminénych transportéri, MRP4 je dale schopen pienaset
1 antivirotika adefovir a tenofovir (Klaassen a Aleksunes 2010, Fromm 2004). Mezi
substraty BCRP, ¢lena nadrodiny ABC transportérii, fadime chemoterapeutika jako jsou
derivaty kamptotecinu, inhibitor tyrosinkinazy imatinib nebo methotrexdt a mnoho
dalSich 1é¢iv, napf. prazosin, cimetidin, nitrofurantoin nebo pantoprazol. Posledni

jmenovany vystupuje zarovei jako inhibitor pfenaSece BCRP (Mao a Unadkat 2015).
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MDR1 (P-glykoprotein) je povazovadn za jeden znejvyznamnéjSich ABC
transportérti majici celou fadu substratd, pfevazné 1é¢iv. V ledvinach chrani buiky pred
toxickym ptisobenim 1éCiv a napomahd jejich vyluCovani, substraitem je napf.
kardioglykosid digoxin, cytostatikum paklitaxel nebo antidysrytmikum verapamil
(Fromm 2004). Zéaroven znesnadiuje 1é¢bu nékterych nemoci véetné rakoviny, HIV nebo
cystické fibrézy. Nadorové buiiky exprimuji MDR1 nékolikanasobné vice nez bunky
zdravé, coz klade zvySené naroky na vyvoj 1é€iv, ktera musi nejen specificky cilit na
buniky nadorové tady, ale 1 snizovat aktivitu MDR1 nebo byt podavana ve zvysenych
davkach, poptipadé nebyt substratem MDR1. Obdobn¢ je tomu u HIV, avSak u cystické
fibrozy se overexprese MDRI jevi jako prospésna, a to diky strukturalni podobé proteinu
CFTR (cystic fibrosis conductance transmembrane regulator). CFTR ovliviiyje iontovou
rovnovahu a jeho mutace u nemocnych cystickou fibrézou zpusobuje zvySenou tvorbu

plicniho sputa (Li et al. 2010).

3.1.2 Prenos latek pres membrany pomoci endocytozy
Endocytézou nazyvame proces, pfi kterém se transportovana latka uzavira do vacku
vznikajiciho odskrcenim z plazmatické membrany a nasledné je pfenesena pies

membranu (Doherty a McMahon 2009).

5 Phagocytosis Pinocytosis Receptor-mediated

EN endocytosis

-E [)seudopodium\ Q O o 7:) o Qo L:} Q O
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©
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Obrazek 2: Schematické znazorneni moznosti endocytozy (Prevzato z Anonym 2011)

Existuje mnoho moznosti a cest, jak ptfenaSet latky do bunck prostfednictvim
endocytozy (Obrazek 2), které zavisi jednak na vlastnostech endocytovanych latek,
jednak proteinech spoluucastnicich se procesu a dale na specifité builky. V nékterych
ptipadech mize jit o vysoce sloZity a vysoce kontrolovany proces, napt. u synaptickych
neuroni mize byt vramci jednoho vezikulu transportovano az 20 rGznych funkcné

odlisnych latek (Doherty a McMahon 2009). Jindy se miize jednat pouze o nespecificky
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prenos vysokomolekularnich latek, jako je tomu v pfipadé lipoproteinového receptoru

LRP2 (LDL receptor-related protein 2, megalin) (Marzolo a Farfan 2011).

Obecn¢ nejlépe prostudovanou se jevi klatrinem zprosttedkovana endocytoza, tzn.
molekuly jsou pfenaSeny pfes bunécnou membranu ve form¢ vacku (Casartelli et al.
2008). Klatrin je diky svému uspotadani schopen pieklenout misto, kde je na bunééné
membrané vazany komplex ligandu a receptoru, nasledné se na membrané¢ pomoci
regulacnich proteinti vytvoii vacek a dojde k pohlceni celého vacku do nitra bunky
(Doherty a McMahon 2009). Intracelularné se tato vezikula transformuji do endozomt,
ve kterych za pomoci specifickych enzymut probihd rozdéleni obsahu a nasledné jsou
jednotlivé latky piesunuty na specificka mista podle svého vyuziti. Jedna se o velice
specificky proces, kterého se ucastni velké mnozstvi regulacnich proteini (Casartelli
et al. 2008). Adaptor protein 2 (AP2) pfispiva spojeni internalizovaného substratu
s klatrinem, coz v nékterych ptipadech miize vykonat i dalsi pomocny protein, epsin, ten
ale Castéji napomdha pocatecni zméné tvaru membrany a tvorbé receptorové jamky.
Amphiphysin nebo SNX9 (sorting nexin 9) stabilizuji zakfiveni membrany, vaZou se
zaroven na AP2 a klatrin a odpovidaji za vznik stabilntho membranového vacku.
Odpojeni vezikula od membrany zajistuje dynamin vyuzitim energie vzniklé hydrolyzou
GTP. Nasledny rozpad klatrinového koSe zajist'uje auxilin spolu s chaperonem HSC70

(heat shock cognate) (Obrazek 3) (Doherty a McMahon 2009).

coated
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clathrin coat
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VESICLE
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receptor —— adaptin \
| naked transport
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CYTOSOL

cargo molecules

Obrazek 3: Zobrazeni tvorby klatrinového kose spolu s vybranymi pomocnymi proteiny (Prevzato z Pereira

2012)

Bunky proximalnich tubult se formuji do specifického tvaru, ktery ovliviiuje

schopnost endocytézy pres aktivaci iontového kanalu TRPV4 (transient receptor
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potencial channel V4). Kanal, reagujici nejen na specifické agonisty, ale i na protazeni ¢i
smriténi buiiky, zajisti spusténi endocytozy influxem Ca?" ionti (Obrazek 4)(Van Giel

a Vennekens, 2021).
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Obrazek 4. Schematické znazornéni endocytozy za ucasti TRV4 (Prevzato z Van Giel a Vennekens, 2021)

Krom¢ toho se v proximalnich tubulech ve velké mife exprimuji dva velké
receptory, megalin a cubilin, jez patfi do endolysosomalniho systému proximalnich

tubultl a vyrazné napomahaji internalizaci endocytézou (Polesel a Hall 2019).

3.2 Megalin
Megalin neboli Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 (LRP2) je
transmembranovy protein ¢itajici 4655 aminokyselin o pfiblizné molekulové hmotnosti
522 kD (Casartelli et al. 2008). Jedna se o anionickou bilkovinu, jejiz izoelektricky bod
byl stanoven na 4,6 (Moestrup et al. 1995). LRP2 gen, ktery kdduje stejnojmenny protein,
se v ptipadé ¢loveéka nachazi na chromozomu 2, konktrétné v lokusu 2q31.1. (De et al.

2014).

Megalin se fadi do rodiny LDL receptorli, kterd zahrnuje nékolik podrodin
(Casartelli er al. 2008). Kazda ztéchto podrodin je charakterizovana svou velikosti
a vyslednym tvarem proteinu. V hierarchii podrodin LDL receptord miizeme megalin
zatadit mezi obii lipoproteinové receptory (Andersen et al. 2013). Receptor umoziuje
endocytozu velkého mnozstvi latek, mezi ligandy patii i Siroka Skala latek, které jsou télu

vlastni v€etné plasminogenu nebo prolaktinu (Marzolo a Farfan 2011).

3.2.1 Struktura a lokalizace
Megalin se vykytuje u vétSiny zivoc€ichll od octomilek, ptes hlisty az po cloveka,
z ¢ehoz lze vyvodit dalezitost jeho fyziologické role v organismu (Casartelli ef al. 2008).

Po transkripci LRP2 genu a nésledné translaci je LRP2 protein translokovan na apikalni
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povrch epitelidlnich bun¢k tkani ledvin, vnitiniho ucha, o¢i, plic a §titné zlazy (Marzolo
a Farfan 2011). Jeho role uz v prenatalnim vyvoji je nezastupitelna, nebot’ jiz v obdobi
pied narozenim ovliviiuje vyvoj mozku, plic, srdce a cév (Kukida et al 2020).
V morfologicky odlisSnych tkdnich, napfiklad v mozkové tkani (pfedevsSim
v choroidalnim plexu, astrocytech a neuronech), buikach délohy nebo folikularnich
bunkach Stitné zldzy, zastava specifické funkce vyplyvajici ze schopnosti proteinu
pienaset pro vysSe uvedené tkan¢ specifické ligandy, nejvétsi vyznam ma vSak pro

ledviny, kde se po narozeni zaroven nejvice vyskytuje (De ef al. 2014).

LDL receptory jsou glykoproteiny s velkou extracelularni a malou intracelularni
¢asti (Obrazek 5) (Fisher a Howie 2006). Vsechny cleny rodiny lipoproteinovych
receptord spojuji jisté shodné strukturni znaky. Prvni strukturni shodou jsou oblasti
podobné komplementu (CR, complement type repeat), dale celky piibuzné
epidermélnimu rastovému faktoru (EGF, epidermal growth factor) a nakonec
B-Sroubovice zahrnujici sekvenci tyrosin — tryptofan — threonin — kyselina asparagova.
U velké ¢asti receptorti se na vazbé ligandu podili jak doména CR, tak B-Sroubovice,
avSak u obfich proteinti, véetné¢ LRP2 zlstava vyznam B-Sroubovice neobjasnén. Jeji
funkce jsou u megalinu intenzivné zkoumany a predpoklada se, ze se podili na vazbé

a uvolnéni ligandl z receptoru uvnitt buiiky (Andersen et al. 2013).

Struktura megalinu zahrnuje konkrétn€ 36 repetic podobnych komplementu, které
jsou bohaté na cystein, dale 16 ¢asti rustovych faktord a 1 repetici pro EGF. VSechny
celky se organizuji do 3 domén: cytoplazmatické, jednoduché transmembranové
arozsdhlé extracelularni domény (Obrazek 5) (De ef al. 2014). Extracelularni doména
(ECD) zahrnuje 4400 aminokyselin, coZ ptedstavuje znacnou cast z celkové velikosti
proteinu (4655 aminokyselin) (Saito et al. 1994). V ECD se nachazeji ¢tyfi uskupeni
bohat4 na cystein, ktera jsou od sebe odd¢lena B-Sroubovicemi a zodpovidaji za vazbu
ligandd, kterymi jsou vysokomolekularni latky, naptiklad thyreoglobulin, coZ je protein

o molekulové hmotnosti 660 kDa (Marzolo a Farfan 2011, Rivolta a Targovnik 2006).

Transmembranovda doména sestdvd z 23 aminokyselin, zodpovida za ukotveni
receptoru v membrané a stejné jako cytoplazmatickd doména miiZze byt i tato doména

Stépena y-sekretazou (Marzolo a Farfan 2011, Nielsen et al. 2016).

LRP2 protein je zakonceny sekvenci 209 aminokyselin, kterd tvoii relativné malou

cytoplazmatickou doménu (CD). CD obsahuje zna¢né mnozZstvi motivi, které jsou
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v pfim¢é souvislosti s funkci a regulaci funkce LRP2 receptoru (Kukida et al. 2020).
V cytoplazmatické doméné se nachdzi dileucinové misto a dva NPXY (asparagin —
prolin — x — tyrosin) motivy (Marzolo a Farfan 2011). Ve struktuie 1ze nalézt také motiv
NQNY (asparagin — glutamin — asparagin — tyrosin), ktery je obdobou NPMY
(asparagin — prolin — methionin — tyrosin) a zodpovida za vyskyt megalinu na apikalni
strané membrany (De et al. 2014). NPMY motiv se u megalinu podili na piesunu ligandu
do nitra bunky. Krom¢ vySe uvedenych repetic obsahuje CD dvé sekvence bohaté na
prolin odpovédné za interakci s cytoskeletem. V neposledni fad¢€ Ize jmenovat i Casti,
které umoznuji fosforylaci cytoplazmatické domény receptoru, tzv. PPPSP (prolin —
prolin — prolin — serin — prolin) motiv nachazejici se rovnéz v CD receptoru, ktery
megalinu propljcuje na rozdil od jinych LDL receptori schopnost konstitutivni
fosforylace (Marzolo a Farfan 2011). C-konec peptidu miize byt navic odstépen
y-sekretazou a takto vznikly fragment se zapojuje do transkripce Na'/H" vyménikd,

ale 1 megalinu samotného (Kukida et al. 2020).
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Obrazek 5: Struktura megalinu véetné pridruzenych molekul (Prevzato z De et al. 2014).

3.2.2 Funkce
Megalin ovliviiuje lidské télo od poceti, kde se ucastni jiz nidace vajicka v d€loze,
pfes t¢hotenstvi az do dospélosti (Fisher a Howie 2006). Syntetizuje se jiZ v raném vyvoji
neurdlni trubice a hraje diilezitou roli pti tvorbé mozkové tkdn¢ (Marzolo a Farfan, 2011).
Nejveétsi vyznam hraje v prenatalnim vyvoji ledvin, u ostatnich organti se neprokézalo, ze

by piitomnost receptoru jako takového ovliviiovala jejich fyziologicky vyvin, prestoze
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studie uvadi, ze pokud dojde k chyb¢ ¢innosti megalinu v prenatalnim obdobi, mozek se
nevyviji a zarodek roste se specifickym tvarem hlavy, kratkym nosem, plochym celem
a zakrnélyma ocima, a kromé mozku jsou vyznamné postizeny i plice a ledviny.
U dospélych se vyznamnou mérou podili na udrzeni homeostazy organismu, a tudiz lze
predpokladat, ze spravna produkce megalinu pied narozenim souvisi s normalnim
rozvojem ledvin po narozeni (Fisher a Howie 2006). Vyfazeni receptoru z ¢innosti
zpusobuje proteinurii, ktera spolu s dalsimi faktory, jako je uzivani 1éCiv nebo diabetes,
muze progredovat az v zanét a selhani ledvin nebo poruchy kardiovaskularni soustavy

v souvislosti se zvySenou aterogenezi (Kukida ez al. 2020).

Doposud nejlépe jsou prostudovany a zmapovany funkce LRP2 v ledvinach (Fisher
a Howie 2006). V proximalnich tubulech vystupuje megalin jako nejvyznamnéjsi
transportér, vyskytuje se po celé jejich délce v hojném poctu, coz spolu s vysokou
koncentraci ligandii v moc¢i umoziuje velké mnozstvi interakci liganda s receptorem.
V disledku toho jsou internalizovany i molekuly, které nemaji tak vysokou afinitu
k LRP2 (Moestrup et al. 1995). Receptor zachytava predevsim vysokomolekularni latky
z moci a vraci je zpét do krve, avSak nema zde jen roli transportni, ale zapojuje se i do
syntézy lysozomalnich proteini proximalnich tubuli (Marzolo a Farfan 2011). Na
stejném misté spolupracuje s Na/K" pumpou a v zavislosti na ném se vstiebava retinol,

vitamin B12 a vapnik (Fisher a Howie 2006).

Dalsi z piekvapivych funkci pfedstavuje spoluticast megalinu na vapnikoveé
homeostaze. Na regulaci hladiny vapniku se podili velkou mérou pfistitna téliska, ktera
v reakci na mnoZstvi vapniku v extracelularni tekutin€ uvoliiuji parathormon, a praveé na
povrchu buné¢k pristitnych télisek mizeme megalin nalézt. Aktivita ECD megalinu také
zavisi na hladin€ vapniku, nebot’ ve své struktufe obsahuje mista, kam se tento kation
vaze a umoziuje tak internalizaci ligandu. Studie na mySich modelech prokazaly
pfitomnost megalinu v n€kolika typech bunck, které vykazuji citlivost na hladiny vapniku
nebo se jejich citlivost pfedpoklada. Dale bylo zjisténo, Ze pokud je megalin
knockoutovan, pak ma zvysSend hladina vapniku v extracelularni tekutin€ nizsi vliv na
sekreci parathormonu oproti situaci, kdy megalin inaktivovan neni. Z vySe uvedeného
vyplyvé, ze megalin ovliviiuje hladiny vapenatych iontli v organismu nejen na urovni

sekrece. (Fisher a Howie 2006).
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Za zminku stoji i propojeni RAAS (renin-angiotenzin-aldosteronovy systém)
s megalinem, nebot’ receptor v proximdlnich tubulech reguluje reabsorpci
angiotenzinogenu, reninu a angiotenzinu I, a tudiz hraje roli v ovlivnéni krevniho tlaku.
Na rozdil od vySe uvedenych ligandi vSak bylo prokézéno, ze snizené hladiny
angiotenzinu II snizuji funkci megalinu, to znamena, Ze i angiotenzin Il ovliviiuje megalin

pozitivni zpétnou vazbou (Kukida et al. 2020).

Funkce a ligandy megalinu jsou do jisté miry zmapované, avsak o regulaci hladin
tohoto proteinu se vi malo. Stejné jako v pifipad€ jinych receptorti, mnozstvi proteinu
LRP2 na membrané je fizeno na trovni transkripce a translace. Cinnost megalinu je viak
ovladéana i regulaci pfesunu receptoru na povrch buniky a stejné tak ma vliv i polocas
proteinu na membrané (Marzolo a Farfan 2011). Syntézu mRNA aktivuje vitamin D,
zluc¢ové kyseliny nebo kyselina retinova. Negativné tvorbu proteinu ovliviiuje TGF- (De
et al. 2014). Pfesun receptoru na povrch membrany fidi endoplazmatické retikulum,
zatimco jeho internalizaci zpét do buiiky ovladaji cytosolické proteiny a GSK3 kinaza

(Marzolo a Farfan 2011).

Pokusy na mySich poukédzaly i na zcela novou schopnost LRP2, kterou je
vychytavani selenoproteintl, neboli proteinti zahrnujicich ve své struktuie aminokyselinu
selenocystein, piikladem mohou byt glutathionperoxiddzy nebo thioredodoxinreduktazy
(Labunskyy et al. 2014). Mysi, které mély zmutovanou a nefunkéni extracelularni
doménu, vykazovaly v souvislosti s nedostatkem selenu problémy s koordinaci (Marzolo

a Farfan 2011).

3.2.3 Ligandy a jejich interakce s LRP2

Megalin internalizuje ptedev§im vysokomolekularni latky, mezi které patii
plazmatické transportni proteiny pro vitaminy, enzymy, enzymové inhibitory, hormony,
albumin, laktoferin, ale i latky strukturné¢ odlisné od proteinti: animoglykosidova
antibiotika, jejichZ spolecnou vlastnosti je pravé vysoka molekulova hmotnost (Fisher
a Howie 2006, Casartelli et al. 2008, Andersen et al. 2013). Od pocatku 21. stoleti zndme
vice nez 50 riznych ligandi megalinu. Mezi vyznamné ligandy nepochybné patii
1 molekuly ApoJ a ApoE, které tento receptor pomaha ptenasSet pies hematoencefalickou

a hematolikvorovou bariéru (Fisher a Howie 2006).

Ze studii vyplyva, Ze za vazbu ligand-receptor odpovidaji negativn€ nabité tseky

megalinu, které mohou snadno reagovat s bazickymi skupinami ligandti. Kationické
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ligandy se naproti tomu vazou mensinové (Moestrup et al. 1995). Vazbu liganda tidi
hladina vapniku, nebot’ pfi pokusech, kdy byl vapnik vdzan v komplexech s EDTA, se
ligandii navazalo jen polovi¢ni mnoZzstvi oproti pokusiim, kde EDTA pouzita nebyla

(Moestrup et al. 1995, Casartelli et al. 2008).

Poté co je ligand navazan na receptor, zacind internalizace. Membrana se vchlipuje
dovnitf, az na vnitini stran¢ vytvori vacek, ktery se pfeméni na endozom. Nasledny osud
obsahu vacku se razni dle typu substratu. Obsah vezikul splyne s lysozomem a mtize byt
rozlozen nebo bez degradace recyklovdn a vracen na membranu. Dal§i moznosti
zpracovani je postupné zrani vackt do forem pozdnich endozomi. Poté, co obsah
endozomil zpracuji pomocné enzymy, se megalin vrati zpét na povrch bunky (De et al.
2014). Pfirozen¢ se megalin nachazi na apikdlni stran¢ membrany, tato pozice 1ze zménit,
a to pomoci transcytdzy. Transcytdza je proces, pii kterém je receptor piesunut na

opac¢nou stranu membrany, aniz by byl predtim degradovan (Marzolo a Farfan 2011).

B-Sroubovice ve struktufe megalinu jsou schopny se vazat na ligand pomoci svého
shutter binding NxI (SBiN) motivu, coz je sekvence aminokyselin komplementarni
k motivu NxI (asaparagin — x — izoleucin) objevujici se u ligandi. Piekvapivé dva NxI
motivy lze nalézt i ve struktufe cubilinu, koreceptoru megalinu. Tyto motivy jsou
odpovédné za specifickou vazbu receptor-ligand. Spojeni s ligandem miize byt posileno
zapojenim CR a EGF motiv1, které ovliviiyji afinitu. Nadto B-Sroubovice dovoluji vazbu

ligandu v jeho pevné podobé (Andersen ef al. 2013).

Megalin je schopen pienaSet nejen Ziviny, ale 1 latky zplsobujici posSkozeni bunék
(De et al. 2014). Soucasné internalizuje nejen télu vlastni, ale 1 syntetické slouc¢eniny
s mnoha bazickymi strukturami. Z 1éCiv lze uvést napiiklad aminoglykosidové
antibiotikum gentamicin nebo polymyxin B (Casartelli et al. 2008). Za nefrotoxicitu
aminoglykosidl, zdvazny nezaddouci u€inek, kterému se pfedchazi peclivym davkovanim,
zodpovida prave reabsorpce v ledvinach (Liillmann et al. 2007). Jejich molekuly jsou pies
membranu pfeneseny pomoci transportnich vezikul a mohou s dalSimi ligandy, naptiklad
jinymi antibiotiky, jako je polymyxin B, o receptor soutézit. Kompetice o receptor

umoziuje vznik i nékterym lékovym interakcim (Moestrup ef al. 1995).

3.2.4 Onemocnéni ovlivnéna megalinem
Ligandy megalinu, jako je napfiklad angiotensin II nebo lipoproteinova lipaza,

souvisi s onemocnénimi, napt. diabetem mellitem, hypertenzi nebo obezitou, a proto se
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dysfunkce receptoru pfimo podili na vzniku téchto onemocnéni. Patologické procesy
ovliviuji nejen ligandy, ale i proteiny s megalinem interagujici, napiiklad Na'/H" pumpa.
Tato pumpa je megalinem ovliviiovana a jeji aktivita se v souvislosti se zménou ¢innosti

LRP2 snizuje u pacienti trpicich diabetem mellitem (Marzolo a Farfan 2011).

Vyskyt megalinu na bunécnych povrsich castecné definuje i vliv genetickych
mutaci na chromozomu X, konkrétn¢ u Loweho syndromu a Dentovy nemoci. U obou
nemoci dochazi k postupnému selhavani ledvin z divodu S$patné resorpce proteint
a minerald. U Loweho syndromu se jiz od narozeni vyskytuje Sedy zdkal a mentdlni
retardace. Dentovu nemoc naproti tomu charakterizuje proteinurie a acidéza, nemoc se
deli do dvou typt podle toho, ve které ¢asti chromozomu X k mutaci doslo. Typ jedna se
vyznaCuje mutaci genu pro chloridovy kanadl CIC-5 a typ dva mutaci
OCRL (oculocerebrorenal syndrome of Lowe), coz je gen kddujici enzym zodpovédny
za udrzeni rovnovahy fosfolipidi v bunééné membrané. Pokusy na mysich prokazaly, ze
obé& mutace vznikaji u jedinct, ktefi maji naruSenou expresi megalinu na apikalni strané

bunck proximdlnich tubuli (Marzolo a Farfan 2011, Anonym 2020a).

Diky hojnému zastoupeni v ledvinnych proximalnich tubulech se LRP2 podili i na
patofyziologickych stavech ledvin. Exozomy detekované v moci pacientli s rendlni
dysfunkci obsahuji kromé LRP2 i cubilin, ale i transportni proteiny jako je napiiklad
aquaporin nebo Na/K" pumpu. Ocekava se, ze lep$i prostudovani téchto exozomil
pomuze objasnit mechanismy vzniku renalnich onemocnéni a oznaci jejich dilezité

markery (De et al. 2014).

Je samoziejmosti, Ze jakoZto receptor pro lipoproteiny, bude mit megalin
vyznamnou roli v internalizaci cholesterolu a stim spojenych nemocech. Svou roli
v téchto onemocnénich sehrava i1 koreceptor megalinu, cubilin. Megalin v souvislosti
s cholesterolovou rovnovahou vystupuje jako receptor pro clusterin (apolipoprotein J)
a lipoprotein (a) (Lp(a)). Clusterin, protein patfici do rodiny chaperont regulujicich
bunéénou smrt, je krvi pfendSen navazan na HDL a Lp(a) a zplsobuje aterogenezi
(Sposito et al. 2019). Déle existuje vyznamna souvislost s apolipoproteinem M, ktery je
syntetizovan v ledvinach za vyuziti megalinu. Vyzkumy stanovily, Ze rliznorodost variant
exprimovanych receptort v zavislosti na heterogenité genu pro megalin v lidské populaci
ma piimou souvislost s hladinou HDL ¢&astic, jejichZz hladinu reguluje nejvyraznéji

v ramci cholesterolové homeostazy (Marzolo a Farfan 2011).
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Studie ukazuji, Ze LRP2 vznikajici v o¢ni tkani je nepostradatelny pro rozvoj
oc¢niho bulbu a vizu. Existuje pfima souvislost mezi vyskytem megalinu a kratkozrakosti
u mysi. Mutanti s knockoutovanym LRP2 genem se jevili jako kratkozraci, avSak

mechanismus piisobeni megalinu na sitnici nebyl doposud objasnén (Cases et al. 2017).

Megalin se spolu s cubilinem nachézi i v epitelialnich buiikach zluéniku. Zlug
obsahuje mnoho komponent, které jsou t€émito proteiny vyvazovany, a proto ma vliv i na
zlucnikova onemocnéni. Je mozné, Ze megalin ovliviiuje pH Zluci a tim se spolupodili na
vzniku zluénikovych kament. Kromé vyse uvedenych, je megalin vyznamnym ¢initelem
pro rozvoj Alzheimerovy nemoci, nebot’ usnadiiuje clearance B-amyloidu, peptidu

hrajicim vyznamnou roli v rozvoji onemocnéni (Marzolo a Farfan 2011).

3.3  Cubilin

Cubilin je membranovy protein vznikajici ptepisem CUBN genu lokalizovaném na
desatém chromozomu, obsahujici dvacet sedm domén oznacovanych CUB domény
a amfifilni helikalni sekvence. Tyto sekvence se nachdzi na N-konci, ktery je spojeny
s plazmatickou membranou. Cubilin ptfedstavuje endocyticky receptor s molekulovou
hmotnosti 460 kDa a jedineCnym uspotfadanim, nebot’ ve své struktufe neobsahuje
transmembranovou ani cytoplazmatickou doménu, a proto jeho internalizace zcela zavisi
na megalinu (Kozyraki 2001, Marzolo a Farfan 2011). Kromé& lokalizace maji spole¢né
1 n¢které ligandy, naptiklad albumin a myoglobin, které reabsorbuji nestejnomeérné,

nebot’ megalin zachyti vétSinu molekul (Nielsen et al. 2016).

Historicky prvnim prokazanym ligandem cubilinu se stal komplex vnitiniho faktoru
a vitaminu Bp>. Projevem geneticky podminéného onemocnéni megaloblastické anémie
je malabsorpce vitaminu Bi> a proteinurie, z nichZ obé jsou pravdépodobné spojené

s dysfunkci cubilinu (Kozyraki 2001).

3.3.1 Vyskyt a struktura
Strukturu proteinu tvoii od N-konce fetézec 110 aminokyselin pokracujici osmi
EGF repeticemi, na n¢z se napojuje 27 CUB domén (Nielsen et al. 2016). Tyto domény
tvofi 88 % hmotnosti celého proteinu a v prostoru jsou CUB domény a s nimi 1 cely
protein orientovany do dvou vrstev sloZenych z antiparalelrnich B-listh navzdjem
propojenych B-Sroubovicemi. CUB domény se mohou v prostoru riizné natacet a vytvari
tak co nejvice vhodnou polohu pro vazbu ligandu (Kozyraki 2001, Christensen et al.

2013).
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Za ukotveni proteinu v membrané zodpovida jeho N-konec, tato oblast netvoii
klasickou transmembranovou doménu, ale Sroubovicovou strukturu podobnou vléasence,
ktera odpovida za ukotveni v cytoplazmatické membrané (Kristiansen et al. 1999).
Spravna poloha cubilinu na membrané v prostoru extracelularniho prostredi zavisi na
proteinu zvaném amnionless (AMN), ktery interaguje s EGF repeticemi cubilinu a fidi
tak jeho orientaci na cytoplazmatické membrané. V disledku neptitomnosti
AMN proteinu cubilin ziistava otocen intracelularné a stejné tak je dilezita piitomnost

cubilinu pro spravné urceni polohy AMN (Nielsen ef al. 2016).

U dospélych jedincti je cubilin produkovéan buikami proximalnich tubuld, epitelu
d€lohy, nonepitelidlnich stranach bunck sleziny, mozku, §titné zlazy a plic, na jejichz
povrsich se vyskytuje, nejcasteji na téch mistech cytoplazmatické membrany, kde probiha
klatrinem usnadnénd internalizace substratu (Kozyraki 2001). Spolu s megalinem
se spolecn¢ vyskytuji v ledvinach a v tenkém stieve, kde jsou soucasti kartacového lemu
a podileji se na zachyceni a pfenosu kyanokobalaminu a kyseliny listové. (Casartelli

et al. 2008).

3.3.2 Funkce
Receptor hraje rozmanité role u velkého mnozstvi zivo€ichii od hlodavcei pies nizsi
savce po ¢loveéka, u nichz se podili na spravném vyvoji embrya, podili se na organogenezi
a ucastni se vymény cholesterolovych ¢astic mezi matkou a plodem. Diky variabilité
umisténi ve tkanich, napf. proximalni tubuly nebo epitel délohy a velkému mnoZstvi
ligandli zastava cubilin vicero funkci, jako jsou reabsorpce albuminu v proximalnich

tubulech nebo sttevni absorpce vitaminu B1, (Kozyraki 2001, Christensen et al. 2013).

Ucast na stfevni absorpci vitaminu B, patii mezi jednu z prvnich popsanych funkci,
dysfunkce byla rozpoznana u pacientl trpicich autozomalné¢ recesivni megaloblastickou
anemii (Nielsen et al. 2016). U nemocnych se objevuje dysfunkce CUB domén 6 a 8
a v zavislosti na lokalizaci mutace ve struktufe proteinu lze nemoc délit na dva typy.
Pozoruhodna muize byt i skute¢nost, Ze mutace CUB domény 8 (typ 1) neovliviluje
reabsorpci dal§iho ligandu, konkrétné apolipoproteinu A-I (apoA-I), zatimco mutanti
s dysfunk¢éni doménou 6 (typ 2) nejsou schopni apoA-I v proximalnich tubulech efektné
reabsorbovat (Kozyraki 2001). Onemocnéni vznikd mutaci CUBN nebo AMN genu,
pficemz pfesnd funkce transmembranového proteinu AMN (amnionless) pii vstiebavani

vitaminu B2 neni doposud znama (Nielsen et al. 2016). Predpoklada se vSak, Ze absorpci
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napomahd spolutiCasti na biosyntetickych procesech nebo ukotvenim cubilinu
v membrané. Po vazbé vitaminu B> v komplexu s intrisic faktorem na cubilin dochazi
k napojeni AMN na stericky nebranéné misto cubilinu a internalizaci ligandu. Cubilin
spolu s AMN ziejm¢ utvari komplex znamy téZ pod nazvem cubam, ktery je schopen
pracovat nezavisle na megalinu, proteinu oby¢ejné€ nutném pro spravnou ¢innost cubilinu

(Fyfe et al. 2004).
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Obrazek 6: Schematické znazorneni tubularni reabsorpce za ucasti megalinu, AMN a cubilinu (Prevzato z:
Nielsen et al. 2016)
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V proximélnich tubulech ledvin za spoluprace s megalinem (Obrazek 6) vyznamné
reabsorbuje proteiny jako je albumin, haptoglobin nebo vySe zminény apoA-I. Albumin
figuruje jako ligand obou receptord, jak cubilinu, tak megalinu a jen diky hojnému
zastoupeni receptori vystavenych na apikalni membrané tubuldrnich bunék se
reabsorbuje vétSina albuminu, piestoze se ligand k obéma receptortim vaze nepfili§ pevné
(Kozyraki 2001). Samotna vazba na cubilin nestac¢i, nebot’ receptor sdm neni schopen
internalizace a vystupuje ve vazb¢ albuminu jako koreceptor megalinu, tudiz reabsorpce
albuminu zprostfedkovana cubilinem zavisi na megalinu. AvSak studie prokazuji, Ze
nejvetsi podil albuminu se reabsorbuje, pokud jsou oba proteiny funkcni, pokusy
s protilatkami proti albuminu a cubilinu ukazaly snizenou reabsorpci albuminu
v ptipadech, kdy byl jeden zreceptorii vyfazen z funkce. Pro dillezitost vzajemné

kooperace svédci 1 vyskyt obou proteint ve shodnych tkdnich (Zhai ef al. 2000).

Cubilin, prestoze sam neni schopen véazat cholesterol nebo jiné lipidy, se
vyznamnou mérou podili na regulaci lipidové rovnovahy, nebot” je pravdépodobné, ze
vaze a internalizuje pienasecovy protein pro lipid v komplexu s lipidem (napt. apoA-I
spolu s triacylglyceroly). Naproti tomu, ale receptor nevychytava lipoproteiny s vysokou
hustotou (HDL), ackoliv se tyto ¢astice formuji pravé z apoA-I a triacylglycerold.
HDL c¢éstice jsou tak objemné, Ze se do moci fyziologicky nedostavaji a receptor je tudiz
nezachyti. Vzhledem k mnoZstvi ligandi z rodiny apolipoproteintl je patrné, Ze megalin

spolu se svym koreceptorem jsou nedilnou soucasti ledvinného systému zpétného

o1

3.4  Metody transfekce
Transfekce ptedstavuje technologickou metodu, kterou chépeme jako proces
doruceni cizi nukleové kyseliny do buiky se zdmérem produkovani geneticky
upravenych bunék. Dosazeni modifikace bun€k umoznuji metody chemické, biologické
a fyzikalni, z nichZ kazda ma své vyhody a nevyhody, a proto se volba vhodné techniky
odviji od mnozZstvi doru¢ované DNA, typu buiiky, narocnosti provedeni a dalSich (Kim

a Eberwine 2010).

Zminované rozdilné piistupy mezi jednotlivymi transfekénimi metodami se 1i8i
v nékolika rovinach, za které lze povazovat schopnost transfekovat velké mnozstvi
bunck, uspésnost transfekce nebo toxické plisobeni na transfekované bunky (Kaestner

et al. 2015).
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Pted zahajenim transfekce je nezbytné nutné optimalizovat proces v zavislosti na
typu transfekovanych bunék, které prestoze projevuji stejné vlastnosti, mohou vyzadovat
odlisné transfek¢éni podminky. Nastésti 1ze uspésnost reakce vyhodnotit jednoduse, a to
stanovenim mnoZzstvi proteinu exprimovaného geneticky modifikovanymi buinkami

(Kingston et al. 2003).

Problémy s transfekci mohou nastat hned v nckolika piipadech, znichz
k nejcastéjSim patii nizkd Gspésnost transfekce. Nizky podil Gspésné modifikovanych
bun¢k lze pfedev§sim u chemickych metod zvysit vhodnym skladovanim reagencii

v prislusnych obalech a za pozadované teploty (Kumar et al. 2019a).

3.4.1 Fyzikalni metody

Fyzikaln¢ lze transfekce dosahnout pomoci mikroinjekci, optické transfekce,
elektroporace, sonoporace a dal§imi metodami (Kaestner ef al. 2015). Fyzikalni metody
obecné vykazuji velmi vysokou tspé$nost, pokud hodnotime zaclenéni vkladaného useku
DNA do genomu buiiky a produkci pozadovaného proteinu (Khantakova et al. 2018).
Mikroinjekce a optické transfekce se vyuziva pro transfekci praveé jedné bunky s velmi
vysokou efektivitou. Dal§i vyhodu ptedstavuje nezavislost uspéchu transfekce na
chemické vybavé a specializaci bunék, napft. elektroporace se uzivd pro modifikaci

T-lymfocytd (Kaestner ef al. 2015).

Elektroporace piedstavuje metodu zarucujici konstantni vysledky, ¢ehoz lze vyuzit
k transfekci buné€k imunitniho systému, at' uz T-lymfocytd, makrofagli nebo
dendritickych bunck. Soucasné predstavuje jednu z nejCastéji uzivanych nevirovych
transfekénich metod. Uspéch této metody, kdy se k dorudeni kyzeného useku DNA do
buiiky vyziva napéti rozrusujici bunéénou membranu, zavisi na napéti vlozeném na
elektrodu, dobé trvani a koncentraci vektorové DNA. Z popisu metody vyplyva, ze buniky
v prub&hu genetické upravy podstupuji velkou zatéz, a proto se nutné zajist'uji podminky

k podpofte regenerace bunék, véetné volby vhodného média (Khantakova et al. 2018).

Slibné se rozvijejici fyzikalni metodu piedstavuji i mikroinjekce, jejichZ hlavni
vyhoda oproti elektroporaci spociva v moznosti transfekovat jednoduse vSechny typy
bunék. Soucasné technické vybaveni umoziuje automatizaci této metody pomoci robott,
a tudiZ jeji zrychleni a odstranéni lidské chybovosti. Prakticky se jedné o vloZeni a predani
pfesné stanoveného objemu smési ¢inidel a DNA do bunék pomoci mikropipet (Chow

et al. 2016).
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3.4.2 Biologické metody
Hlavni biologickou metodu distribuce DNA piedstavuje virova transdukce
(Kaestner et al. 2015). Pfenos genetické informace pomoci viru se historicky vyuzival
avzasad¢ polozil zdklady moderni transfekci, avSak postupem casu ho vytlacily
modernéjs$i metody, at’ uz fyzikdlni nebo chemické. Mezi nejcastéji uzivané vektory pro
transdukci fadime retroviry vcetné lentivirti nebo adenoviry, pfiCemz pouzivané virové

vektory prokazuji vysokou uc¢innost (Neshat ez al. 2020).

S vyhodou je tato metoda uzivana piedevsim u rychle se délicich bunék, vykazuje
totiz velmi vysokou ucinnost, avSak mezi hlavni nevyhody patii vyvolani imunitni
odpovédi u transfekce in vivo (Kaestner ef al. 2015, Neshat et al. 2020). Pro odstranéni
imunogenicity se vyvinuly modifikace, jako je napt. pokryti virové ¢astice polymerem

nebo konjugace s polypeptidem (Neshat et al. 2020).

3.4.3 Chemické metody
Chemické metody transfekce zastupuji techniky, kdy polykationty, fosfore¢nan
vapenaty nebo dendrimery usnadnuji pfechod DNA pies bunéénou membranu. Nékdy
byva k chemickym metodam fazena 1 lipofekce, fakticky vSak stoji na rozhrani metod
chemickych a biologickych. Lipofekce se soucasné tési velké oblibé, ve srovnani
s dals§imi chemickymi metodami vykazuje az stokrat vyssi GspéSnost (Kaestner et al.

2015).

Kjedné zprvné uZivanych chemickych metod se fadi transfekce pomoci
fosfore€nanu vapenatého. Princip pfedstavuje miseni chloridu vapenatého, DNA
a dalSich reak¢nich ¢inidel, pficemz sraZzeniny DNA s fosfore¢nanem véapenatym ulpivaji
na bun&&nych membranach a buiiky je nasledné pohlcuji pomoci endocytozy. Usp&snost
této technicky nenarocné metody zavisi na mnozstvi DNA v precipitatu, dobé kontaktu
reagencii s bunéfnou membranou a pouziti pomocnych Cinidel jakym je
dimethylsulfoxid(DMSO). Zejména koncentrace DNA v precipitatu velmi predurcuje
uspéch reakce, nebot’ ovliviiuje pfijeti nového useku DNA buiikou, a prave tato vlastnost
specificky charakterizuje rizné typy bunék. Stejné tak doba kontaktu a pfidani DMSO se
1181 mezi riznymi typy bunck, zatimco nékteré pozaduji dlouhy kontakt s reakénim
¢inidlem a pfiddni DMSO, jiné by tento postup usmrtil. Z diivodu stanoveni co

v

nejptiznivéj§ich podminek se pred zahdjenim transfekce provadi série stanoveni
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zahrnujici odli$né koncentrace DNA v precipitatu pfiddvané do média po rtizn¢ dlouhou

dobu (Kingston et al. 2003).

Nejnovéjsi chemické metody zastupuje liposomadlni transfekce, velmi slibné se
rozvijejici technika a v poslednich letech intenzivné studovand metoda genového
inzenyrstvi (Digiacomo et al. 2018). Lipoplexy neboli komplexy tvotené kladné nabitym
lipidem a zaporné¢ nabitou nukleovou kyselinou byly objeveny jiz na konci dvacatého
stoleti (Audouy a Hoekstra 2001). Soucasnou lipofekci Ize chapat jako spontanni reakci
kationickych lipidi spolu sDNA za tvorby vezikulii schopnych splynout
s cytoplazmatickou membranou (Kumar ef al. 2019b). Strukturu kationického lipidu tvoii
polarni hlava a na ni navazuje uhlovodikovy fetézec zakonceny hydrofobnim ocaskem
(Audouy a Hoekstra 2001). Pfi tvorbé liposomu dochézi k interakci kladn€ nabité hlavy
lipidu s negativni fosfatovou skupinou DNA (Kumar et al. 2019b). Po tvorbé liposomu
nasleduje pfichyceni komplexu doruc¢ované DNA s lipidem na cytoplazmatickou
membranu, po ném dochazi k internalizaci pomoci endocytdzy, uvnitt buiikky dochazi
k uvolnéni DNA z obalu a pfenosu do jadra na n&jz navazuje transkripce (Audouy
a Hoekstra 2001). Vyvoj této metody umoznuje prenos rtuznych druhi nukleovych

kyselin do Sirokého spektra bunék (Kumar et al. 2019b).

O tuspéchu transfekce rozhoduje mnoho faktorti, napt. délka uhlovodikového
fetézce lipidové molekuly, ochota komplexu tvofit micely nebo velikosti lipoplexu
(Audouy a Hoekstra 2001). Vysledek se odviji od koncentrace DNA, lipidu a dob¢ vzniku
liposomu z vySe uvedenych reagencii. Rostouci koncentrace lipidu obecné zvysuje Sanci
na uspéch, ovSem piili§ vysoké koncentrace se jevi toxické, stejné tak vysoka koncentrace
DNA mitize ptsobit jako inhibitor reakce, pfi¢emz optimalni mnozstvi reagencii zavisi na
konkrétnim typu buniky (Kingston ef al. 2003). Lipozomalni transfekci dale ovliviuji
transfekéni Cinidla, napf.: Lipofectamin 2000, jenZ se pro nizkou toxicitu a snadné
zachazeni Casto vyuziva. Zaroven je schopen transfekovat adherentni a suspenzni
bunécné linie (Kumar et al. 2019a). DalSimu rozvoji metody stoji v cesté mnohé
piekazky, které musi liposom piekonat véetné uspé€Sného prekonani cytoplazmatické
membrany nebo piesunem do jadra. Dulezité hledisko pfedstavuje syntéza efektivnich
a cytotoxické strance nezavadnych liposomil, nebot’ lipoplexy mohou piisobit toxicky,

piestoZe vykazuji dobrou transfekéni u¢innost (Digiacomo et al. 2018).
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Transfekce pomoci kationickych lipida se hojn€ vyuziva zejména pro vyhody jako
jsou omezena tocixita, snadné strukturdlni obmény a nizkd cena (Audouy a Hoekstra
2001). V lipoplexech se lipidy a vodna faze bud’ rozd€luji do vrstev, diky kterym cely
komplex pfipomina cibuli, nebo tvoti micely (Digiacomo et al. 2018). Micely se spolecné
seskupuji do struktur ptipominajicich vceli pléastve, kdy kazdou molekulu DNA
obklopuje molekula lipidu. Takto organizované molekuly vykazuji vyssi transfekcni

ucinnost nez cibulovité komplexy (Kumar et al. 2019b).

Zatimco in vitro nabizi lipofekce uspokojivé vysledky, in vivo tvoii prekazky

hlavné€ nizké ucinnost a nestabilita komplexti, aby mohly byt tyto ptekdzky odstranény,

.....

3.5 CRISPR-Cas9

Prilomem molekuldrni biologie tohoto stoleti se stalo vyuziti CRISPR-Cas9
systému v genetickém inZenyrstvi (Janik et al. 2020). CRISPR (clustered regulalrly
interspaced short palindromic repeats) asociované proteiny predstavujici obranny systém
bakterii se vyuzivaji nejen ve spojeni s editaci genomu, ale i pro screening gend,
mapovani genomu nebo 1éCeni geneticky vazanych onemocnéni (Gong et al. 2021).
V ptedchozich letech byly provedeny studie na lidskych embryich s cilem zménit DNA
a vylécit tak plod z dédicného onemocnéni, B-thalasemie, ale doslo ke vzniku mnoZzstvi
nechténych mutaci, tudiz se studie nesetkala s uspéchem. AvSak v piipadé, kdy se
odebraly kmenové buniky nemocného pacienta, podafilo se je s uspéchem transfekovat,
nasledné diferencovat na pln€ funkéni prekurzory cervenych krvinek a vyuzit pfi

transplantaci nemocnému (Savi¢ a Schwank 2016).

Spolu s novou moZnosti 1éCit zavaznd onemocnéni vyvstavaji etické otazky
tykajici se upravy lidského genomu. Metoda editace genetické informace pomoci
CRISPR-Cas systému sice pravdépodobné¢ umozni 1é€bu HIV, rakoviny, hemofilie
a dalSich vaznych onemocnéni, je vSak nezbytn¢ nutné stanovit etické hranice uzivani
této metody, hrozi totiz, Ze ptili§ Casté zdsahy do DNA vyvolaji geneticky drift, ktery
zpisobi dalsi nevyzaddané mutace u budoucich generaci (Janik et al. 2020). I pies vyse
uvedené etické otdzky se vSak jedna o pfesnou, efektivni, relativné jednoduchou na
provedeni a pomérné levnou metodu stabilni transfekce zivocisnych bunék (Bower et al.

2021).
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CRISPR-Cas systém lze rozdélit do dvou tiid a nasledné na nékolik podtypt,
pricemz struktura kazdého podtypu se lisi, napt. Cas9 (kaspaza 9) slozend z HNH (His —
Asn — His) a RuvC nukledzovych domén je schopna rozpoznat a stiihat dvouvldknovou
DNA obsahujici specifickou sekvenci prislusici Cas9 (Gong et al. 2021, Janik et al.
2020). CRISPR-Cas9 (Obrazek 7) sestava z Cas9 nukledzy a single guide RNA (sgRNA),
pfi¢emz sgRNA zahrnuje transaktivacni crispr RNA (tractRNA) a crispr RNA (crRNA)
zahrnujici Gsek 20 nukleotidli vazicich se na DNA a n¢kolik dalSich nukleotidi
komplementarnich k tracrRNA. Tyto komplementarni casti spolu hybridizuji a vazi se na
Cas9 za tvorby komplexu Cas9-sgRNA, ktery je schopen se pomoci volné casti sgRNA
navazat na dsDNA. Takto vznikly komplex umoziuje HNH a RuvC doméndm Stépit
komplementarni a nekomplementarni vladkno DNA, ¢imz dochazi ke vzniku
dvouvlaknového zlomu tfi baze proti sméru od navadéci PAM (protospacer-adjacent
motif) sekvence, bez které by ke $tépeni DNA nedoslo. Oba konce upravené DNA jsou
spojeny bud’ homologicky nebo nehomologicky pomoci DNA-ligazy (Janik et al. 2020).
Homologni spojeni vyZaduje sesterskou chromatidu vyuZitelnou jako templatovou DNA,
nehomologni naproti tomu pracuje s kratkymi homolognimi sekvencemi, ¢imz se zvySuje
Sance na vznik nepfesnosti a v misté Stépeni tak mize dojit k tvorbé mutace s posunem
ke vzniku tiché mutace, strukturdlné zménénému proteinu nebo zastaveni syntézy

bilkoviny béhem procesu (Bower et al. 2021).
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Obrazek 7: Schematické zndzornént principu meztody CRISPR-Cas9 (Prevzato z Janik et al. 2020) HDR —
homologni spojeni koncii, NHEJ — nehomologni spojent koncii, DSB — dvouvidknovy zlom

Samotné vloZzeni DNA Ize vykonat pomérn¢ rychle, ale je tieba predem provést
sekvenaci cilového genu a vybrat tak vhodné navaddéci RNA sekvence. DNA lidskych
bun¢k obsahuje ve své struktute SNPs (single nucleotide polymorphisms), které
komplikuji zacileni sgRNA na pozadované misto genu, cemuz se lze vyvarovat preciznim
studiem DNA a zahrnutim SNPs do struktury navadéci sgRNA. Timto krokem dojde ke
zvySeni UspéSnosti a omezeni vzniku mutaci, spravné zhotovenou sgRNA charakterizuje

vysoka u¢innost a nizké specificnost k jinym nez cilovym sekvencim (Bower et al. 2021).

3.6 Aminoglykosidova antibiotika
Aminoglykosidové antibiotika fadime k nejstarSim antibiotikim vibec, jedna se

o sekundarni metabolity bakterii a hub, které slouZi k obran¢ pted jinymi bakteriemi. Cela
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skupina vykazuje Siroké spektrum ucinku, predev§im proti gram-negativnim bakteriim
(Becker a Cooper 2013). Struktura je obecné tvofena inositolovym derivatem spojenym
s minimaln¢ jednim aminocukrem, v molekule je specificka volnd hydroxylova a dvé
amino skupiny zajistujici vazbu na malou podjednotku ribosomu. (Becker a Cooper
2013). U¢inek se dostavi diky inhibici syntézy bakteridlnich proteinti. Kratky Zivotni
cyklus bakterii umoziuje jejich rychlou adaptaci na zmény prostiedi a dochazi k rozvoji
antibiotické rezistence. U aminoglykosidl se rozliSuji dva hlavni typy; bud’ dochazi
k aktivni efluxu molekul 1é¢iva nebo k produkci aminoglykosidy-modifikujicich enzymd,

které 1é¢ivo inaktivuji napt. N-acetylaci (Dozzo a Moser 2010).

S Castéjsim uzivanim vySly najevo zavazné nezddouci UcCinky, jakymi jsou
ototoxicita a nefrotoxicita, kvlli kterym se od jejich uzivani upustilo (Becker a Cooper
2013). Nefrotoxicitu zptisobuje hromadéni molekul 1é¢iva v epitelidlnich bunkéch ledvin,
existuje souvislost mezi aktivitou megalinu a toxicitou aminoglykosidovych antibiotik,
nebot’ nefrotoxicita byla zaznamendna ve stejnych segmentech nefronu jako je
exprimovan megalin (Moestrup et al. 1995). Narlstajici rezistence a castéjsi
nozokomialni infekce pfedstavuji riziko, kvtli kterym se tato antibiotika znovu zkoumaji
se snahou odstranit zdvazné nezddouci ucinky, pfiCemz omezeni téchto ucinkl lze
napomoci piesnym davkovanim a monitorovanim plazmatické koncentrace latky v krvi

(Becker a Cooper 2013).

3.6.1 Gentamicin
Poprvé byl gentamicin izolovan z bakterie Micromonospora purpurea a stejné jako
ostatni aminoglykosidova antibiotika vykazuje ucCinnost pfedevSim proti gram-
negativnim bakteriim, pfedev§im rodim Pseudomonas, Proteus a Serratia. Peroralni
podavani neni moZné, nebot se 1é¢ivo nevstiebava z traviciho traktu, a proto je pro
systémovou terapii podavano predevsim intraven6zné nebo intramuskulédrné (Balakumar
et al. 2010). Biologicky polocas se pohybuje v rozmezi dvou az tii hodin a gentamicin se

vylucuje glomerulérni filtraci v nezménéné podobé moci (Ali 1995).

Nefrotoxicitu gentamicinu vyvoldva akumulace v proximalnim tubulu, kterd je
spojend se zanétlivou imunitni reakci vedouci k apoptoéze az nekrdze a predstavuje
zavazny problém (Balakumar et al. 2010). Existuje vice mechanismt vzniku toxické
reakce v tubularnich bunkach, mezi nejhlavn&jsi patii vznik hydroxyradikald.

Hydroxyradikdly mohou oxidovat mnoho substrati vcetné¢ nenasycenych mastnych
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kyselin, a pravé gentamicin se podili na jejich zvySené tvorbg&. Dalsi pfic¢inou se jevi
fosfolipidéza vznikajici jako nasledek zniceni inhibice fosfolipidového metabolismu
gentamicinem. V neposledni fad€ 1ze jmenovat inhibici funkce Na/K-vyméniku, jehoz
dysfunkce vede k elektrolytovému rozvratu v buinice (Alli 1995). Toxicka reakce se
projevuje predevsim zvySenim kreatininu v séru a albuminurii, coz mulze uUstit az

ledvinnym selhanim (Balakumar et al. 2010).

Studie na mySich modelech poukazaly na nékolik skupin latek z fad 1éciv, které
maji schopnost potencial nefrotoxicity snizovat, jedna se predev§im o latky schopné
snizovat oxidacni stres nebo latky snizujici cytosolickou hladinu vapniku, ktera se
s toxicitou gentamicinu uzce spojuje. Pfikladem mohou byt dihydropyridinové blokatory
kalciovych kandll nifedipin a amlodipin, B-blokator karvedilol nebo hypolipidemikum
atorvastatin. Toxicité naopak prispiva vyssi vek, existujici onemocnéni ledvin a z 1éCiv
napiiklad furosemid, u néhoz se spojuje se snizenym objemem filtrované krve diky

diuréze (Balakumar et al. 2010).
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4 Cile prace
Posouzeni vlivu modifikace LRP2 v modelovych lidskych bunécénych liniich
ptirozené exprimujicich LRP2 na akumulaci a cytotoxické ptisobeni modelovych ligandii

LRP2 na knockoutovanych a nemodifikovanych buiikéch.



5  Experimentalni ¢ast

5.1 Material

5.1.1 Pristroje a pomiicky
24 a 96jamkova kultivaéni plata (TPP, Svycarsko)

Analytické vahy (Boeco, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, USA)

Box s laminarnim proudénim TopSafe 1.8 (Bioar Instruments, Italie)
Inkubator (Sanyo, Japonsko)

Jednorazové pipety (TPP, Svycarsko)

Kahan plynovy

Kultiva¢ni lahve (TPP, Svycarsko)

Latexové rukavice (VWR, USA)

Mikrozkumavky (Eppendorf, USA)

Odsavacka

Opticky mikroskop (Optika Microscopes, Itélie)
Pasteurovy pipety (Sigma Aldrich, USA)
Spektofotometr Infinite M 200 (Tecan, Némecko)
Spi¢ky (Eppendorf, USA)

Tecan Infinite M200 (Svycarsko)

Tecan Spark® multimode microplate reader (Svycarsko)
Vodni lazen TW12 (Julabo, Némecko)

5.1.2 Chemikalie

Aminokyseliny neesencialni
Cas-9 (ThermoFisher Scientific, USA)

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)
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DMSO (Sigma Aldrich, USA)

FITC-albumin (Sigma Aldrich, USA)

Fetélni bovinni sérum (Sigma Aldrich, USA)

Gentamicin (Sigma Aldrich, USA)

KCI (Sigma Aldrich, USA)

Lipofectamin CRISPRMAX (ThermoFisher Scientific, USA)
L-glutamin (Sigma Aldrich, USA)

NaCl (Sigma Aldrich, USA)

Na;HPOg4 (Sigma Aldrich, USA)

NaH;PO4 (Sigma Aldrich, USA)

NaOH (Sigma Aldrich, USA)

Pasivni lyzacni pufr (PLB)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA)
Pyruvat sodny (Sigma Aldrich, USA)

RNA-free voda (Sigma Aldrich, USA)

sgRNA (Synthego, USA)

Trypsin (Sigma Aldrich, USA)

Zivné médium DMEM (ThermoFisher Scientific, USA)

Zivné médium Opti-MEM (ThermoFisher Scientific, USA)

5.2 Bunécné linie
5.2.1 HK-2
Bunééna linie HK-2 (human kidney-2) pfedstavuje imortalizovanou linii lidskych
bun¢k ledvinného tubulu se zachovanymi funkénimi vlastnostmi specifickymi pro

tubularni epitel. Imortalizace bun€k bylo dosazeno pomoci transdukce E6/E7 genem
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lidského papilomaviru 16 (Ryan et al. 1994). Pro kultivaci bun¢k bylo pouzito Zivné
médium DMEM obohacené o 10 % FBS (fetdlni bovinni sérum) a L-glutamin

v koncentraci 2 mmol/l.

5.2.2 JEG-3
JEG-3 bunky prezentuji bunécnou linii ziskanou z lidského choriokarcinomu se
zachovalou schopnosti exprimovat latky bézné produkované trofoblastem v pribéhu
téhotenstvi, napf. lidsky choriogonadotropin (hCG), progesteron nebo placentarni
laktogen (Melsted et al. 2018, Anonym 2021). Pro kultivaci bun¢k bylo pouzito zivné
médium MEM obohacené o 10% FBS (fetdlni bovinni sérum), 1% neesencidlni
aminokyseliny, L-glutamin v koncentraci 2 mmol/l a pyruvat sodny v koncentraci

1 mmol/l.

5.3  Priprava roztoki

5.3.1 Fosfatovy pufr (PBS)
Fosfatového pufru jsme ptipravovali 2 1, tudiz jsme dvojnasobné mnozstvi soli
NaCl, KCl, Na,HPO4 a NaH2PO4 nez uvadi Tabulka 1 navazili do kadinky a rozpustili
v destilované vod¢. Po rozpusténi bylo pH roztoku upraveno pomoci NaOH na hodnotu

7,4. Nakonec byl roztok pieplnén do zasobnich lahvi a sterilizovan v autoklavu.

Tabulka 1: SloZeni PBS

Koncentrace (mol/l) Navazka na 1 litr (g)
NaCl 0,137 8,01
KCl 0,0027 0,21
Na;HPO4 0,01 3,58
NaH>PO4 0,01 1,56

5.3.2 Roztok DMSO 10%
Redény roztok DMSO byl pfipraven pouhym nafedénim &istého DMSO médiem
(100 pl DMSO a 900 pl média), a to DMEM pro HK-2 a MEM pro JEG-3.

5.3.3 Roztok gentamicinu 6 mg/ml
Roztok gentamicinu byl pfipraven piesnym navazenim substance gentamicinu
a rozpusténim v médiu (6 mg gentamicinu a 1 ml média), a to DMEM pro HK-2 a MEM
pro JEG-3.
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Transfekce

Transfekce je metoda umoznujici zaneseni genetické informace do buiky

a produkci geneticky modifikovanych bunék. V nasem experimentu jsme ménili DNA

u bunéénych linii HK-2 a JEG-3, kdy byl gen LRP2 modifikovan pomoci transfekéniho

¢inidla Lipofectaminu CRISPRMAX piimo v buiikach. Lipofectamin slouzi jako obal,

ktery usnadnuje internalizaci ptenaSené¢ sgRNA a nukledzy Cas-9 do buky.

Transfekované bunky maji zanesenou mutaci na tiech riznych mistech megalinového

genu. Konkrétné byly sgRNA navrzeny tak, aby cilily do:

e PPPSP motivu umoziujiciho fosforylaci,
e NPMY motivu, ktery je diilezity pro regulaci funkce receptoru a

e transmembranové domény.

5.4.1 Pracovni postup

Cely postup se provadi v boxu s laminarnim proudénim tfidy Cistoty A za pouziti

sterilnich nastroji. Uvedeny postup byl opakovan 3x, pokazdé za pouziti jiné¢ sgRNA.

1.

Ptipravili jsme suspenzi bunéénych linii HK-2 a JEG-2 o koncentraci 300 000
bunck na 1 ml kultivaéniho média a pipetovali jsme 0,5 ml do kazdé jamky dvou
24jamkovych plat. Pro buiikky HK-2 piedstavuje kultivaéni médium DMEM
a pro linii JEG-3 MEM. Ob¢ plata jsme nechali inkubovat 24 hodin pfi teploté
37 °C.

Po uplynulé dobé jsme optickym mikroskopem zkontrolovali konfluentnost

bunécnych linii, ktera pro transfekci musi dosahovat 80 %.

. Pfipravili jsme 2 mikrozkumavky a ptidali jsme stanovené mnozstvi Opti-MEM

(Opti-Minimal Essential Medium).

Do zkumavky €. 1 jsme zaroven pipetovali Cas9 Plus Reagent, nukledzu Cas9
a sgRNA a fadné promichali.

Do mikrozkumavky €. 2 jsme ptidali Lipofectamine a promisili.

Obsah mikrozkumavky ¢. 1 jsme znovu promichali a cely pievedli do
mikrozkumavky ¢. 2, kde jsme ho nechali 5 minut inkubovat pii pokojové
teploté.

Z inkubatoru jsme vzali ob¢ plata s buiikami, stavajici médium jsme odsali

avymeénili za 350 pl nového kultivacniho média v kazdé jamce. Do kazdé
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jamky jsme zaroven pfidali 150 pl nami ptipraveného transfekéniho cCinidla
z mikrozkumavky ¢. 2.
8. Ob¢ plata s bunkami jsme vratili do inkubatoru, po 24 hodinach jsme jim

vymeénili médium.

5.5 Akumulaéni studie
Modifikaci bun¢k se snizila transportni funkce LRP2, ktery zprostiedkovava
internalizaci albuminu. Akumulacni studii lze stanovit jaké mnozstvi fluorescencné
znaceného albuminu internalizovaly bunky transfekované (geneticky modifikované) ve
srovnani s buitkami netransfekovanymi. Akumulacéni studie byla provadéna v nesterilnim

prostiedi.

Pro vyhodnoceni akumulacnich studii bylo vyuzito meéfeni absorbance
a fluorescence. Nejprve jsme pomoci zméfeni absorbance stanovili celkové mnozstvi
proteinu kazdé jamce, ¢ehoz jsme vyuzili pfi upravé dat, kterou docilime zptfesnéni
vysledkl. Pocet bun€k napti¢ jamkami se miize liSit a vét§i mnozstvi bunék v jamce je
pfimo imérné veétsSimu mnozstvi proteinu. Naslednym méfenim fluorescence stanovime

mnozstvi fluorescen¢né znaceného akumulovaného albuminu.

5.5.1 Pracovni postup

1. Na dvé 24jamkova plata jsme nasadili bunky tak, aby v kazdé jamce bylo
100 000 bunék, po tiech jamkach od kazdé modifikované i parentni bunétné
linie (pipetovali jsme 0,5ml roztoku bun€k v médiu o koncentraci
200 000 bun¢k/ml). Poté se buiiky nechaly 48 hodin v inkubatoru, aby se
zajistila konfluence.

2. Po 48 hodindch jsme buiiky vyjmuli z inkubatoru, odsali médium, oplachli
dvakrat v 0,5 ml PBS (fosfatovy pufr) zahtatém na 37 °C a nechali 10 minut
inkubovat.

3. Mezitim jsme pfipravili roztok testované latky, a to smichanim 100 pl
FITC-albuminu rozpu$téného v PBS o koncentraci 0,12 mg/ml se 400 pl
Opti-MEM a vynasobenim poc¢tem jamek, celkem tedy 12,5 ml roztoku.

4. Po 10 minutach jsme z obou plat odsali médium a do kazdé¢ jamky ptidali 0,5 ml
roztoku FITC-albuminu. Buiiky jsme nasledné€ nechali inkubovat 2 hodiny.

5. Za 2 hodiny jsme odstranili akumulac¢ni roztok, bunky 3x oplachli 1 ml

nepiedehiatého PBS a ptidali 200 pl PLB (pasivni lyzaéni pufr), ktery ma za
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ukol bunky lyzovat. Obé plata jsme vlozili do mrazdku nechali 20 minut pti
teplote -80 °C.

Po vyjmuti jsme plata nechali rozmrznout, pak jsme pipetou fadné promisili
obsah jamek a pipetovali 130 ul z kazdé jamky na cerné plato, nasledn¢ jsme
m¢éfili fluorescenci. Na plato jsme kromée buné¢k umistili i pozitivni kontrolu
tvofenou 150 pl cistého akumulacniho roztoku a zméfili fluorescenci pfi
excitacni vinové délce 490 nm a emisni vinové délce 525 nm. Plivodni plata

jsme ponechali pro stanoveni mnozstvi proteinu.

5.5.2 Stanoveni mnoZstvi proteinu

Stanoveni mnoZstvi proteinu se vyuZiva ke zptesnéni vysledkli, nebot’ mnoZzstvi

proteinu v jednotlivych jamkach je imémé poctu bunck v kazdé jamce. Mnozstvi

proteinu ve vSech vzorcich bylo provedeno pomoci metody Bicinchoninic Acid Assay

(BCA), kdy se mnozstvi proteinu detekuje spektrofotometricky. Pouzit byl konkrétné
Pierce™ BCA Protein Assay Kit.

1.

Nejprve jsme dle navodu vyrobce natedili zasobni roztok bovinniho sérového
albuminu (BSA) o koncentraci 2 000 pg/ml fosfatovym pufrem tak, abychom
znich po zméfeni absorbance mohli sestrojit kalibraéni kfivku. Redéni

podrobné popisuje Tabulka 2.

Tabulka 2: Redéni zdsobniho roztoku BSA pomoci PBS (Prevzato z Anonym 2020b)

Roztok Objem PBS Objem BSA Vysledna koncentrace
(ul) 2000 pg/ml ()~ (ug/ml)

A 0 300 2000

B 125 375 1500

C 325 325 1000

D 175 175 z roztoku B 750

E 325 325 z roztoku C 500

F 325 325 zroztoku E 250

G 325 325 z roztoku F 125

H 400 100 z roztoku G 25

I 400 0 0
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2. Na prvni dvé fadky 96jamkového plata jsme pipetovali v duplikatech 25 pl od
kazdého roztoku uvedeného v tabulce. Dale jsme na plato pipetovali 25 ul
nasich stanovovanych vzork.

3. Podle navodu vyrobce jsme piipravili roztok detekéniho Cinidla smisenim
roztokd A a B v poméru 50:1. Do kazdé jamky jsme pak postupné ptidali 200 pl
¢inidla a nésledné nechali plato 30 minut inkubovat pfi teploté 37 °C.

4. Po vyjmuti z inkubatoru jsme na celém platé proméfili absorbanci pii vinové

délce 562 nm. Z naméienych hodnot jsme sestrojili kalibracni kiivku (Obrazek

8).
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Obrazek 8: Priklad kalibracni krivky zavislosti absorbance na koncentraci BSA

5.6  Testovani viability

Transfekované builky s nefunkénim receptorem LRP2 by nemély byt schopné
vibec nebo jen Castecné internalizovat testovand antibiotika podavand v toxickych
davkach, a proto by se mél zvysit poc€et zivych bunék. Testovani viability bylo provedeno
sérii pokusii s aminoglykosidovym antibiotikem gentamicinem, které¢ je znamé svym
toxickym piisobenim. Po uplynuti inkubaéni doby je k buikdm ptfidan CellTiter neboli
MTS sul chemickym nazvem [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium].  Zivotaschopné  buiiky
preménuji MTS pomoci dehydrogenaz za spolutcasti NADH nebo NADPH na barevny
produkt formazan (Obrazek 9), ktery se nasledné detekuje spektrofotometricky (Anonym
2012).
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Obrazek 9: Schéma premeny MTS na formazan (prevzato z Anonym 2012)

5.6.1 Pracovni postup

1.

Na c¢tyfi 96jamkova plata jsme nasadili bunky JEG-3 nebo HK-2 vcetné
modifikovanych linii, od kazdé¢ linie tfi trojice jamek a nechali je 24 hodin rist
za standardnich inkubacénich podminek, tj. v inkubatoru s vlhéenou atmosférou
s 5 % COz vyhtivaném na 37 °C.

Po 24 hodinach jsme vymeénili médium a ke tietiné bunék ptidali 0,1 ml roztoku
gentamicinu o koncentraci 6 mg/ml, ke druhé tfetiné bun€k 0,1 ml 10 % DMSO
(dimethylsulfoxid), ktery bunky usmrcuje a slouzi jako negativni kontrola
(Obrazek 10, Obrazek 11). U zbytku bun€k bylo jen vyménéno médium a slouzi
jako pozitivni kontrola. Nasledn¢ se buniky nechaly opét 48 hodin inkubovat pfi
37 °C.

Po 48hodinové inkubaci jsme ke v§em jamkam ptidali 20 pl cell-titeru a nechali
dalsi 2 hodiny inkubovat. Nakonec jsme zméfili absorbanci pti vinové délce

562 nm.
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Obrazek 10: Schematické zndzorneni rozmisténi bunécnych linii na 96jamkovém platu pri akumulacni
studii
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Obrazek 11: Schematické znazorneni rozmisténi bunécnych linii na 96jamkovém platu pri akumulacni
studii; obdobné rozlozeni bunécnych linii bylo zvoleno i pro testované HK-2 burky
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5.7  Statisticka analyza

Statisticka analyza dat byla provedena s vyuzitim softwaru GraphPad Prism 9.3.1
(GraphPad Software, USA). K vyhodnoceni statistické vyznamnosti byla pouzita
jednosmérma ANOVA analyza. Veskeré experimenty byly provadény v technickych
triplikatech, nicméné vzhledem k Casové dynamické proméné poméru mezi
modifikovanymi a intaktnimi buiilkami nebylo mozné provést experimenty

1 v biologickych triplikatech.
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6  Vysledky

6.1 Vysledky akumulaénich studii
Vysledky jsou zobrazeny jako procenta akumulovaného fluorescen¢né znaceného
albuminu vztazeného na protein, pfiCemz pomér vypocitany pro nemodifikovanou

bunécnou linit HK-2 resp. JEG-3 byl stanoven jako 100 %.

Oznaceni modifikovanych linii v grafech reflektuje zacileni sgRNA, pficemz P
oznaCuje upravu domény zodpovédnou za fosforylaci (PPPSP), T doménu
transmembranovou a N &ast receptoru zodpovédnou za funkci (NPMY motiv). Cislo

v nazvu predstavuje nasobnost transfekce.
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Obrazek 12: Akumulace FITC-albuminu mérend u zdkladni bunécné linie HK-2 a uvedenych
modifikovanych linii po 2 hodindch inkubace. *P<0,05, ***P<0,001
Data naméfend v prvnim experimentu (Obrazek 12) zobrazuji snizeni akumulace
FITC-albuminu u modifikovanych linii HK-2 ve srovnani s linii zakladni. I pfes vyssi
smérodatnou odchylku spocitanou pro data namétena u linie PTIX, doslo ke

statisticky vyznamnému sniZeni internalizace standardniho LRP2 ligandu.



49

= 150-

=

=

€

=

2 100

®

o * * * * % * %

=

L.

o 50+

Q

S

=

£ ﬂ

é 0- 1 T T
@1? Qd.q"(\.q"‘i\.«\‘d.«@.

&N ‘LQ "LQ

CHFFEE

Obrazek 13: Akumulace FITC-albuminu mérend u zdkladni bunécné linie HK-2 a uvedenych
modifikovanych linii po 2 hodindach inkubace. *P<0,05, **P<0,01

Nasledujici pokus byl rozsifen o testovani vétsiho mnozstvi modifikovanych linii,
graf (Obrazek 13) ukazuje, Ze modifikované bunky vykazuji nizsi akumulaci albuminu
oproti zékladni linii HK-2. Akumulace neklesa v fadé, jak by se dalo ocekdvat, ale
nepravidelné. Na zaklad¢ statistické analyzy lze s jistotou tvrdit, ze akumulace albuminu

modifikovanymi bunéénymi liniemi se snizila oproti zakladni linii HK-2.
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Obrazek 14: Akumulace FITC-albuminu mérenda u zdakladni bunécné linie JEG-3 a uvedenych
modifikovanych linii po 2 hodindach inkubace. *P<0,05

Akumulace albuminu byla provedena i sbunkami JEG-3 a stejné¢ jako u
predchozich stanoveni jsou vysledky vztazeny k hodnoté zmétené pro JEG-3 jakozto
zakladni buné¢nou linii, pro kterou je akumulace zobrazena na obrazku (Obrazek 14).
Modifikované bunécéné linie s ozna¢enim JEG-3 P1X a JEG-3 P2X vykazuji nizsi
schopnost akumulace fluorescenéné znaceného albuminu, avSak vzhledem k SirSimu
rozptylu namétenych hodnot neni tento pokles statisticky vyznamny. Naopak u linie
oznac¢ené JEG-3 PTIX je patrny trend v naristu akumulace FITC-albuminu, ktery je

dokonce vyznamny v piipad¢ linie JEG-3 PT2X.
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6.2  Vysledky testovani viability

Pro vyhodnoceni testovani viability byla vyuzita schopnost zivotaschopnych buné¢k
preménovat soucast akumula¢niho ¢inidla MTS na barevny produkt formazan, pfi¢emz
mnozstvi produkovaného formazanu bylo zjisténo zmétfenim absorbance a vztazeno na

konkrétni buné¢nou linii s porovnanim vysledki k nemodifikované linii.
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Obrazek 15: Viabilita bunék HK-2 vztazena na konkrétni bunécnou linii v médiu 48 h po pridani
gentamicinu k testovanému souboru bunék

Graf (Obrazek 15) znazoriuje Zivotaschopnost bunék po 48hodinovém vystaveni
testovanych bunék gentamicinu pouzitém v cytotoxické koncentraci a naslednému
pfidavku MTS. Z obrazku je patrné, Ze modifikované linie s vyjimkou linie oznacené
HK-2 P1X vykazuji oproti ptivodni linii HK-2 snizenou tvorbu formazanu a tim i nizsi
viabilitu. Nejnizs§i akumulaci gentamicinu jsme zaznamenali u linie HK-2 P1X, coz se
projevilo nariistem Zivatoschopnosti, ktery jsme na zacatku ptfedpokladali u vSech
modifikovanych linii. U ostatnich modifikovanych linii s ozna¢enim HK-2 P2X,
HK-2 PT1X a HK-2 PT2X doslo k mirnému poklesu viability, ktery vSak neni statisticky

vyznamny a lze tedy hodnoty akumulace gentamicinu povazovat za srovnatelné.
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Obrazek 16: Viabilita bunék HK-2 vztazena na konkrétni bunécnou linii v médiu 48 h po pridani
gentamicinu k testovanému souboru bunék. *P<0,05

Obrazek 16 ukazuje viabilitu dalSich dvou nami modifikovanych bun&énych linii,
a to HK-2 PTN1X a HK-2 PTN2X testovanych za stejnych experimentalnich podminek
jako na predchdzejicim obrazku. Jelikoz se jedna o nckolikandsobné modifikované
bunécéné linie, méla by zivotaschopnost nartistat. Predpoklad se potvrdil zvySenim
viability u obou lini ve srovnéni s linii zakladni, coz vyhovuje naSim ocekévanim.
Nicméné pouze u bunééné linie s oznacenim HK-2 PTN1X byl tento pokles statisticky

vyznamny.
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Obrazek 17: Viabilita bunék HK-2 vztaZend na konkrétni bunécnou linii v médiu 48 h po pridani
gentamicinu k testovanému souboru bunék

Obrazek 17 zobrazuje opakované testovani viability transfekované linie HK-2.
U vSech bunéénych linii byly naméteny pfiblizné stejné hodnoty viability, pfiCemz
nevysSich 91,82 % bylo zméfeno u Ctyfnasobné transfekované linie PT2X. M¢fené

hodnoty se pro vSechny linie pohybuji v rozmezi 78,75 — 91,82 %.
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Obrazek 18: Viabilita bunék JEG-3 vztazena na konkrétni bunécnou linii v médiu 48 h po pridani
gentamicinu k testovanému souboru bunék. **P<0,01

Obrazek 18 znazoriuje stav po aplikaci stejnych podminek, tzn. dvoudenni
inkubaci s gentamicinem v cytotoxické koncentraci, naslednému piidani MTS a méteni
absorbance po 2 hod u druhé nami studované bunécné linie JEG-3 ve srovnani
s modifikovanymi liniemi. Muzeme pozorovat zietelny nariist viability obou
modifikovanych linii proti linii zakladni, na zaklad¢ statistické analyzy lze tvrdit, Ze doslo

ke statisticky vyznamnému zvySeni viability oproti kontrolni nemodifikované linii.
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Obrazek 19: Viabilita bunék JEG-3 vztazena na konkrétni bunécnou linii v médiu 48 h po pridani
gentamicinu k testovanému souboru bunék. ***P<0,001

Nasledujici graf (Obrazek 19) zobrazuje porovnani modifikovanych bunéénych
linii, které byly cerstvé pfipravené (JEG-3 PTNI1X) s liniemi pfipravenymi pred delsi
dobou, které zarovenn proSly procesem zamrazeni a rozmrazeni. Dvojndsobny narist
viability oproti zékladni linii JEG-3 byl zaznamenan u Cerstve ptipravené bunécné linie
JEG-3 PTNIX. VSechny ostatni modifikované linie (po zamraZeni) vykazovaly niz$i

zivotaschopnost ve srovnani s linii zakladni, nikoliv vSak statisticky vyznamnou.
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7  Diskuse

Megalin (LRP2) ptedstavuje glykoprotein hojné¢ exprimovany na apikalni strané
bun¢k proximalnich tubulii (Kukida et al. 2020). Receptor LRP2 se podili na tubularni
reabsorpci nejriiznéjSich substrati véetné albuminu nebo inzulinu endocytézou (Marzolo
a Farfan 2011). Krom¢ jiného je tento receptor schopny internalizovat bazicka 1éciva,
napt. aminoglykosidy (Moestrup et al. 1995). Gentamicin, aminoglykosidové
antibiotikum, vyuzivajici se pro lécbu bakteridlnich infekci, muze zptisobovat
ireverzibilni nefrotoxicitu, ktera je davana do pfi¢inné souvislosti s expresi
LRP2 receptoru (Liillmann et al. 2007). Tohoto faktu jsme se rozhodli vyuzit v naSich
experimentech a pozorovat akumulaci gentamicinu v buiikkach prostfednictvim zmén
vjejich viabilité, kdy snizeni akumulace gentamicinu v bunkach vede k niz§imu

cytotoxickému pilisobeni a tim padem pozorujeme narist viability.

Pro knockout genu LRP2 byla vyuzita metoda CRISPR/Cas9, kdy jsme pomoci
bézné provadeéné lipofekce editovali genetickou informaci v buiikdch. sgRNA byly
navrzeny, aby cilily do tfi riznych mist LRP2 genu, konkrétn¢ se jednd o
transmembranovou doménu, oblast nutnou pro fosforylaci receptoru (PPPSP motiv) a
oblast nutnou pro regulaci funkce receptoru (NPMY motiv). Takto navrzené sgRNA maji
zpisobit mutaci v cilovych oblastech a tim poskodit funkci LRP2 a snizit schopnost
internalizace ligandii tohoto receptoru. Pro tuto studii jsme vybrali dvé bunécné linie,
které ptirozené exprimuji vysoké mnozstvi LRP2, jmenovit€ jde o imortalizované buniky
proximalniho tubulu ledvin HK-2 a nddorovou bunécnou linii JEG-3. JEG-3 buiiky sice
nepiedstavuji ledvinnou nybrz placentarni bunécnou linii, avSak spliuji zakladni ndmi
pozadovany parametr, a to je vysoka exprese LRP2. Navic se jedné o bunécnou linii, ktera

se snadnéji transfekuje v porovnani s imortalizovanymi tubularnimi HK-2 buiikami.

Ve studii publikované Cui et al. (1996) bylo prokazano, Ze albumin je ligandem
megalinu, na coz jsme navazali a v experimentech uzivali fluorescenéné znaceny albumin
(FITC-albumin). Akumulaci albuminu jsme hodnotili vZdy po dvouhodinové inkubaci
s FITC-albuminem. Obrazek 12 a Obrazek 13 =zobrazuji sniZenou schopnost
transfekovanych bunék HK-2 akumulovat FITC-albumin. V obou na sobé nezavislych
experimentech jsme v ptipadé HK-2 bunék detekovali statisticky vyznamné snizeni
akumulace tohoto standardniho ligandu. Stejnym podminkam jsme vystavili druhou
bunécnou linii JEG-3, z Obrazku 14 je patrné, ze modifikované linie JEG-3 P1X

a JEG-3 P2X vykazuji ve srovnani s matefskymi bunikami niz§i akumulaci albuminu.
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Nicmén¢ vzhledem k pfili§ heterogennim vysledkiim nevykazuje tento pokles statistickou
vyznamnost, ukazuje pouze jasny trend. U zbylych dvou testovanych linii byl zjistén
paradoxni nartst akumulace albuminu dany patrné¢ zavaznym zéasahem do fyziologie

bunky, ktery vedl k nadmérnému tthynu modifikovanych bunék.

Po sérii experimentl provéiujicich akumulaci albuminu, jsme se presunuli ke studiu
viability bun¢k, kdy jsme navazali na jiz publikované poznatky. Nagai ef al. (2001) se
zabyvali studiem gentamicinu, jakozto ligandu megalinu, jejich domnénku, ze se LRP2
majoritn¢ ucastni internalizace aminoglykosidti potvrdil Akour et al. (2015) ve studii
provadéné na BeWo bunécné linii. V nasich experimentech jsme navazali pfedpokladem,
ze snizenim schopnosti LRP2 endocytovat své ligandy, dojde ke snizeni akumulace
gentamicinu v bunikdch. Schopnost akumulace cytotoxického léCiva by meéla klesat

umérné s poctem provedenych modifikacich.

Obrazek 15 zobrazuje predpokladany narlst viability bunééné linie HK-2 P1X, ve
srovnani s poklesem Zivotaschopnosti ostatnich sledovanych linii. Snizeni viability
nékolikanasobné¢ modifikovanych linii mize byt zptisobeno opakovanou zatézi bunék
v podob¢ transfekce. V grafu (Obrazek 16) je zfetelné statisticky vyznamné zvySeni
viability linie HK-2 PTN1X, Obrazek 17 ukazuje mirny narast Zivotaschopnosti u linie
HK-2 PT2X. Ptredpoklad, Ze viabilita bude rlst spolu s ndsobnosti transfekce, je tézké
naplnit, nebot’ zanesenim mutace do genomu bunky nelze presné urcit, jaka mutace
vznikne. Proto u nékterych testovanych buné¢k mohlo dojit ke vzniku tichych mutaci, kdy
je pfi translaci do vysledného proteinu vlozend tatdz aminokyselina jako u intaktnich
bun¢k a nedojde tak k omezeni funkce proteinu. Zarovenh nesmime zapomenout, Ze ne

u vSech editovanych bunék dojde ke vzniku mutace.

Po testovani viability bunék HK-2 jsme se pfesunuli ke studiu placentarnich bunék
JEG-3, kdy prvni experiment (Obrazek 18) naplnil ocekavani vyznamného naristu
zivotaschopnosti modifikovanych linii, proto jsme testovani rozSifili o vice
modifikovanych linii (Obrazek 19), kdy doslo k markantnimu nartistu viability linie
JEG-3 PTNI1X ve srovnani s liniemi, které byly pfipraveny pfed delsi dobou a nasledné
zamrazeny. U téchto linii nebyla pozorovana vyznamnd zména viability vlivem
cytotoxického piisobeni gentamicinu ve srovnani s kontrolni nemodifikovanou bunécnou
linii JEG-3. Rozdily mohou byt zptsobeny del$imi c¢asovymi prodlevami mezi

experimenty, nebot piiprava vSech zkoumanych linii trvala déle nez tfi mésice.
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Vezmeme-li v vahu, Ze LRP2 se ucastni endocytozy prevazné vysokomolekularnich
latek, kterd je modifikaci naruSena, bunky nemusi byt schopné internalizovat nékteré
obsahové latky kultivaéniho média jako jsou peptidy a bilkoviny. Zaroven nikdy nelze
pfedpokladat 100% uspésnost transfekce, tudiz postupem casu ve smési bunék prevazi
nemodifikované bunky, které budou jednoduse Iépe prosperovat ve srovnani s témi
modifikovanymi. Tento fakt maze hrat vyznamnou roli v nasich casové vzdalenych
experimentech, kdy neni mozné porovnavat experimenty provadéné v odstupu nékolika
tydnii. Dal$im zatézujicim procesem je bezesporu vystaveni teplotnimu Soku v podobé¢
zamrazovani a nasledné i rozmrazovani bunck. Tento proces je narocny i pro intaktni
bunky, lze tedy oc¢ekavat, ze po opétovném rozmrazeni dojde k jesté vétsSimu poklesu
poctu modifikovanych bunck a postupem casu ve vSech liniich prevazi nemodifikované

bunky HK-2 a JEG-3.

Zaroven je tfeba vzit v potaz, zda existuje pro vysokomolekularni latky ve
zkoumanych bunikach i jiny transportér nebo receptor zprosttedkovavaji prenos téchto
latek pfes bunécné membrany, nez je nami studovany receptor LRP2. Z rodiny
LRP receptorit v ledvinach nalezneme jest¢ LRP10, avSak u tohoto receptoru dosud
nebyla popsana schopnost endocytovat nami vybrané substraty (Anonym 2022a). Naproti
tomu LRP12 se na endocytdze podili hojné, avSak nevyskytuje se v ledvinach (Anonym

2022b). Z toho diivodu zadny jiny receptor v experimentech neuvazujeme.

V budoucnu planujeme experimenty rozSifit o sortrovani bunék pomoci
pritokového cytometru. Pomoci FITC-albuminu a barviva rhodaminu bude mozno odlisit
bunky modifikované od nemodifikovanych. Buiiky diky tomu mohou byt oddéleny a
nasazeny na plato o hustoté 1 buiika na jamku. Nasledn¢ se vycka na pomnozeni bunck a
experimenty budou zopakovany, nyni uz s jistotou, ze zkoumané linie maji opravdu

upraveny LRP?2 gen.

O LRP2 je znamo, ze se podili na internalizaci Siroké Skaly rtznych
vysokomolekularnich latek, av§ak do sou€asné doby nebyl vyvinuty spolehlivy model
pro toto testovani. Je tfeba si uvédomit, Ze LRP2 se nepodili pouze na internalizaci
peptidil a proteint, ale rozhodujicim faktorem pro urceni ligandi je jejich molekulova
hmotnost. Z tohoto diivodu se jednd o perspektivni model, ktery umozni studium
transportu napi. monoklondlnich protilatek, které v soucasné dobé piedstavuji trend

v 1é€beé onkologickych i mnohych jinych onemocnéni.
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Studium transportnich procesti za ucasti LRP2 pfineslo vyznamné vysledky
ohledné¢ omezeni toxicity gentamicinu a endocytdzy vysokomolekuldrnich latek a
poskytuje tak velky potencial pro dalsi vyzkum v oblasti nefrotoxického ptisobeni 1éCiv a

studium ledvinnych transportnich funkci.
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8 Zavér

Cilem této diplomové bylo posoudit vliv modifikace LRP2 v modelovych lidskych
bunkach pfirozené exprimujicich LRP2 na internalizaci modelovych ligandi pomoci
akumula¢nich a toxicitnich studii. Studie byly provedeny na nemodifikovanych

a knockoutovanych bunikach JEG-3 a HK-2, na nichz jsme zkoumali transportni procesy.

V prvni Casti experimentli jsme pracovali s pfedpokladem, Ze knockoutovanim
LRP2 v jednotlivych bunécnych liniich dojde ke snizeni internalizace albuminu, ktery je
pfirozenym ligandem zkoumaného receptoru LRP2. V opakované provedenych
experimentech na obou bunécénych liniich se potvrdilo, Ze modifikované bunky

internalizuji FITC-albumin v mens$i mife oproti nemodifikovanym buiikdm.

Nésledné jsme testovali predpoklddany nartist viability modifikovanych linii po
inkubaci s toxickym antibiotikem gentamicinem. Pro ob¢ linie byly zaznamenany
kolisavé nartsty zivotaschopnosti jednotlivych transfekovanych linii, kdy dochazelo
k nardstu zivotaschopnosti jen nékterych modifikovanych linii nebo se viabilita ptili§
zmrazenim a rozmrazenim linii nebo vysokou zatézi bunécného aparatu v podobé
transfekce. Nicméné 1 presto jsme u vybranych linii zaznamenali zvySeni bunécné
viability indikujici vznik mutace v ndmi pozadovanych mistech, coz zapficinilo snizeni

funkce LRP2.

Vyzkum pfinesl slibné vysledky studovanych transportnich procesti a bezesporu je
vhodné v experimentech pokraovat. Nami vytvorené geneticky modifikované buiiky
s modifikovanou transmembranovou doménou LRP2, mutaci zanesenou v PPPSP
aNPMY motivu se jevi jako vhodny model pro studium endocytozy
vysokomolekularnich latek, proto je tfeba pokrafovat sortrovdnim bunck s vyuzitim
prutokové cytometrie a nasledné¢ 1 rozsifit spektrum latek, které budou pouzity

k testovani.
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