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Abstrakt: 

V předložené práci byly pomocí fluorescenční mikroskopie studovány dvě odlišné skupiny 

konjugátů biologicky aktivních látek s různými variantami BODIPY barviva. Studie rovněž 

zkoumala proveditelnost fenotypové testovací metody.  

Deriváty kyseliny betulinové (BA) byly testovány na buněčné linii U2OS. První skupina 

látek zahrnovala devět derivátů BA značených BODIPY-FL (konjugáty 1-9), a kontrolní 

konjugát sestávající pouze z linkeru a BODIPY-FL značky (konjugát 10). Po krátké inkubaci 

byla lokalizace těchto konjugátů pozorována v živých buňkách. Konjugát 2 vykazoval nejvyšší 

cytotoxicitu a rozdílný vzor barvení. Kombinace délky linkeru a struktury triterpenoidní části 

byly klíčové pro lokalizaci a cytotoxicitu konjugátů. Vizualizace konjugátů ve fixovaných 

buňkách a buněčných lyzátech naznačovala možnou kovalentní vazbu těchto derivátů 

na buněčné cíle. Druhá skupina látek obsahovala šest derivátů BA a bevirimatu značených 

BODIPY s modrou fluorescencí. Krátká inkubace ukázala lokalizaci konjugátů 11 a 16 

v živých buňkách. Kolokalizační experimenty a analýzy prokázaly interakci převážně 

s endoplazmatickým retikulem a mitochondriemi, a význam přidané aminoskupiny. 

Druhá část práce se zaměřila na studium systému 3HQ-aminoBODIPY s OFF-ON efektem 

pro sledování uvolňování aktivní látky v buňkách. Disulfidový linker byl navržen pro řízené 

uvolňování léčiva v přítomnosti glutathionu. Experimenty s živými buňkami a fluorescenční 

mikroskopií potvrdily časově závislé uvolňování léčiva z konjugátů 17-20. Koncept trojdílných 

konjugátů 20 a 21 byl ověřen s využitím c(RGDfK) motivu a FRET, kde oba konjugáty 

aplikované na buňky HeLa vykázaly změnu fluorescence v reálném čase. Tato studie ukazuje 

možnosti vytvoření teranostických nástrojů vhodných pro personalizovanou medicínu. 

V poslední části práce byla provedena pokročilá analýza obrazového datasetu pořízeného 

digitálním fázovým kontrastem (DPC) a fluorescenční mikroskopií. Data byla analyzována 

programem Columbus a umělou inteligencí (AI) pomocí konvoluční neuronové sítě, což 

umožnilo klasifikaci inhibitorů topoizomerázy na buněčné linii U2OS s přesností až 99 %. Toto 

potvrzuje využitelnost DPC snímků pro klasifikaci pomocí AI a jejich aplikaci v identifikaci 

buněčných cílů a ve vývoji léčiv. 

  



 

 
 

Abstract: 

In this work, two distinct groups of conjugates of biologically active compounds with 

different variants of BODIPY dye were studied by fluorescent microscopy. Additionally, the 

research focused on a proof-of-concept study for the potential of a phenotypic screening 

method. 

 Betulinic acid (BA) derivatives were tested on the U2OS cell line, where the first set of 

compounds included nine BA derivatives labeled with BODIPY-FL (conjugates 1-9), with a 

control conjugated containing only the linker and the BODIPY-FL label (conjugate 10). After 

a short incubation, these conjugates were localized in live cells. Conjugate 2 showed the highest 

cytotoxicity and a different staining pattern. The combination of the linker length and the 

triterpenoid moiety were crucial for the localization and the cytotoxicity of the conjugates. 

Visualization of the conjugates in fixed cells and cell lysates suggested possible covalent 

binding of the derivatives to cellular targets. The second set of compounds consisted of six 

BODIPY-labeled BA and bevirimat derivatives with blue fluorescence. A short incubation 

revealed the localization of conjugates 11 and 16 in living cells. Colocalization experiments 

showed interaction predominantly with the endoplasmic reticulum and mitochondria, 

emphasizing the importance of the added amino group. 

The second part of the work focused on the 3HQ-aminoBODIPY system with OFF-ON 

effect to monitor the release of the active drug in cells. A disulfide linker was designed to 

regulate drug release in the presence of glutathione. Experiments with live cells and 

fluorescence microscopy confirmed the time-dependent effect of drug release from conjugates 

17-20. The concept of three-part conjugates 20 and 21 was validated using the c(RGDfK) motif 

and FRET, where both conjugates were applied to HeLa cells, and the change in fluorescence 

was observed in real-time. This study highlights the potential of creating theranostics tailored 

for personalized medicine. 

In the final section of the work, an advanced analysis of the image dataset acquired by 

digital phase contrast (DPC) and fluorescence microscopy was performed. The data was 

analyzed by the commercial program Columbus and artificial intelligence (AI) using a 

convolutional neural network, allowing classification of topoisomerase inhibitors on the U2OS 

cell line with an accuracy up to 99%. This confirms the utility of DPC images for AI 

classification and their application in cell target identification and drug development.  
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1. Teoretický úvod 

Identifikace molekulárního cíle biologicky aktivních sloučenin je zásadním krokem 

ve vývoji léčiv, neboť umožnuje hlubší pochopení jejich mechanismu účinku. Tato znalost je 

nezbytná pro optimalizaci účinnosti a minimalizaci vedlejších účinků léčiv, a současně 

napomáhá v identifikaci specifickou biochemickou nebo fyziologickou cestu, kterou léčivo 

uplatňuje svůj terapeutický účinek. Znalost cíle umožňuje dosáhnout přesnějšího cílení léčiva a 

personalizace terapie. Proces identifikace molekulárního cíle často odhaluje základní 

mechanismy onemocnění a umožňuje vývoj cílených terapií přizpůsobených jedinečnému 

genetickému a molekulárnímu profilu pacienta. Jakmile je znám molekulární cíl, je možné 

navrhovat nové, optimalizované chemické struktury, které se zaměřují na stejné nebo příbuzné 

proteiny, což vede k účinnějším a bezpečnějším lékům. Identifikace nových molekulárních cílů 

pro existující léčiva může rozšířit jejich využití v nových případech, a tím i urychlit a zefektivnit 

proces vývoje léčiv.1 Vývoj léčiv je složitý a nákladný proces, jak ilustruje obrázek 1. Podle 

dat OECD Health Statistics 2019 bylo v roce 2016 v Evropě investováno kumulativně 31,4 

miliard USD do výzkumu a vývoje farmaceutik (částka je součet pro komerční a vládní sektor). 

 

 Obrázek 1: Cyklus vývoje nových léčiv, který jasně ukazuje důležitost výzkumu a 

vývoje ve farmaceutickém průmyslu. Převzato od EFPIA (The European Federation 

of Pharmaceutical Industries and Associations). 
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Identifikace molekulárního cíle v kontextu vývoje léčiv může být náročná a přináší řadu 

výzev. Biologické systémy jsou složité, často zahrnují síť vzájemně propojených drah a 

molekul, proto určit jediný cíl, odpovědný za účinky látky, je velmi obtížné. Potencionální lék 

může v různé míře interagovat s více cíli v různých tkáních nebo v odlišných buněčných 

kontextech. Některé interakce mezi malou molekulou a jejím cílem mohou mít nízkou vazebnou 

afinitu nebo specificitu, což ztěžuje jejich detekci a experimentální ověření. Mnoho cílů jsou 

proteiny, které fungují jako součást větších komplexů nebo interagují s jinými proteiny. 

Identifikace konkrétního člena proteinové rodiny tak může být těžká, protože členové 

proteinové rodiny často sdílejí strukturní a funkční podobnosti. Některá léčiva fungují 

prostřednictvím nekonvenčních mechanismů, jako je modulace konformace proteinů a 

interakce s DNA a RNA, jejichž identifikace pomocí tradičních metod může být náročná. 

V dalších případech mohou cílit na vzácné, nebo dříve neznámé proteiny, což znovu ztěžuje 

jejich identifikaci pomocí konvenčních metod. Vytěžení rozsáhlých biologických dat, jako jsou 

data z genomiky a proteomiky, je výpočetně náročné a vyžaduje odborné znalosti v oblasti 

bioinformatiky. Překonání těchto výzev při identifikaci molekulárních cílů často zahrnuje 

kombinaci experimentálních přístupů, výpočetních metod a mezioborové spolupráce. Pokročilé 

technologie, jako jsou strukturní biologie a vysokopropustné testování, pomáhají řešit tyto 

výzvy a usnadňují objevování cílů biologicky aktivních látek.2 Je však důležité si uvědomit, že 

identifikace cíle je komplexní a vyvíjející se oblast ve výzkumu a vývoji léčiv, zejména 

v kontextu nových terapií a personalizované medicíny. 

1.1. Používané metody k identifikaci molekulárního cíle léčiv    

K identifikaci molekulárního cíle aktivních látek lze použít řadu metod a přístupů, přičemž 

jejich výběr závisí na specifických vlastnostech léku a povaze onemocnění, které má ovlivnit. 

Následující výčet možných metod zahrnuje ty nejčastěji využívané, nebo poskytující zajímavou 

perspektivu.  

 Vysokopropustné testování (high-throughput screening, HTS) je založeno na testování 

velkého souboru chemických sloučenin (knihoven) proti specifickému biologickému cíli nebo 

molekulární dráze. Sloučeniny, které vykazují aktivitu, jsou dále validovány, aby se určily jejich 

specifické molekulární cíle.3  

 Fenotypové testování posuzuje vliv chemických sloučenin na fenotyp buňky nebo 

celého organizmu.4 Podrobnější zhodnocení fenotypového testování je uvedeno v kapitole 5 

této práce. 
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 Techniky RNA interference zahrnují umlčení exprese specifických genů pomocí metod 

jako je například CRISPR/Cas9 nebo siRNA. Takto upravené modelové prostředí může být dále 

použito i ve spojení s HTS.5 

 Omické analýzy lze použít k identifikaci molekulárních drah ovlivněných aktivními 

sloučeninami. Posouzení změn genové exprese ve vzorcích v reakci na ošetření látkou může 

poskytnout informace o jejich účincích na specifické dráhy a potenciální cílové geny a 

proteiny.6 

 Chemická proteomika využívá sondy s navázanou testovanou molekulou. Díky tomu je 

možné selektivně vychytat a identifikovat cílové proteiny. Tato metoda je užitečná pro analýzu 

cílů, které nelze identifikovat tradičními metodami.7 

 Profilování proteinů na základě aktivity (Activity-Based Protein Profiling, ABPP), 

zahrnuje použití sond s malou molekulou, které selektivně reagují se specifickými třídami 

proteinů. Označením látky vhodnou sondou je možné identifikovat proteiny, které interagují 

s testovanou sloučeninou v buněčném kontextu.8 

 Hmotnostní spektrometrii lze použít k identifikaci látek, které interagují s proteinem. 

Tento přístup je zvláště užitečný pro detekci přímých interakcí mezi látkou a jejím cílem, a to 

v případě kovalentních i nekovalentních interakcí.9  

 Metody strukturní biologie využívají techniky jako je rentgenová krystalografie a 

nukleární magnetická rezonance (NMR) a mohou být použity k určení trojrozměrné struktury a 

ověření vazby chemické látky na cílový protein.10  

 Analýza rozsáhlých biologických dat může pomoci identifikovat potenciální cíle 

nových chemických sloučenin. Takové analýzy zahrnují využití dat genové exprese, sítě 

interakcí protein-protein a známých interakcí biologicky aktivní sloučenina – molekulární cíl. 

Do tohoto přístupu patří chemoinformatické a bioinformatické analýzy. Pří známé struktuře 

biologicky aktivní sloučeniny, lze k predikci molekulárních cílů využít vyhledávání podobnosti 

a molekulární dokování.11 

 Vědecká literatura a vytěžování veřejně dostupných databází mohou poskytnout cenné 

informace o známých vztazích mezi chemickými sloučeninami a jejich cíli, což pomáhá 

při identifikaci nových cílů.12 

 Ve výzkumné praxi se často kombinují různé metody ke zvýšení pravděpodobnosti úspěšné 

identifikace molekulárního cíle. Výběr konkrétní metody závisí na faktorech jako je povaha 

aktivní chemické sloučeniny, dostupné zdroje a specifické cíle identifikace.
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1.2. Mikroskopické metody vhodné pro identifikaci cílů 

Významnou roli v procesu identifikace cílů biologicky aktivních látek hrají mikroskopické 

metody. Tento soubor metod může být cenným nástrojem, zejména při studiu účinků látek 

na buněčné struktury a organely. Mikroskopie umožňuje odhalit změny v buněčné morfologii a 

subcelulárních strukturách, například změny zůsobené cytotoxickými látkami. Chemické 

sloučeniny mohou vyvolat smršťování buněk, tvorbu „bublin“ – tedy přeskupení obsahu 

cytoplazmy, jadernou kondenzaci a změny ve struktuře organel. Tyto morfologické změny 

mohou poskytnout vodítka k objasnění mechanismu účinku látky. Mikroskopie tedy umožňuje 

vizualizovat buňky a jejich vnitřní komponenty v požadovaném rozlišení. Označení 

specifických buněčných struktur nebo molekul, které jsou předmětem zájmu, je možné díky 

různým technikám barvení. Použití specifických fluorescenčních sond a barviv může pomoci 

vizualizovat a sledovat různé buněčné složky, jako jsou DNA, mitochondrie, endoplazmatické 

retikulum, lysozomy atd. Pozorováním změn v distribuci a intenzitě fluorescenčních kanálů je 

možné získat náhled na vliv látky na dané struktury a organely.13  

Při klasickém barvení pomocí imunofluorescence se nejdříve ošetřené buňky tzv. fixují, kdy 

dochází k jejich konzervaci v daném stavu a částečnému narušení membrán díky působení 

roztoků alkoholů, acetonu nebo formaldehydu. Následuje krok úplné permeabilizace membrán 

a specifické barvení pomocí fluorescenčně značených protilátek. Takovýmto barvením je 

možné určit, zda daná látka ovlivňuje distribuci specifického proteinu v buňce.14,15  

Zobrazení živých buněk umožňuje sledovat dynamické buněčné procesy v reálném čase. To 

je zvláště užitečné pro sledování účinků látky na chování buněk, včetně změn v buněčné 

motilitě, dělení a migraci. Některé aktivní látky mají rychlé a dynamické účinky na buněčné 

procesy.16 Zavedením trvalých fluorescenčních markerů nebo proteinů do živých buněk, 

například pomocí transdukce fúzních proteinů, je možné specifické stuktury fluorescenčně 

vizualizovat.17 Mikroskopie živých buněk, také umožňuje pořizování časosběrných záběrů, kdy 

dochází k pořízení snímků v pravidelných intervalech po delší dobu. To může odhalit časovou 

dynamiku buněčných změn a změny funkcí subcelulárních struktur vyvolaných působením 

aktivní látky.18 Tato mikroskopická metoda může být kombinována s technikami subcelulární 

frakcionace a izolace, které oddělí požadované buněčné kompartmenty a poskytnou tak cenný 

zdroj materiálu pro doplňujcí metody, například sestavení proteomického profilu.19  

Studium kolokalizace látky s buněčnými složkami nebo organelami může poskytnout cenné 

informace o potenciálních interakcích s cíli. Když látka a její cíl kolokalizují, naznačuje to 
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přímou interakci.20 V takovýchto případech často najde uplatnění technika FRET (z anglického 

Förster resonance energy transfer), která odhaluje blízkost mezi dvěma fluorescenčními 

značkami, a tím i jejich nositeli. Označením látky a potencionálního cílového proteinu 

fluorofory, z nichž jeden je aktivovaný pouze při přenosu energie, můžeme při změně 

ve fluorescenčním signálu usuzovat na jejich těsnou blízkost a vzájemnou interakci.21  

Automatická mikroskopie22,23, často kombinovaná s analýzou s vysokým obsahem 

informací (high-content analysis, HCA), dává možnost simultánního zkoumání mnoha 

buněčných parametrů, reagujících na působení aktivní součeniny. Takový přístup poskytuje 

velmi komplexní data pro identifikaci cíle. Tyto metody je navíc možné propojit v HTS 

platformě, což umožňuje testování velkého počtu sloučenin a hodnocení jejich účinků 

na morfologii buňky.24,25  

Další možností, jak využít mikroskopické techniky je jejich spojení s jinými metodami, 

například proteomickými a genomickými přístupy. Tohoto se často využívá při tzv. „single cell“ 

analýzách, které jsou na vzestupu hlavně v poslední době. Studování individuálních buněk 

dovoluje odhalit heterogenitu v buněčné populaci a hlouběji pochopit buněčné pochody. Takové 

propojení technik nachází uplatnění kromě výzkumu a vývoje léčiv i ve výzkumu kmenových 

buněk, neurovědách a studiu mikrobiomu.26,27 

1.3. Výhody a nevýhody mikroskopických metod 

Jako každý technologický přístup, nabízí mikroskopické metody četné výhody a nevýhody. 

Je proto vždy na zvážení, zda ve vybraných případech bude zvolená metoda přínosem, nebo 

naopak překážkou k určení molekulárního cíle aktivních látek.  

Mezi výhody patří přímá vizualizace buněčných struktur a procesů, možnost pozorování 

v reálném čase a určení prostorové celulární a subcelulární lokalizace místa působení látky. 

Pokročilé mikroskopické techniky s vysokým rozlišením poskytují snímky s detailním 

zobrazením, což umožňuje rozpoznat i velmi jemné nuance interakcí látky s cílovými 

stukturami. Tyto metody detekují nejen strukturální, ale i funkční důsledky působení látek, což 

pomáhá pochopit jejich účinky na buněčné procesy. Některé techniky, jako je HCA, umožňují 

analýzu více buněčných parametrů současně, čímž se zvyšuje účinnost identifikace cíle. 

Mikroskopie živých buněk není destruktivní metoda, což umožňuje její kombinaci s dalšími 

přístupy a pořád vycházet z jednoho zdroje vzorku.13,28 
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K nevýhodám mikroskopických metod patří jejich technická náročnost, zejména pak nároky 

na specializované vybavení a odborné znalosti nejen v oblasti přípravy vzorků, ale hlavně 

analýzy získaných dat. Dále může mikroskopie vést k falešně pozitivním nebo negativním 

výsledkům, pokud procesy značení nebo barvení nejsou pečlivě optimalizovány nebo pokud má 

látka účinky mimo testovaný cíl. Mikroskopické metody mohou identifikovat pouze cíle, které 

jsou viditelné a ovlivněné látkou, potencionálně tedy ztrácíme informace o důležitých 

nepřímých nebo nadřazených cílech, které nevykazují morfologické změny. Některé 

mikroskopické techniky mohou vyžadovat invazivní metody přípravy vzorků, které mohou 

změnit přirozený stav buněk a ovlivnit výsledky. Mikroskopie nemusí být vhodná 

pro identifikaci neproteinových cílů, jako jsou malé molekuly, metabolity nebo nukleové 

kyseliny, které mohou vyžadovat jiné techniky, jako je hmotnostní spektrometrie nebo testy 

založené na afinitě. Některé experimenty založené na mikroskopii, zejména zobrazování živých 

buněk, mohou být časově náročné. Konvenční mikroskopie může mít omezení v rozlišení 

struktur v nanoměřítku, což vyžaduje použití pokročilých technik se super rozlišením.13,28 

Přes tyto všechny nevýhody jsou mikroskopické metody cennými nástroji pro identifikaci 

molekulárních cílů biologicky aktivních látek, díky jejichž schopnosti lze přímo vizualizovat 

buněčné procesy. Shrnutí mikroskopických metod vhodných pro identifikaci molekulárních cílů 

látek a jejich výhod a nevýhod je uvedeno na obrázku 2. 
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Obrázek 2: Přehled mikroskopických metod vhodných pro identifikaci molekulárních cílů 

aktivních látek.  

1.4. Fluorescenční značení pomocí BODIPY 

Techniky fluorescenční mikroskopie jsou široce používané k vizualizaci biologických 

molekul a jevů. Z tohoto důvodu byly vyvinuty různé fluorescenční sondy pro zobrazení 

biologických komponent. Tradičně používané fluorescenční proteiny mohou být dále spojeny 

s cílovou sekvencí peptidu nebo proteinu, vytvářejíce fluorescenční fúzní proteiny. Nicméně 

tento přístup má i své nevýhody, kdy se může narušit původní funkce proteinu. Pro překonání 

těchto překážek byly vyvinuty sondy na základě malých chemických molekul, které nabízejí 

menší velikost, jednodušší úpravy a variabilní možnosti fluorescence, a to i v oblasti blízkého 

infračerveného spektra.29 Ideální luminofory, pro tyto sondy, představují BODIPY barviva 
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(z anglického boron-dipyrromethene), které se vyznačují intenzivními a zářivými barvami, 

vysokou molární absorptivitou a fluorescenční emisí v širokém rozsahu vlnových délek. Tyto 

vlastnosti je činí vhodnými pro techniky využívající fluorescenci, jako je fluorescenční 

mikroskopie, průtoková cytometrie a biozobrazování. BODIPY barviva se také běžně používají 

jako fluorescenční sondy k detekci a monitorování biologických procesů, včetně interakcí 

protein-protein, enzymové aktivity a buněčné lokalizace. Jejich klíčové charakteristiky lze 

snadno změnit pomocí přímých strukturálních modifikací.30 Prvním komplexem, který byl 

publikován v roce 1968, je 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen.31 Struktura BODIPY je 

uvedna na obrázku 3. Mimo experimentálně připravené sondy s BODIPY jsou některé také 

komerčně dostupné, jako například LysoTracker a ER-Tracker (zobrazené na obrázku 3). 

 

 Obrázek 3: Molekulární struktura 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen – BODIPY, 

LysoTracker Green (emituje v zelené části spektra) a Red (červeně emitující), ER-Tracker 

Green (emituje v zelené části spektra) a Red (červeně emitující). 

1.5. Využití BODIPY pro lokalizaci a identifikaci cílů přírodních látek 

V posledních letech byl učiněn významný pokrok v identifikaci mechanismu účinku a 

buněčných cílů přírodních látek. Pro efektivní identifikaci cílových proteinů a studium 

mechanismu účinku je nutné vyvinout strategie, které citlivě detekují biologické procesy 

v živých systémech.32 Fluorescenčně značené sondy bioaktivních přírodních látek se již 
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dlouhou dobu používají33,34 a ukázaly se jako mocný nástroj pro zkoumání biologických jevů a 

mechanismů působení těchto molekul.35,36 Tento přístup umožňuje sledování vstupu látky 

do buňky a její distribuci v subcelulárních kompartmentech, jak je schematicky znázorněno 

na obrázku 4.37 Pokud je interakce dostatečně silná, můžeme na gelu po separaci proteinů 

z buněčného lyzátu pomocí SDS-PAGE (z anglického sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide 

gel electrophoresis) pozorovat fluorescenční bandy, které odpovídají proteinům interagujícím 

s fluorescenční látkou. Tento postup umožňuje vizualizaci cílového komplexu fluorescenční 

látka-protein i v denaturačních podmínkách.38  

 

Obrázek 4: Schéma principu detekce přírodních látek značených BODIPY v živých 

buňkách. 

Biokonjugát se skládá z luminoforu konjugovaného s biologicky aktivní přírodní látkou 

prostřednictvím linkeru. Luminofor může fungovat jako aktivní látka, například 

ve fotodynamické terapii, kde působí jako fotosenzibilizátor.39 Vyvinuté biokonjugáty BODIPY 

vykazují v kontextu lékařského a biochemického výzkumu různorodé vlastnosti, které jsou 

závislé na použitých strukturách a metodě konjugace.40 
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2. Specifické cíle práce 

Výsledky předkládané dizertační práce jsou rozděleny do 3 částí, přičemž každá z nich se 

věnuje využití mikroskopických metod k lokalizaci nebo identifikaci buněčných cílů biologicky 

aktivních látek. 

Cíl 1: Lokalizace buněčných cílů derivátů kyseliny betulinové značených pomocí BODIPY. 

Cíl 2: Lokalizace buněčných cílů a monitorování uvolňování aktivní látky z konjugátů kyseliny 

3-hydroxy-chinolinové s aminoBODIPY. 

Cíl 3: Prokázání proveditelnosti vysokokapacitní fenotypové testovací metody založené 

na mikroskopii fázového kontrastu a analýze dat pomocí konvoluční neurální sítě. 
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3. Lokalizace buněčných cílů derivátů kyseliny betulinové značených 

pomocí BODIPY 

3.1. Úvod 

Terpeny a terpenoidy zahrnují širokou a různorodou skupinu organických sloučenin, 

nacházejících se v mnoha různých rostlinách a dalších organizmech. Jsou složeny z opakujících 

se izoprenových jednotek, a mohou mít různou škálu struktur a funkčních skupin, což přispívá 

k rozmanitosti jejich biologických aktivit. 41 Některé z těchto přírodních sloučenin mají 

například protizánětlivé vlastnosti42,43, zatímco jiné mají antimykotickou44,45, antibakteriální46, 

antivirovou47,48 a protinádorovou49 aktivitu. 

Triterpeny obsahují šest izoprenových jednotek, díky čemuž jsou větší než většina ostatních 

terpenů. Mají charakteristickou strukturu, která se skládá z několika fúzovaných kruhů, což jim 

dává strukturální rigiditu.50 Jedním z primárních mechanismů účinku terpenů je jejich schopnost 

modulovat různé signální dráhy v buňkách. Triterpeny mohou inhibovat různé enzymy, 

například protizánětlivé jako jsou cyklooxygenáza a lipoxygenáza.51 Mohou také aktivovat 

jaderné receptory, jako je gama receptor aktivovaný peroxizómovým proliferátorem52, což hraje 

roli v regulaci metabolismu glukózy a lipidů. Dalším společným mechanismem je down-

regulace dráhy NF-kB a potlačení produkce cytokinů.53 Zajímavé je, že triterpeny inhibují 

efluxní pumpu MDR1, což by mohlo být potenciálně využito ke zvýšení účinnosti léků.54 Dále 

mohou indukovat apoptózu, ve srovnání se současnými protinádorovými léčivy, je hlavní 

výhodou spouštění apoptózy vnitřní cestou, nezávislou na signalizaci poškození DNA.55,56 

V tomto případě je mitochondriální membrána permeabilizována, cytochrom c se uvolňuje 

z mitochondrií do cytoplazmy, kde se podílí na tvorbě apoptozomu.57 Vzhledem k jejich 

slibným výsledkům v protinádorovém výzkumu je velmi důležité studovat jejich mechanismus 

účinku. 

Kyselina betulinová (BA) je přírodní pentacyklický triterpen lupanového typu (struktura 

na obrázku 5). I přes svou nízkou rozpustnost ve vodných roztocích si tato látka získává 

pozornost svými zajímavými biologickými vlastnostmi. BA je často derivatizována pro zvýšení 

rozpustnosti, terapeutických účinků a zacílení na konkrétní místo účinku.58 BA je také 

selektivně cytotoxická pro řadu nádorových buněk59-61 a aktivitní proti HIV-1.62 Díky 

různorodým mechanismům působení BA je možné předcházet vzniku rezistence, což ji činí 

slibným kandidátem pro léčbu nádorů odolných vůči běžným chemoterapeutikům. 
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Obrázek 5: Molekulární struktura kyseliny betulinové s vyznačenými pozicemi 

pro derivatizaci. (C3 – červená tečka, C28 – modrá tečka, C30 – zelená tečka) 

 Jedním z mechanismů je přímé působení BA na mitochondriální membránu55, a dále 

indukce tvorby reaktivních forem kyslíku, které způsobují nespecifické poškození 

mitochondrií.63 Podobným způsobem je inhibován růst nádoru, pomocí úplného nebo 

částečného zpomalení angiogeneze64, které je dosaženo modulací mitochondrií.65 Dalším 

popsaným mechanismem účinku je inhibiční aktivita vůči topoizomeráze I28, a modulace 

funkce transkripčních faktorů Sp1, Sp3 a inhibice faktoru Sp4, prostřednictvím na proteazomu 

nezávislé regulační dráze.66  

V minulosti bylo prokázáno, že BA má anti-HIV-1 aktivitu. I když výsledky testů nebyly 

převratné a účinek byl pozorován pouze při relativně vysokých koncentracích.62 Tento objev 

vedl k syntéze několika dalších analogů, jedním z analogů se silnou anti-HIV-1 aktivitou byl 

3-O-(3,3-dimethylsukcinát) betulinové kyseliny, známý jako bevirimat (BT).67 BT působí jako 

inhibitor zrání virionu HIV-1, přičemž inhibice zrání virových částic se zdá být kritickým 

bodem terapie. Během fáze zrání virová proteáza štěpí Gag polyprotein, za současného 

uvolňování jednotlivých strukturních proteinů. Posledním krokem je štěpení p25 CA-SP1 

na funkční protein p24 CA. Inhibice posledního kroku zrání má za následek vznik virové částice 

s aberantně vytvořenými zralými jádry, která nejsou dále schopna infekce.68 BT postoupil 

do druhé fáze klinického testování69,70, během níž byla pozorována redukce viru u 40–50 % 

pacientů. Zbytek pacientů si vyvinul rezistenci v důsledku přirozené polymorfní variace 

v polyproteinu Gag.71 S tímto výsledkem byly klinické studie ukončeny.  

Vzhledem k vlastnostem BA zmíněných výše není překvapením, že se jí zabývalo mnoho 

výzkumných skupin. Za poslední dobu byly připraveny stovky derivátů, s derivatizací však 

očekávaný efekt často zmizel, rychle se vyvinula rezistence nebo dramaticky vzrostla toxicita 

pro nenádorové buňky. K nejčastějším modifikacím BA dochází v polohách C-3 a C-28 

(zobrazeno na obrázku 5). Adice na dvojnou vazbu mezi atomy uhlíku C-20 a C-30 obvykle 
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aktivitu výrazně nezvýší, naopak, aktivita často mizí. Toto zjištění obecně platí jak 

pro protinádorové, tak pro anti-HIV účinky.72-74 Nedávné práce potvrdily, že přítomnost další 

aminové skupiny konjugované na molekulu BA může významně zvýšit protinádorovou 

aktivitu.75,76 

V literatuře můžeme nalézt výsledky konjugace triterpenových karboxylových kyselin, 

triterpenu betulinu a derivátu bevirimat s fluorescenčními barvivy BODIPY.77-82 Všechny tyto 

příklady jsou zaměřeny na samotnou syntézu, doplněnou o základní biologickou charakterizaci 

konjugátů. První studii popisující konjugaci BA s BODIPY provedli Krajčovičová a kol. v roce 

2018. (Příloha 3, dále shrnuto v podkapitole 3.3 Výsledky a 3.4 Diskuze). V návaznosti na toto 

téma Brandes a kol. publikovali práci zaměřenou na konjugáty BA, oleanové kyseliny, ursolové 

kyseliny, glycyrrhetinové kyseliny a betulinu s BODIPY-FL; všechny struktury triterpen-

BODIPY konjugátů jsou na obrázku 6. Jejich publikace ukázala vliv různých linkerů mezi 

triterpeny a BODIPY molekulou. Rozdíl v cytotoxicitě, závislý na zvoleném linkeru, dokazuje 

důležitost a význam vhodného linkeru mezi triterpenem a primární skupinou.78 Později Brandes 

a kol. publikovali syntézu a charakterizaci triterpenoidů značených aza-BODIPY, 

potencionálně využitelných jako próby pro značení endoplazmatického retikula. Konjugáty 

triterpenoid-aza-BODIPY nevykazovaly žádnou cytotoxicitu na různých buněčných liniích.83 

Nejrozsáhlejší výsledky byly získány ve studii BA upravené polárními skupinami a 

BODIPY s modrou fluorescencí. Toto barvivo je jedinečným příkladem v literatuře a je velmi 

vhodné pro fluorescenční aplikace. Oproti běžně používaným kumarinům převyšuje 

fotochemické vlastnosti a v porovnání s klasickým BODIPY-FL dokáže zachovat přirozené 

vlastnosti konjugátů. Analoga značená BODIPY s modrou fluorescencí odvozená od BA byla 

připravena v práci Kodr a kol. (Příloha 2, součástí podkapitoly 3.3 Výsledky a 3.4 Diskuze). 

Kromě BODIPY byly triterpenové konjugáty syntetizovány a studovány s různými dalšími 

fluorescenčními značkami. Významnou skupinu publikovaných prací představují konjugáty 

s rhodaminem a první výsledky byly shrnuty v přehledu od Hoenke a kol. v roce 2020.84 

Na základě výsledků uvedených v těchto pracech je mitokanický efekt (nejčastější účinek 

těchto molekul) závislý také na použitém linkeru, kdy je aminový linker účinnější než 

piperazinylový. Konjugáty mohou cílit na mitochondriální NADH dehydrogenázu a 

mitochondriální sukcinátdehydrogenázu, které jsou součástí mitochondriálního elektronového 

transportního řetězce, což vede ke zvýšené produkci reaktivních forem kyslíku.84  
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Obrázek 6: Molekulární struktury triterpen-BODIPY sond (*acylové zbytky OA oleanová 

kyselina; UA ursolová kyselina, BA betulinová kyselina, GA glycyrrhetinová kyselina, BN 

betulin) konjugovaných prostřednictvím amidové nebo esterové skupiny na C-3 (červená tečka) 

nebo C-28 (modrá tečka) nebo C-30 (zelená tečka) pozice molekuly triterpenu. 
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3.2. Materiál a metody 

Pro testování jsme použili buněčnou linii U2OS odvozenou od osteosarkomu a zakoupenou 

z americké sbírky tkáňových kultur (ATCC). Buněčná linie byla udržována v TPP 75 cm2 

tkáňových kultivačních lahvích a kultivována v McCoyově 5a kultivačním médiu s 10% 

fetálním telecím sérem, za standartních kultivačních podmínek při 37 °C a 5% CO2. Buněčné 

suspenze byly připraveny podle instrukcí ATCC pro subkultivaci. Všechny testované látky byly 

rozpuštěny v 100% roztoku DMSO, byl u nich proveden test cytotoxicity (MTS test) a 

skladovány byly v monitorovaných podmínkách chemické knihovny ÚMTM.  

Seznam použitých chemikálií a roztoků: 

0,5M Tris-HCl zaostřovací gel pufr, pH=6,8 (kat. č. 161-0799, BIO-RAD) 

1,5M Tris-HCl separační gel pufr, pH=8,8 (kat. č. 161-0798, BIO-RAD) 

10× Tris-glycin-SDS (10× TGS) elektrodový pufr (kat. č. 1610772, BIO-RAD) 

5× SDS lyzační pufr (30% glycerol, 10% SDS, 250 mM TRIS/HCl, 0,5 M DTT, 

0,06% bromfenolová modř) 

Aceton 100% (kat. č. 20001-ATO, LECH-NER) 

Akrylamid/Bis roztok (30%) 29:1 (kat. č. 161-0156, BIO-RAD) 

Bromfenolová modř (kat. č. B0126, SIGMA ALDRICH) 

Chlorid draselný (KCl) (kat. č. APO-30076, SIGMA ALDRICH) 

Chlorid sodný (NaCl) (kat. č. A131428, MIKROCHEM) 

Dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4) (kat. č. APO-30016, LECH-NER) 

Dodecylsíran sodný (SDS) (kat. č. 71729, SIGMA ALDRICH) 

ER-Tracker (kat. č. E34250, INVITROGEN) 

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) (kat. č. 20203, USB) 

Fluorid sodný (NaF) (kat. č. 450022, SIGMA ALDRICH) 
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Glycerol (kat. č. G5516, SIGMA ALDRICH) 

Hoechst 33342 (kat. č. H21492, INVITROGEN) 

Hydrogenfosforečnan sodný dihydrát (Na2HPO4·2H2O) (kat. č. 30388APO, LECH-NER) 

Metanol (kat. č. 10202LP20-10000, MIKROCHEM) 

Ortovanadičnan sodný (Na3VO4) (kat. č. S6508, SIGMA ALDRICH) 

10× PBS pufr s inhibitory (5 mM Na2P2O7, 1 mM Na3VO4, 5mM NaF, 1mM PMSF 

rozpuštěného v 1 ml 100% methanolu, celé do 1 l, 1× PBS, pH = 7,4) 

Peroxodisíran amonný (APS) (kat. č. A3678, SIGMA ALDRICH) 

Pyrofosfát sodný (Na2P2O7) (kat. č. P8010, SIGMA ALDRICH) 

Separační gel 12% (3 ml Akrylamid/Bis roztok (30%) 29:1, 1,875 ml 1,5 M Tris-HCl o pH = 

8,8, 75 µl 10% SDS, 75 µl 10% APS, 2,475 ml H2O a 3 µl TEMED) 

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (kat. č. 26634, THERMOFISHER 

SCIENTIFIC) 

Tetrahydrofuran (THF) (kat. č. 34865-1L, SIGMA ALDRICH) 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) (kat. č. 15524-010, INVITROGEN) 

Trichloroctová kyselina (TCA) (kat. č. BP80, CHEMAPOL) 

Zaostřovací gel (412,5 µl Akrylamid/Bis roztok (30%) 29:1, 312,5 µl 0,5 M Tris-HCl o pH = 

6,8, 25 µl 10% SDS, 25 µl 10% APS, 1,75 ml H2O a 5 µl TEMED) 

Postup práce při mikroskopii živých buněk ošetřených deriváty BA značených BODIPY-FL  

Buňky U2OS (2500 buněk v objemu 30 µl v jamce) byly nasazeny do 384jamkové destičky 

CellCarrier (PerkinElmer, USA) a preinkubovány po dobu 24 hodin při 37 °C a 5% CO2 

pro stabilizaci. Buňky byly následně ošetřeny testovanými konjugáty BA-BODIPY 

v koncentraci 50 µM pomocí Echo®550 liquid handler (Labcyte, USA) a poté inkubovány 

při 37 °C a 5% CO2 po dobu 3 hodin. Po uplynutí inkubační doby byly buňky značeny barvivem 

Hoechst v koncentraci 1,62 µM při 37 °C a 5% CO2
 po dobu dalších 20 minut. Dále byly 
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obarvené buňky dvakrát opláchnuty čerstvým médiem. Zobrazování živých buněk bylo 

provedeno pomocí Cell Voyager CV7000 (Yokogawa, Japonsko) při 37 °C v atmosféře 5% 

CO2. Živé buňky byly monitorovány s objektivem 60× s vodní imerzí. Všechny snímky byly 

následně zpracovány, včetně odečtení pozadí a dekonvoluce pomocí softwaru Image J. 

Postup práce při mikroskopii živých buněk ošetřených deriváty BA značených BODIPY-FL a 

značených ER-Trackerem 

Postup je totožný s výše uvedeným, pouze při přidání barviva Hoechst byl přidán i 

ER-Tracker v koncentraci 1 µM po dobu 20 minut.  

Postup práce při mikroskopii fixovaných buněk ošetřených deriváty BA značených 

BODIPY­FL  

Postup je opět totožný s výše uvedeným, až na následující: Obarvené buňky byly dvakrát 

opláchnuty čerstvým médiem a jednou PBS pufrem, s posledním fixačním krokem pomocí 

ledového roztoku 70% methanolu. Zobrazování fixovaných buněk bylo provedeno pomocí Cell 

Voyager CV7000 (Yokogawa, Japonsko), buňky byly mikroskopovány objektivem 60× s vodní 

imerzí. 

Postup práce při detekci derivátů BA značených BODIPY-FL po separaci na SDS-PAGE 

Dva milióny U2OS buněk bylo vysazeno na kultivační misku, po 24 hodinách prekultivace 

byly buňky ošetřeny látkami (50 µM) po dobu 3 nebo 4 hodin. Po uplynutí inkubace byly buňky 

dvakrát promyty PBS pufrem s inhibitory a dvakrát pouze PBS pufrem. Dále byl v poměru 1:5 

naředěn 5×SDS lyzační pufr a PBS pufr s inhibitory. Tento roztok o objemu 300 μl byl přidán 

do každé misky s ošetřenými buňkami, buňky byly lyzovány a lyzát byl přenesen do eppendorf 

zkumavek. Buněčné lyzáty byly povařeny 10 minut při 95 °C. Po vychladnutí byly vzorky 

bezprostředně separovány pomocí SDS-PAGE, nebo zamrazeny při -20 °C pro pozdější použití.  

Pro SDS-PAGE byly použity 1,5 mm polyakrylamidové gely. Nejprve byl nalit 

12% separační gel a po zatuhnutí byl navrstven zaostřovací gel. Elektroforéza probíhala 

v přítomnosti ledového 1× TGS pufru a po nanesení 15 μl vzorku byl spuštěn zdroj nastavený 

na 110 V. Po projití vzorků zaostřovacím gelem bylo napětí zvednuto na 130 V. Jakmile 

bromfenolová modř dorazila ke spodnímu okraji gelu, byla elektroforéza ukončena. Následně 

byl gel skenován na laserovém skeneru pro biomolekulární zobrazování Thyphoon FLA9000 

Fluorescence Scanner. 
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Pokud byly vzorky před SDS-PAGE precipitovány TCA/Aceton metodou, bylo to podle 

následujícího postupu. Aceton použitý v tomto postupu byl vychlazený a po celou dobu 

protokolu udržovaný na ledu. Vzorky se smíchaly v poměru 1:8:1 s acetonem a TCA (vzorek : 

aceton : TCA), proteiny vyprecipitovaly po 1 hodině při -20 °C. Následně se vzorky 

centrifugovaly při 18 000 g a 4 °C po dobu 15 minut. Peleta byla zcela resuspendována v 1 ml 

ledového acetonu. Tento postup promytí pelety byl opakován celkem čtyřikrát. Po posledním 

opakování byl aceton nahrazen THF a vzorky byly opět centrifugovány. Poté byl THF odebrán 

a peleta se nechala vysušit v digestoři při pokojové teplotě. Peleta byla rozpuštěna v původním 

objemu SDS lyzačního pufru.  

Postup práce při mimikroskopii živých buněk ošetřených deriváty BA značených BODIPY 

s modrou fluorescencí 

Buněčná linie U2OS byla transdukována komerčními lentivirovými částicemi (Vectalis-

TaKaRa, Japonsko) se sekvencemi, které exprimují fluorescenční proteinovou značku mCherry 

cílenou do specifických subcelulárních lokalit. Všechny buněčné linie byly připraveny podle 

instrukcí výrobců. Buněčná linie U2OS-Nuc byla připravena za použití rLV.EF1.mCherry-Nuc-

9 (kat. č. 0023VCT), obsahujícího sekvenci NLS, která importuje proteiny do jádra. Buněčná 

linie U2OS-ER byla transdukována pomocí rLV.EF1.mCherry-ER-9 (kat. č. 0025VCT), 

obsahující signální sekvenci kalretikulinu a sekvenci KDEL, které asociují proteiny 

s endoplazmatickým retikulem. Buněčná linie U2OS-Mito byla připravena s použitím vektoru 

rLV.EF1.mCherry-Mito-9 (kat. č. 0024VCT), obsahující mitochondriální signální sekvenci. 

Buněčná linie U2OS-GA byla transdukována pomocí rLV.EF1.mCherry-Golgi-9 (kat. č. 

0022VCT), obsahující lidský GT prekurzor, protein lokalizovaný v Golgiho aparátu. Kompletní 

popis výroby buněčných linií a jejich validace pomocí MTS testu jsou uvedeny 

v HLADÍKOVÁ, E. Použití lentivirových reportérových systémů pro fluorescenční vizualizaci 

subcelulárních struktur. Olomouc, 2020. bakalářská práce. UPOL. Přírodovědecká fakulta 

https://library.upol.cz/arl-upol/cs/csg/?repo=upolrepo&key=14732436594. 

Buněčné linie U2OS exprimující fluorescenční fúzní proteiny byly nasazeny (v počtu 

1000 buněk v objemu 30µl v jamce) do 384jamkových destiček CellCarrier (PerkinElmer, 

USA) a preinkubovány po dobu 24 hodin při 37 °C a 5% CO2. Adherované buňky byly ošetřeny 

testovanými sloučeninami v koncentraci 10 µM (Echo®550 liquid handler, Labcyte, USA) 

po dobu 1 hodiny a následně opláchnuty čerstvým médiem. Zobrazení živých buněk bylo 

provedeno konfokálním mikroskopem Cell Voyager CV7000 (Yokogawa, Japonsko) při 37 °C 
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v atmosféře 5% CO2. Živé buňky byly mikroskopovány objektivem 60× s vodní imerzí. 

Fluorescenční signál byl excitován lasery (405 nm a 561 nm) a požadovaná emise byla 

filtrována pomocí pásmových filtrů (BP 445/45 a BP 595/20). Všechny snímky byly následně 

zpracovány v softwaru Image-J, Pearsonův a Mandersův kolokalizační koeficienty byly 

vypočítány pomocí plug-in modulu JACoP. 
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3.3. Výsledky 

Deriváty BA značené BODIPY-FL – výsledky publikované v Krajčovičová a kol. 2017 

(Příloha 3) a doplňující výsledky. 

Skupina devíti derivátů BA značených BODIPY-FL byla studována na buněčné linii U2OS, 

přičemž kontrolou byl samostatný linker s BODIPY-FL značkou (struktury na obrázku 7). 

Po krátké inkubaci (3h) byly všechny testované konjugáty (50 µM), s výjimkou derivátů 5 a 10, 

lokalizovány v živých buňkách. Snímky mikroskopie živých buněk jsou uvedeny 

na obrázku 8. Vzor barvení odpovídal strukturám endoplazmatického retikula a mitochondrií, 

což jsme chtěli potvrdit kolokalizačními experimenty. Bohužel fluorescenční signál 

ER-Trackeru byl kontaminován signálem testovaných konjugátů, jako příklad je uveden 

konjugát 7 na obrázku 9. Kromě pozorování červeného fluorescenčního signálu 

při mikroskopii buněk ošetřených konjugátem 7, jsme testovali i samostatný konjugát 7 

v HEPES pufru (obrázek 9). Kvůli kontaminaci signálu jsme provedli experiment, kdy ošetřené 

buňky byly po promytí médiem zafixovány ledovým methanolem, tento přístup by umožnil 

provést více dalších promývacích kroků. Detekce konjugátů ve fixovaných buňkách ukázala 

přítomnost konjugátů 2, 7 a 9 a s nízkou intenzitou fluorescence u konjugátů 1, 3 a 4, avšak 

vzor značení byl odlišný oproti nefixovanému barvení. Toto nás přivedlo k hypotéze o existenci 

možné kovalentní vazby derivátů na buněčný cíl, proto byla provedena SDS-PAGE 

za denaturujících podmínek. Fluorescenční detekce signálu v gelu, odpovídající fluorescenci 

BODIPY-FL, je na obrázku 11. Signál byl přítomen i u vzorků, kde po precipitaci proteinů 

TCA/Aceton metodou došlo k promytí THF, který je silným organickým rozpouštědlem a mělo 

by velmi dobře odmýt nenavázané fluorescenční konjugáty (obrázek 11B). 
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Obrázek 7: Molekulární struktury testovaných BODIPY derivátů kyseliny betulinové 1–9, 

konjugovaných prostřednictvím esterové skupiny na C-3 (červená tečka) nebo C-28 (modrá 

tečka) nebo C-30 (zelená tečka) pozice molekuly triterpenu. Konjugát 10 – linker s BODIPY 

bez triterpenové struktury.  
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Obrázek 8: Buněčná linie U2OS ošetřená testovanými konjugáty 1–9. ▼ 
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▲ Buněčná linie U2OS ošetřená testovanými konjugáty 1–9 a kontrolním konjugátem 10. 

Buňky byly ošetřeny 50 µM koncentrací látky po dobu 3 hodin, jádra byla nabarvena Hoechst 

a následně byly buňky dvakrát opláchnuty čerstvým médiem. Zobrazení objektivem 60×, modrý 

kanál = Ex 405 nm, Em BP 445/45 nm, zelený kanál = Ex 488 nm, Em BP 515/30 nm. 

 

 

Obrázek 9: Buněčná linie U2OS ošetřená konjugátem 7 (červený signál), v koncentraci 

50 µM, po dobu 3 hodin a jádra naznačená Hoechst (modrý signál). Buňky byly 

před zobrazením dvakrát promyty čerstvým médiem. Zobrazení objektivem 60×, modrý kanál = 

Ex 405 nm, Em BP 445/45 nm, červený kanál = Ex 561nm, Em BP 595/20 nm. Konjugát 7 

rozpuštěný v HEPES pufru (50 µM) a nasnímaný v červeném fluorescenčním kanále a fázovým 

kontrastem. Zobrazení objektivem 20× pro červený kanál = Ex 561nm, Em BP 595/20 nm a 

objektivem 20× PH Long W.D., pro fázový kontrast.  
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Obrázek 10: Buněčná linie U2OS ošetřená testovanými konjugáty 1–9 a kontrolním 

konjugátem 10. Buňky byly ošetřeny 50 µM koncentrací látky po dobu 3 hodin, jádra byla 

nabarvena Hoechst, následně byly buňky dvakrát opláchnuty čerstvým médiem a poté 

zafixovány vychlazeným methanolem. Zobrazení bylo provedeno pomocí objektivu 60× 

(měřítko 100 µm), modrý kanál = Ex 405 nm, Em BP 445/45 nm a zelený kanál = Ex 488 nm, 

Em BP 515/30 nm. 
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Obrázek 11: SDS-PAGE separace U2OS buněčných lyzátů ošetřených testovanými 

konjugáty 1–9 a kontrolním konjugátem 10. Detekce fluorescenčního signálu BODIPY-FL 

pomocí Thyphoon FLA9000 Fluorescence Scanner, Ex = 488 nm, Em = LPB (>510 nm). A –

Buňky U2OS byly ošetřeny látkami v koncentraci 50 µM po dobu 3 hodin, následně byly 

promyty PBS roztokem a lyzovány SDS lyzačním pufrem. B – Buňky U2OS byly ošetřeny 

látkami v koncentraci 50 µM po dobu 4 hodin, následně byly promyty PBS roztokem a lyzovány 

SDS lyzačním pufrem. Před samotnou SDS-PAGE byly vzorky vysráženy TCA/Aceton 

metodou a promyty THF. 
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Deriváty BA značené BODIPY s modrou fluorescencí – výsledky publikované v Kodr a kol. 

2021 (Příloha 2). 

Skupina šesti derivátů BA a BODIPY (struktury na obrázku 12) byla studována na buněčné 

linii U2OS-Nuc s jádrem značeným fluorescenčním proteinem mCherry. Jako kontrola byla 

použita funkční barviva BODIPY (BODIPY-NH2 a BODIPY-CO2H), stejně jako prekurzor 

BODIPY-SMe (struktury BODIPY kontrolních derivátů jsou na obrázku 13). Všechny 

fluorescenční mikroskopické snímky tohoto pilotního experimentu jsou zobrazeny na obrázku 

14. Pro dosažení lepší specificity barvení jsme se zaměřili na krátkou inkubaci 

s fluorescenčními konjugáty. Po krátké inkubaci (1 h) byly konjugáty 11 a 16 z této skupiny 

derivátů lokalizovány v živých buňkách, ale pouze se slabým signálem v jádře studované 

buněčné linie (obrázek 15B – Pearsonův a Mandersův koeficient). Funkční BODIPY barviva 

nebyla v buněčné linii U2OS-Nuc detekována, a proto je vysoce pravděpodobné, že buněčná 

penetrace konjugáty 11 a 16 je způsobena jejich skupinami na struktuře BA. Další studované 

deriváty BA a BODIPY nebyly za našich experimentálních podmínek v živých buňkách 

detekovány; je však možné, že signál bude možné pozorovat v pozdějších intervalech. 

BODIPY-SMe je reaktivní díky 8-thiomethylové skupině a bylo předpokládáno, že proniká 

do buněčných kompartmentů; toto bylo potvrzeno fluorescenční mikroskopií (obrázek 14–18). 

Pro další studium buněčné lokalizace konjugátů 11 a 16 jsme se rozhodli pokračovat 

fluorescenční mikroskopií na buněčných liniích s fluorescenčně značenými strukturami 

endoplazmatického retikula, mitochondrií a Golgiho aparátu, což jsou nejvíce publikované cíle 

BA (dále rozvedeno v 3.4 Diskuze). Výsledky těchto kolokalizačních experimentů jsou 

ukázány na obrázku 15. Oba konjugáty prokázaly přítomnost ve více buněčných strukturách. 

Pearsonův koeficient, který byl použitý k hodnocení kolokalizace (obrázek 15B) ukázal 

nejvyšší korelaci signálu v buněčné linii U2OS-ER a poté v buněčné linii U2OS-Mito a nejnižší 

korelace byla naměřena v buněčné linii U2OS-GA. Když jsme kolokalizaci vyjádřili 

Mandersovým koeficientem (překrytí červeného kanálu – subcelulární struktura oproti 

modrému kanálu - látka), který je specifičtější pro výpočet kolokalizace signálu prezentovaného 

ve více buněčných strukturách, získaná data ukázala, že oba konjugáty 11 a 16 téměř dokonale 

značí mitochondrie a endoplazmatické retikulum. Nejnižší kolokalizační signál byl opět 

detekován v buněčné linii U2OS-GA. BODIPY-SMe byl použit na základě dat z pilotního 

experimentu jako pozitivní kontrola s perfektní kolokalizací ve všech studovaných buněčných 

liniích. Celá zorná pole, ze kterých byl vytvořen obrázek 15A jsou na obrázcích 16–18. 
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Obrázek 12: Molekulární struktury testovaných triterpen-BODIPY derivátů kyseliny 

betulinové 11–16, konjugovaných prostřednictvím esterové skupiny na C-28 (modrá tečka) 

nebo C-3 (červená tečka) pozice molekuly triterpenu. 

 

Obrázek 13: Molekulární struktury kontrolních BODIPY derivátů bez struktury BA. 
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Obrázek 14: Buněčná linie U2OS, se značeným jádrem mCherry fluorescenčním 

proteinem, ovlivněná testovanými triterpen-BODIPY 11–16 a kontrolními BODIPY deriváty. 

Buňky byly ošetřeny 10 µM koncentrací látky po dobu 1 hodiny a následně opláchnuty 

čerstvým médiem. Zobrazení objektivem 60× (měřítko 100 µm), modrý kanál = Ex 405 nm, 

Em BP 445/45 nm, červený kanál = Ex 561nm, Em BP 595/20 nm. 
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Obrázek 15: A – Buněčná linie U2OS, se značenými subcelulárními strukturami mCherry 

fluorescenčním proteinem, ovlivněná testovanými triterpen-BODIPY 11 a 16 a kontrolním 

BODIPY-SMe derivátem, neošetřené buňky představují kontrolu. Buňky byly ošetřeny 10 µM 

koncentrací látky po dobu 1 hodiny a následně opláchnuty čerstvým médiem. Zobrazení 

objektivem 60× (měřítko uvedeno u výřezu snímku), modrý kanál = Ex 405 nm, Em BP 

445/45 nm, červený kanál = Ex 561 nm, Em BP 595/20 nm. ▼ 
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▲ ER = endoplazmatické retikulum, Mito = mitochondrie, GA = Golgiho aparát. B – 

Určení kolokalizace pomocí Pearsonova a Mandersonova koeficientu. Kolokalizace byla 

odečtena z plných snímků uvedených na obrázcích 16–18 v programu ImageJ (plug-in JACoP). 

 

Obrázek 16: Buněčná linie U2OS, se značeným endoplazmatickým retikulem mCherry 

fluorescenčním proteinem, ovlivněná testovanými triterpen-BODIPY 11 a 16 a kontrolním 

BODIPY-SMe derivátem. Buňky byly ošetřeny 10 µM koncentrací látky po dobu 1 hodiny a 

následně opláchnuty čerstvým médiem. Zobrazení objektivem 60× (měřítko 100 µm), modrý 

kanál = Ex 405 nm, Em BP 445/45 nm, červený kanál = Ex 561 nm, Em BP 595/20 nm. 
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Obrázek 17: Buněčná linie U2OS, se značenými mitochondriemi mCherry fluorescenčním 

proteinem, ovlivněná testovanými triterpen-BODIPY 11 a 16 a kontrolním BODIPY-SMe 

derivátem. Buňky byly ošetřeny 10 µM koncentrací látky po dobu 1 hodiny a následně 

opláchnuty čerstvým médiem. Zobrazení objektivem 60× (měřítko 100 µm), modrý kanál = Ex 

405 nm, Em BP 445/45 nm, červený kanál = Ex 561 nm, Em BP 595/20 nm. 
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Obrázek 18: Buněčná linie U2OS, se značeným Golgiho aparátem mCherry 

fluorescenčním proteinem, ovlivněná testovanými triterpen-BODIPY 11 a 16 a kontrolním 

BODIPY-SMe derivátem. Buňky byly ošetřeny 10 µM koncentrací látky po dobu 1 hodiny a 

následně opláchnuty čerstvým médiem. Zobrazení objektivem 60× (měřítko 100 µm), modrý 

kanál = Ex 405 nm, Em BP 445/45 nm, červený kanál = Ex 561 nm, Em BP 595/20 nm. 
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3.4. Diskuze 

V této části práce byly zkoumány na buněčné linii U2OS dvě skupiny derivátů BA značené 

BODIPY. První skupinu tvořilo devět derivátů BA značených BODIPY-FL (konjugáty 1–9), 

jako kontrola sloužil samotný linker s BODIPY-FL značkou (konjugát 10). Struktury jsou 

uvedeny na obrázku 7. Po krátké inkubaci (3 h) byla většina testovaných konjugátů, s výjimkou 

variant 5 a 10, lokalizována v živých buňkách (obrázek 8). Čas experimentu byl optimalizován 

tak, aby bylo možné pozorovat prvotní reakci buněk na testované látky. Jednotná koncentrace 

(50 M) byla vybrána na základě dat z cytotoxického MTS testu, kde nejvyšší aktivitu na linii 

U2OS vykazoval konjugát 2 a dále konjugáty 7, 1 a 9 (seřazeno podle míry cytotoxicity). 

Ostatní testované konjugáty nevykazovaly žádnou cytotoxickou aktivitu na buněčné linii U2OS 

(tedy IC50 > 50 µM). Data nejsou součástí této práce, ale jsou publikovaná v Krajčovičová a 

kol. 2018 (Příloha 3). Konjugát 5, stejně jako kontrolní konjugát 10, nevykazoval žádnou 

aktivitu v cytotoxických testech ani při mikroskopii živých buněk jím ošetřených. Toto 

naznačuje, že aktivita testovaných látek souvisí s triterpenoidní částí. Konjugát 2 obsahuje 

Michaelův akceptor (v tomto případě akroleinovou skupinu), který byl pravděpodobně 

zodpovědný za jeho vysokou cytotoxicitu a také odlišný vzor fluorescenčního barvení. 

Pozorovali jsme homogenní označení buněčné cytoplazmy, což je pravděpodobně způsobeno 

nespecifickou kovalentní interakcí s mnoha intracelulárními proteiny.85 

Vzor barvení ostatních analyzovaných látek odpovídal strukturám endoplazmatického 

retikula a mitochondrií, což jsou publikované cíle triterpenoidních derivátů lupanu.86,87 Provedli 

jsme proto doplňující značení ER-Trackerem pro vizualizaci endoplasmatického retikula a 

výpočet kolokalizačního koeficientu. Bohužel, signál ER-Trackeru byl kontaminovám 

signálem testovaných konjugátů, jako příklad je uveden konjugát 7 na obrázku 9. K tomuto 

došlo pravděpodobně kvůli špatné rozpustnosti lipofilních derivátů BA ve vodných roztocích a 

tvorbě agregátů testované látky. Vzhledem k tomu, že agregace nastala i v prostředí samotného 

HEPES pufru (obrázek 9B), tedy v prostředí bez proteinů a dalších složek kultivačního média, 

můžeme tyto z reakce vyloučit. Problematická rozpustnost BA ve vodných roztocích je navíc 

dobře popsaný jev.88 Pro další testování kolokalizace jsme se rozhodli ověřit detekci konjugátů 

ve fixovaných buňkách, které poskytují možnost více promývacích kroků a to i organickými 

rozpouštědly a tedy potencionálně omezení kontaminace signálu ER-Trackeru.  

Snímky z mikroskopie U2OS buněk ošetřených konjugáty 1–10 (bez konjugátu 5, který 

nebyl lokalizován v živých buňkách) a poté fixovaných metanolem jsou na obrázku 10. Oproti 
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experimentu s živými buňky, jsme nyní detekovali pouze konjugáty 2, 7 a 9 a s nízkou 

intenzitou fluorescence konjugáty 1, 3 a 4. Uvedené konjugáty patří k těm cytotoxicky 

aktivním. Konjugát 7 nese na triterpenové struktuře pyrazin a stejná struktura byla naznačena 

jako konjugát 6, který ale obsahuje kratší linker. Rozdíl mezi barvením živých a fixovaných 

buněk, kdy u fixovaných přetrval jen konjugát 7, dokázal, že pro aktivitu derivátů byla stěžejní 

délka linkeru, kdy favorizovaná byla delší varianta. Toto tvrzení bylo podpořeno i výsledky 

MTS testu. Později Brandes a kol. publikovali, že i rozdílné složení linkeru může být důležité 

pro aktivitu fluorescenčních derivátů.78 Patern značení byl u fixovaných buněk narušen, proto 

jsme nemohli dále specifikovat míru kolokalizace.  

Nicméně, tato pozorování nás vedla k hypotéze o vzniku kovalentní vazby derivátů na jejich 

buněčný cíl. Tuto myšlenku jsme se rozhodli otestovat provedením SDS-PAGE 

za denaturujících podmínek. Separace proteinů z buněčných lyzátů ošetřených konjugáty 

detekovanými ve fixovaných buňkách a následná detekce fluorescenčního signálu 

(odpovídajícímu fluorescenci BODIPY-FL) v gelu je na obrázku 11. Signál byl detekován i 

v případě, kdy SDS-PAGE předcházela precipitace proteinů TCA/Aceton metodou a promytí 

THF, tedy silným organickým rozpouštědlem 89 (obrázek 11B). Jak již bylo uvedeno výše, 

konjugát 2 obsahuje velmi reaktivní Michaelův akceptor a podobně jako v předchozích 

experimentech jsme v gelu detekovali četné bandy, odpovídající pravděpodobně mnoha 

proteinům. Konjugát 4 nese motiv diketonu, zatímco konjugát 3 nese monoketonovou skupinu. 

Diketon v tomto případě je více potentní pro tvorbu kovalentní vazby, což jsme pozorovali 

na poměrně vyšším signálu fluorescence z bandu detekovaného u vzorku ošetřeného 

konjugátem 4. 

Druhou skupinou testovanou v této části práce bylo šest derivátů BA a BT značených 

BODIPY s modrou fluorescencí, které do této doby v tomto kontextu nebyly použity. Jejich 

potenciální přínos byl zmíněn již v úvodu této kapitoly. Jako kontrolní vzorky byly použity 

barviva BODIPY-NH2 a BODIPY-CO2H spolu s prekurzorem BODIPY-SMe. Struktury těchto 

sloučenin jsou uvedeny na obrázcích 12 a 13. Krátká inkubace (1 h) s fluorescenčními 

konjugáty (10 µM) ukázala lokalizaci konjugátů 11 a 16 v živých buňkách (obrázek 14). 

Konjugát 11 má ve své struktuře fluorofor připojený ke karboxylové skupině v poloze C-28, 

takže je více podobný původní struktuře BA a má nízkou cytotoxicitu (blízko volné BA). 

Naopak konjugát 16 obsahuje amin v poloze C-28 a fluorofor je připojen k hydroxylové skupině 

v poloze C-3, jeho cytotoxicita je vyšší než u konjugátu 11. Data z testu cytotoxicity nejsou 

součástí této práce, ale jsou publikovaná v Kodr a kol. 2021 (Příloha 2). 
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Kromě ovlivnění cytotoxicity může být tato amino skupina použita pro intracelulární cílení 

na mitochondrie, jak bylo popsáno v předchozích výzkumných pracích.75,90 Pro ověření jsme 

provedli kolokalizační experimenty (obrázek 15), kde jsme byli schopni oba konjugáty 11 a 16 

téměř dokonale kolokalizovat s endoplazmatickým retikulem a mitochondriemi, což je 

v souladu s předchozími pracemi, včetně výše uvedené, ukazujícími interakci s procesy a 

proteiny lokalizovanými v těchto organelách.84,91,92 Protože lokalizace obou sloučenin je 

podobná, je pravděpodobné, že přímý cíl zůstal nezměněn, ale účinek konjugátu 16 byl zesílen 

přítomností volné aminové skupiny v molekule. Lokalizace sloučenin v kompartmentech 

bohatých na lipidy (mitochondrie, endoplazmatické retikulum) může být také vysvětlena 

polárním charakterem BA a jeho analogů.93 

Celkem bylo studováno 13 fluorescenčních derivátů BA a 2 fluorescenční deriváty BT. 

Jejich biologické vlastnosti byly závislé jak na výchozí struktuře, tak na použitém linkeru 

pro konjugaci s BODIPY značkou. Nejlepší výsledky byly dosaženy značením molekuly 

triterpenu na pozicích C3 nebo C28, čímž byla allylová funkční skupina zachována volná pro 

vazbu. Zavedení amino skupiny se ukázalo jako velmi účinné pro zvýšení biologické aktivity. 

Buněčné cíle testovaných fluorescenčních derivátů byly lokalizovány v endoplasmatickém 

retikulu, mitochondriích a částečně v Golgiho aparátu. Tato část práce popisuje první 

publikované spojení triterpenů s BODIPY barvivem a také první spojení s modrým BODIPY 

barvivem. 
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4. Lokalizace buněčných cílů a monitorování uvolňování aktivní látky 

z konjugátů kyseliny 3-hydroxy-chinolinové s aminoBODIPY. 

4.1. Úvod 

Schopnost lokalizovat a monitorovat léčivo v biologickém systému, včetně jeho buněčné 

penetrace a následného uvolnění aktivní látky, je jedním z klíčových kroků ve vývoji nových 

transportních lékových systémů (drug delivery systém, DDS).94 Nejčastěji využívanou metodou 

jsou fluorescenční techniky s použitím různých barviv (kumaríny, cyaniny, atd). Velmi často 

jsou používána k těmto účelům BODIPY barviva s celkovým neutrálním nábojem, jejichž 

optické vlastnosti lze řídit derivatizací, jak již bylo zmíněno dříve. Optické zobrazovací metody 

často využívají aktivovatelné sondy, jejichž signál se zesiluje v přítomnosti biomarkeru, nebo 

v důsledku specifických molekulárních událostí. Tento jev je zásadní pro OFF-ON nebo ON-

OFF systémy používané v různých experimentálních nebo i diagnostických aplikacích.95-97 

Největší výhoda těchto fluorescenčních systémů je potom měření poměru signálů98,99, kdy 

při jedné excitační vlnové délce jsou dosažena dvě emisní maxima, nebo dvě excitační vlnové 

délky mají jeden emisní vrchol. Takové systémy překonávají některé nevýhody jednoduchých 

intenziometrických systémů, především tedy falešnou odezvu způsobenou kolísáním místní 

koncentrace sondy, rozptylem světla matricí vzorku, nebo mikroprostředím sondy. Tyto sondy 

najdou i uplatnění v oboru teranostiky, která kombinuje terapeutické a diagnostické techniky 

do jediného integrovaného přístupu.100 

Glutathion (γ-glutamyl-cysteinyl-glycin) je nízkomolekulární cystein obsahující thiol, jde 

o nejčastěji vyskytující se thiol v buňkách, kde má klíčovou roli jako buněčný antioxidant. 

Glutathion se vyskytuje ve své redukované (GSH) nebo oxidované formě a poměr GSH k jeho 

oxidované formě je důležitým indikátorem buněčného redoxního stavu, určujícího antioxidační 

kapacitu buněk.101 Změny syntézy, metabolismu a homeostázy GSH jsou spojeny s mnoha 

nemocemi: nedostatek GSH může vést například k progresi Parkinsonovy choroby, imunitním 

dysfunkcím, onemocnění jater a cystické fibróze102, zatímco zvýšené hladiny GSH se nacházejí 

u mnoha typů rakoviny, a mohou ovlivnit rezistenci na radiační terapii nebo chemoterapii.103 

Hladina GSH u některých nádorů (0,5 –10 mM) je 10násobná ve srovnání s normálními 

buňkami104, čehož lze využít jako intracelulárních stimulů pro uvolnění aktivní látky z DDS 

nebo teranostik, které ve struktuře obsahují disulfidový linker. Přes to, že několik teranostik 

obsahujících motiv disulfidu, bylo v posledních letech zavedeno pro monitorování uvolňování 

aktivní látky pomocí fluorescence105-108, jen několik jich umožňovalo sledování poměrů 
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signálů.109,110 Tyto zavedené ratiometrické systémy s OFF-ON efektem reagují na přítomnost 

GSH a jsou založeny na principu jedné excitace a dvou emisích při různých podmínkách. Jejich 

nevýhodou je využití FRET přenosu mezi kampotecinem (léčivo) a fluorescenčním barvivem. 

Takový systém tedy postrádá obecnou aplikaci pro léčiva bez ohledu na jejich fluorescenční 

vlastnosti. 

Jeden z nejúčinnějších přístupů, jak selektivně cílit léčivo do vybraných buněk, je založen 

na interakci konjugátu léku a ligandu, se schopností cílit na specifický membránový 

receptor.111-113 Jako možný receptor, potom může sloužit heterodimerní transmembránový 

receptor integrin αvβ3
114, který je vysoce exprimován v aktivovaných endoteliálních buňkách, 

ale chybí v klidových endoteliálních buňkách, což činí tento receptor vhodným cílem 

pro antiangiogenní terapii.115 Kromě toho byla nadměrná exprese integrinu αvβ3 popsána 

v nádorových buňkách karcinomu tlustého střeva116, slinivky břišní117, prsu118 a plic119, 

u melanomů120 a mozkových tumorů.121 Integriny αvβ3 reagují s peptidovým motivem RGD 

(arginin-glycin-asparagin) zejména v jeho cycklické formě (cRGD), což vede k aktivní 

internalizaci RGD/cRGD (zobrazeno na obrázku 19).115 Cyklické RGD peptidy konjugované 

s chemoterapeutickými léčivy, jako je doxorubicin122, kamptotecin123 a paklitaxel124 ukázaly, že 

dosahují zlepšených terapeutických účinků in vitro stejně jako in vivo ve srovnání 

s odpovídajícími volnými léky. Konjugát s cilengitidem a cRGD byl testován v klinické studii 

zaměřené na terapii glioblastomu.125  

Specifická odezva DDS v přítomnosti vybraného biomarkeru, způsobujícího následné 

uvolnění léčiva, umožňuje využití konjugátů jako možných teranostik.126 Význam těchto 

konjugátů pro terapii je dobře popsán v několika publikovaných přehledových článcích.127-129 

Jak již bylo zmíněno výše, přestože se vizualizace běžně provádí pomocí fluorescence, tato 

technika obvykle závisí na intenziometrické nebo poměrové odezvě fluorescence z léků, jako 

je kamptotecin108 nebo doxorubicin.110 V této práci testované a diskutované konjugáty obsahují 

univerzální a jednoduché fluorescenční barvivo aminoBODIPY, které umožňuje sledování 

vstupu konjugátu do buňky a poté uvolňování léčiva. Jako modelová léčiva byly vybrány 

deriváty 2-fenyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolinonu (3HQ), známé pro svou protinádorovou 

aktivitu.130 
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Obrázek 19: Integrin αvβ3 reagující s RGD peptidem, který nese konjugát DDS. 
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4.2. Materiál a metody 

Pro testování jsme použili buněčnou linii HeLa odvozenou od karcinomu děložního čípku 

a zakoupenou z ATCC. Buněčná linie byla udržována v TPP 75 cm2 tkáňových kultivačních 

lahvích a kultivována v Eaglově minimálním kultivačním médiu s 10% fetálním telecím sérem, 

za standartních kultivačních podmínek při 37 °C a 5% CO2. Buněčné suspenze byly připraveny 

podle instrukcí ATCC pro subkultivaci. Všechny testované látky byly rozpuštěny v 100% 

roztoku DMSO, skladovány byly v monitorovaných podmínkách chemické knihovny ÚMTM 

a byl u nich proveden MTS test cytotoxicity. 

Seznam použitých chemikálií a roztoků: 

Glutathion, redukovaná forma (GSH) (kat. č. G4251-10G, SIGMA ALDRICH) 

Glutathion etyl ester (GSHOEt) (kat. č. G1404-100MG, SIGMA ALDRICH) 

Hoechst 33342 (kat. č. H21492, INVITROGEN) 

N-ethylmaleimid (NEM) (kat. č. 04259-25G, SIGMA ALDRICH) 

Postup práce při mikroskopii živých buněk ošetřených 3HQ-aminoBODIPY konjugáty 17–19 

Buňky HeLa (3000 buněk v objemu 30 µl v jamce) byly nasazeny do 384jamkové destičky 

CellCarrier (PerkinElmer, USA) a byly inkubovány po dobu 24 hodin při 37 °C a 5% CO2 

pro adherenci buněk. Buňky byly před samotným ošetřením látkami preinkubovány s 20 mM 

GSH po dobu 2 hodin, přičemž posledních 20 minut byla jádra nabarvena fluorescenčním 

barvivem Hoechst v koncentraci 1,62 µM. Dále byly obarvené buňky opláchnuty čerstvým 

médiem a ošetřeny testovanými látkami v koncentraci 10 µM pomocí Echo®550 liquid handler 

(Labcyte, USA) po dobu 2 min a opláchnuty znovu čerstvým médiem. Zobrazování živých 

buněk bylo provedeno pomocí konfokálního mikroskopu Cell Voyager CV7000 (Yokogawa, 

Japonsko) při 37 °C v atmosféře 5% CO2. Všechny mikroskopické snímky byly pořízeny 

za využití objektivu 40× s vodní imerzí a následně zpracovány, včetně odečtení pozadí a 

dekonvoluce pomocí softwaru Image J. Kvantifikace intenzity fluorescence byla provedena 

v programu Columbus (PerkinElmer), intenzita byla počítána jako medián fluorescenčního 

signálu v jamce dvou technických opakování počítaných v celkem 40 mikroskopických polích 

neupravených snímků pro jednu variantu experimentu. 
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Postup práce při mikroskopii živých buněk ošetřených 3HQ-aminoBODIPY konjugáty 20–21 

Buňky HeLa (10 000 buněk v objemu 100 µl v jamce) byly nasazeny do 96jamkové destičky 

CellCarrier (PerkinElmer, USA) a byly inkubovány po dobu 24 hodin při 37 °C a 5% CO2 

pro adherenci buněk. V první skupině byly buňky, před samotným ošetřením látkami, 

preinkubovány s 1 mM NEM po dobu 30 min, poté opláchnuty čerstvým médiem a inkubovány 

s testovanými sloučeninami (50 µM) po dobu 1 hod a znovu propláchnuty čerstvým médiem. 

Druhá skupina buněk byla pouze inkubována s testovanými látkami (50 µM) po dobu 1 hodiny 

a opláchnuta čerstvým médiem. Třetí skupina buněk byla inkubována s testovanými látkami 

(50 µM) po dobu 1 hodiny a poté opláchnuta čerstvým médiem s 20 mM GSHOEt. Zobrazování 

živých buněk bylo provedeno pomocí mikroskopu Cell Voyager CV7000 (Yokogawa, 

Japonsko) při 37 °C v atmosféře 5% CO2. Živé buňky byly mikroskopovány objektivem 60× 

s vodní imerzí v čase 0 a 2 h. Snímky byly pořízeny po excitaci laserem při 488 nm a následné 

emisi BP 515/30 a BP 595/20. Všechny snímky byly následně zpracovány, včetně odečtení 

pozadí a dekonvoluce pomocí softwaru Image J. Kvantifikace intenzity fluorescence byla 

provedena v programu Columbus (PerkinElmer) jako medián intenzity v jamce dvou 

technických opakování počítaných v celkem 40 mikroskopických polích neupravených snímků 

na variantu experimentu. 

Postup práce při intracelulárním štěpení konjugátu 20 glutathionem a sledování jeho 

fluorescence 

Buňky HeLa (10 000 buněk v objemu 100 µl v jamce) byly nasazeny do 96jamkové destičky 

CellCarrier (PerkinElmer, USA) a byly inkubovány pro adherenci buněk po dobu 24 hodin 

při 37 °C a 5% CO2. V první skupině byly buňky, před samotným ošetřením látkami, 

preinkubovány s 1 mM NEM po dobu 30 min, poté opláchnuty čerstvým médiem a inkubovány 

s testovanými sloučeninami (50 µM) po dobu 1 hod a znovu propláchnuty čerstvým médiem. 

Druhá skupina buněk byla pouze inkubována s testovanými látkami (50 µM) po dobu 1 hod a 

opláchnuta čerstvým médiem. Třetí skupina buněk byla inkubována s testovanými látkami 

(50 µM) po dobu 1 hod a poté opláchnuta čerstvým médiem s 20 mM GSHOEt. Intenzita 

fluorescence byla měřena pomocí EnSpire spektrofotometru (PerkinElmer, USA) se dvěma 
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odečty pro každý časový bod a každou variantu experimentu, nejdříve excitace při 480 nm a 

emise při 530 nm a poté excitace při 510 nm a emise při 530 nm. 

Postup práce při kompetitivním vazebném testu s volným cRGD 

Buňky HeLa (10 000 buněk v objemu 100 µl v jamce) byly nasazeny do 96jamkové destičky 

CellCarrier (PerkinElmer, USA) a byly inkubovány pro adherenci buněk po dobu 24 hodin 

při 37 °C a 5% CO2. Buňky byly preinkubovány s volným cRGD peptidem v koncentraci 10–

100 μM po dobu 30 min před ošetřením testovanými látkami. Poté bylo odpipetováno médium 

a buňky byly ošetřeny testovanými látkami (10 μM) po dobu 10 minut. Buňky byly dále 

promyty čerstvým médiem a intenzita emise fluorescence byla měřena pomocí EnSpire 

spektrofotometru (PerkinElmer, USA) s nastavením excitace při 480 nm a emise při 530 nm. 
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4.3. Výsledky 

Deriváty 3HQ konjugované s aminoBODIPY – výsledky publikované v Porubský a kol. 2019 

(Příloha 4) a Porubský a kol. 2021 (Příloha 5). 

Ke studiu možnosti sledování uvolňování léčiva byly použity sloučeniny 17–19 ze skupiny 

derivátů 3HQ. Struktura těchto modelových konjugátů a mechanismus uvolňování aktivní látky 

je uveden na obrázku 20. Uvolňování aktivní látky uvnitř buněk lze teoreticky sledovat pomocí 

OFF-ON efektu fluorescenční mikroskopií. Toto bylo ověřeno na buněčné linii HeLa, kdy bylo 

sledováno uvolňování aktivní látky při přirozené hladině GSH a také při preinkubaci buněk 

s 20 mM GSH. Detekována byla fluorescence aminoBODIPY barviva v zeleném kanálu 

v časovém intervalu 5–120 minut. Mikroskopické snímky jsou uvedeny na obrázku 21. 

Kvantifikace detekovaných fluorescenčních intenzit je uvedena na obrázku 22.  

Dále bylo testováno uvolňování léčiva z modelových konjugátů 20–21. Konjugát 20 má 

ve své struktuře obsaženou aktivní látku 3HQ, cRGD peptid odpovědný za specifickou vazbu 

na integriny a aminoBODIPY, které slouží k monitorování štěpení. Konjugát 21 se skládal 

z aktivní látky 3HQ, aminoBODIPY barviva, které lze detekovat samostatně, nebo slouží jako 

FRET dárce a červeného BODIPY, které funguje jako FRET akceptor. Struktura těchto 

modelových konjugátů a mechanismus uvolňování aktivní látky je uveden na obrázku 23. Oba 

konjugáty byly testovány na buněčné linii HeLa pro uvolňování aktivní látky, a tudíž detekci 

fluorescenčního signálu. Fluorescenční mikroskopií byla detekována míra intenzity 

fluorescence pro samotné konjugáty a varianty v kombinaci s NEM a GSHoEt. Mikroskopické 

snímky a kvantifikace detekovaných fluorescenčních intenzit pro konjugát 20 jsou uvedeny 

na obrázku 24 a pro konjugát 21 na obrázku 26. Uvolňování aktivní látky uvnitř buněk lze 

teoreticky také sledovat pomocí OFF-ON efektu, což jsme otestovali monitorováním v reálném 

čase pomocí fluorescenčního spektrofotometru. Data naměřená pro konjugát 20 jsou uvedena 

na obrázku 25A. Dále byl proveden kompetitivní vazebný test s volným cRGD peptidem, 

pro ověření vlivu této části struktury konjugátu 20 na vstup do buňky, výsledky jsou zobrazeny 

na obrázku 25B pro čas 0 a 2 hod a koncentraci volného cRGD 10–100 μM. 
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Obrázek 20: Molekulární struktury konjugátů 3HQ-BODIPY 17–19 a mechanismus 

uvolnění aktivní látky z konjugátů po působení glutathionu.  
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Obrázek 21: Buněčná linie HeLa ošetřená testovanými konjugáty 17–19. Buňky byly 

ošetřeny 10 µM látkami po dobu 2 min a poté opláchnuty čerstvým médiem. Případná 

preinkubace s GSH (20 mM, 2 h) je uvedena u každého panelu, kde - značí bez preinkubace a 

+ značí s preinkubací. Jádra byla nabarvena fluorescenčním barvivem Hoechst. 

Zobrazení objektivem 40× (měřítko 50 µm), modrý kanál = Ex 405 nm, Em BP 445/45 nm, 

zelený kanál = Ex 488 nm, Em BP 515/30 nm. 
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Obrázek 22: A-C – Kvantifikace intenzit fluorescence mikroskopických snímků 

testovaných konjugátů 17–19 lokalizovaných v buněčné linii HeLa. Kvantifikace byla 

provedena ze snímků na obrázku 20. D – Poměr intenzity fluorescence testovaných konjugátů 

17–19 detekované v preinkubovaných buňkách s GSH vůči intenzitě fluorescence detekované 

v buňkách s jejich přirozenou hladinou GSH. Poměr byl vypočítán v čase 2 h, pro 3 biologická 

opakování. 
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Obrázek 23: A – Molekulární struktury konjugátů 3HQ-BODIPY 20–21. 

B – Mechanismus uvolnění aktivní látky z konjugátu 20 po působení glutathionu. 

C – Mechanismus uvolnění aktivní látky z konjugátu 21 po působení glutathionu. 
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Obrázek 24: Buněčná linie HeLa ošetřená testovaným konjugátem 20.▼ 
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▲A – Buňky byly preinkubovány s NEM (1 mM, 30 min) a poté ošetřeny 50 µM 

koncentrací látky po dobu 1 hod a poté opláchnuty čerstvým médiem. B – Buňky byly ošetřeny 

50 µM koncentrací látky po dobu 1 hod a poté opláchnuty čerstvým médiem. C – Buňky byly 

ošetřeny 50 µM koncentrací látky po dobu 1 hod a poté opláchnuty čerstvým médiem s 20 mM 

GSHoEt. Zobrazení objektivem 60× (měřítko 50 µm), zelený kanál = Ex 488 nm, Em BP 

515/30 nm. D – Kvantifikace intenzity fluorescence byla provedena pro celkem 3 biologické 

replikáty, v čase 0 a 2 h pro dané varianty experimentu. 

 

Obrázek 25: A – Poměr intenzit fluorescencí detekovaných při Ex= 480 nm, Em= 530 nm 

a Ex= 510 nm, Em= 530 nm pro konjugát 20 detekovaný v buněčné linii HeLa (černá, modrá a 

zelená křivka) a případně v samotném médiu (červená křivka). B – Kompetitivní vazebný test 

s cRGD. Buňky HeLa byly preinkubovány s volným cRGD peptidem (0–100 μM, 30 min) poté 

byly ošetřeny konjugátem 20 (10 μM, 10 min). Buňky byly dále promyty čerstvým médiem a 

byla změřena intenzita fluorescence při Ex= 480 nm a Em= 530 nm. Oba experimenty byly 

provedeny ve třech biologických replikátech.  
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Obrázek 26: Buněčná linie HeLa ošetřená testovaným konjugátem 21.▼ 
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▲A – Buňky byly preinkubovány s NEM (1 mM, 30 min) a poté ošetřeny 50 µM 

koncentrací látky po dobu 1 hod a poté opláchnuty čerstvým médiem. B – Buňky byly ošetřeny 

50 µM látkami po dobu 1 hod a poté opláchnuty čerstvým médiem. C – Buňky byly ošetřeny 

50 µM koncentrací látky po dobu 1 hod a poté opláchnuty čerstvým médiem s 20 mM GSHoEt. 

Zobrazení objektivem 60× (měřítko 50 µm), zelený kanál = Ex 488 nm, Em BP 515/30 nm, 

červený kanál = Ex 488 nm, Em BP 595/200 nm. D – Kvantifikace intenzity fluorescence byla 

provedena pro celkem 3 biologické replikáty, v čase 0 a 2 h a pro dané varianty experimentu. 
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4.4. Diskuze 

Tato část práce sleduje buněčnou lokalizaci a poté uvolňování aktivní látky z celkem pěti 

konjugátů 3HQ-aminoBODIPY. Tento systém zahrnuje „sebedestrukční“ disulfidový linker 

spojující aktivní látku určenou k uvolnění a fluorescenční barvivo. Design je inspirován 

předchozí studií Jain a kol. 2013.131 Disulfidová vazba působí jako spínač, spouští tedy 

uvolňování léčiva a aminoBODIPY v přítomnosti thiolů, zejména GSH. Konjugáty 17–21 

(struktury na obrázcích 20 a 23) byly charakterizovány z hlediska excitačních maxim, intenzity 

emise a kvantových výběžků. Byl ověřen OFF-ON efekt v několika roztocích a vliv polarity 

rozpouštědla na tento efekt. Schopnost disulfidového linkeru uvolňovat jak aminoBODIPY, tak 

i modelové léčivo v přítomnosti GSH, byla potvrzena pomocí LC/MS. Data mapující tuto 

charakterizaci nejsou součástí této práce, ale byla publikována v Porubský a kol. 2019 

(Příloha 4) a Porubský a kol. 2021 (Příloha 5). 

Uvolňování léčiva uvnitř buněk bylo monitorováno pomocí OFF-ON efektu za pomocí 

fluorescenční mikroskopie. Pro ověření toho principu byly buňky HeLa lokalizovány barvením 

jader barvivem Hoechst a poté ošetřeny konjugáty 17–19. Snímky z fluorescenční mikroskopie 

živých buněk jsou na obrázku 21. Detekce fluorescence v zeleném kanálu v důsledku 

uvolňování aminoBODIPY a odpovídající aktivní látky, byla pozorována časově závislým 

způsobem. Všechny testované konjugáty se po krátké inkubaci (10 µM, 10 min) nacházely 

v cytoplazmatickém prostoru (mimo jádro), přičemž charakter barvení byl difúzní, s často 

detekovanými agregáty. Nejlepších výsledků dosahoval konjugát 17, jehož fluorescence 

detekovaná v čase 5 min a při nativních podmínkách byla minimální, zatím co rostla v čase a 

také narůstala při zvýšení hladiny GSH, což lze pozorovat na obrázcích 21 a 22A. Konjugát 18 

vykazoval změnu intenzity fluorescence s rostoucím časem inkubace, nicméně rozdíl 

mezi štěpením v nativních podmínkách a po zvýšení hladiny GSH byl nízký, což je zřejmé 

na obrázcích 21 a 22B. Poslední testovaný konjugát 19 vykazoval měřitelnou změnu intenzity 

fluorescence, nicméně byl detekován nulový rozdíl mezi štěpením konjugátu v nativních 

podmínkách a při zvýšení hladiny GSH., jak je možné pozorovat na obrázcích 21 a 22C. 

Z kvantifikované intenzity fluorescence byl vypočítán také poměr intenzity detekované 

pro štěpení konjugátu při zvýšené hladině GSH k intenzitě detekované při nativní koncentraci 

GSH, což je uvedeno na obrázku 22D. Vypočítaný poměr potvrzuje předešlé tvrzení, že pouze 

konjugát 17 vykazuje násobný rozdíl fluorescence v čase 2 hodiny. Z tohoto pohledu se tedy 

jeví linker, který je ve struktuře konjugátu 17 a obsahuje amino skupinu ve štěpitelném místě 
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jako lépe účinný než linkery obsahující hydroxyskupinu (konjugát 18) nebo thiolovou skupinu 

(konjugát 19). 

V dalších experimentech byl ověřen koncept dvou konjugátů se schopností detekce štěpení 

v reálném čase pomocí měřitelné fluorescence aminoBODIPY. Konjugát 20 obsahuje ve své 

struktuře c(RGDfK) motiv pro specifické cílení na integrinové receptory αvβ3. Konjugát 21 má 

ve své sktruktuře „redBODIPY“ pro monitorování štěpení konjugátu prostřednictvím FRET. 

Systém umožňuje poměrovou odezvu založenou na měření intenzity emise při dvou různých 

vlnových délkách excitace (konjugát 20) nebo intenzit dvou vlnových délek emise po jedné 

excitaci (konjugát 21). Struktury obou konjugátů jsou zobrazeny na obrázku 23. Buněčná linie 

HeLa byla ošetřena oběma konjugáty za tří různých podmínkách. Nejprve byly buňky HeLa 

preinkubovány s NEM pro inhibici celkové thiolové aktivity, dále byly buňky bez předchozí 

inkubace ošetřeny oběma konjugáty. Poslední varianta experimentu byla, kdy po ošetření 

konjugáty byla v buňkách HeLa zvýšena hladina glutathionu pomocí GSHoEt. Snímky 

z fluorescenční mikroskopie živých buněk pro konjugát 20 jsou na obrázku 22 a pro konjugát 

21 na obrázku 26. Bohužel, konjugát 21 nevykazoval žádnou míru FRET fluorescence 

detekovanou fluorescenční mikroskopií, a proto nebyl dále experimentálně testován. Lokalizace 

konjugátu 20 se lišila v závislosti na čase a variantě experimentu. V čase 5 minut byly 

pozorovány agregáty soustředěné kolem oblasti jádra a s pozdějším časem se distribuce změnila 

na více difúzní profil se síťovitým vzorem barvení. 

Získané snímky HeLa buněk preinkubovaných s NEM ukazují, že náš modelový konjugát 

20 emituje fluorescenční signál v zeleném kanálu na začátku experimentu a po 2 hodinách s 

nezměněnou intenzitou (obrázek 24A a D). Tento fakt odpovídá předpokladu, že NEM vyčerpá 

aktivní thioly v buňkách, takže konjugát 20 není štěpen, a jsou pozorovány žádné nebo 

zanedbatelné změny intenzity fluorescence. Dále byla pozorována pozměněná distribuce 

konjugátu 20 uvnitř buněk ošetřených NEM. Pravděpodobně lze toto chování vysvětlit 

skutečností, že SH skupiny hrají klíčovou roli v regulaci propustnosti transmembránových pórů, 

navíc NEM je membránové permeabilní alkylační činidlo a jeho vazba na cysteinové zbytky 

může ovlivnit póry v membránách. Bylo publikováno, že vysoké koncentrace NEM (0,5–

1,0 mM) vyvolávají otevření pórů v membránách.132,133 

Buňky HeLa bez předchozí úpravy NEM inkubované s konjugátem 20 ukázaly zvýšení 

fluorescence po 2 hodinách (obrázek 24B, D), protože konjugát byl štěpen nativním GSH 

na aminoBODIPY uvolněné spolu s aktivní látkou. Navíc intenzita emisí byla výrazně zesílená, 

když byly buňky ošetřeny GSHOEt (obrázek 24C, D), což vedlo k uvolňění významně většího 
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množství aminoBODIPY, stejně jako aktivní látky. Uvolňování léčiva tak může být snadno 

detekované OFF-ON efektem, což bylo potvrzeno experimenty s monitorováním štěpení 

v reálném čase pomocí fluorescenční spektrofotometrie (obrázek 25A). Dále bylo potvrzeno, 

že konjugát 20 s c(RGDfK) ve struktuře proniká do buněk prostřednictvím interakce 

s integrinovými receptory. Toto bylo prokázáno při kompetitivním vazebném testu s volným 

cRGD peptidem (obrázek 25B). Detekce snížené fluorescence při preinkubaci s vyššími 

koncentracemi cRGD peptidu naznačovaly, že vazebná místa na integrinu αvβ3 byly obsazeny 

volnými cRGD. Toto v podstatě vede ke snížení buněčného příjmu konjugátu 20. Preinkubace 

s 100 µM cRGD vedla ke snížení buněčného příjmu konjugátu 20 o 53 %.  

Ve všech pěti testovaných konjugátech byly použity deriváty 3HQ jako modelové 

protinádorové léčivo, ale tyto deriváty vykazují špatnou rozpustnost ve vodě a často způsobují 

toxicitu i normálním zdravým buňkám.134,135 Obecně, tyto nově vyvinuté konjugáty by mohly 

zlepšit fyzikálně-chemické vlastnosti, selektivitu vůči nádorovým buňkám a farmakologické 

vlastnosti problematických látek. Zavedení aminoBODIPY, jako fluoroforu pro reportérové 

systémy sloužící k monitorování uvolňování léčiv při reakci na přítomnost zvýšené koncentrace 

thiolů, by mohlo vést k vytvoření teranostik vhodných pro studium v oboru personalizované 

medicíny.136 Tento přístup by mohlo být dále vylepšen použitím specifických motivů pro cílení 

na konkrétní proteiny, jako je námi publikovaný systém cRGD a receptor pro integrin.   
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5. Prokázání proveditelnosti vysokokapacitní fenotypové testovací 

metody založené na mikroskopii fázového kontrastu a analýze dat pomocí 

konvoluční neurální sítě 

5.1. Úvod 

 Jak již bylo zmíněno na začátku této práce, jedním z přístupů, jak identifikovat molekulární 

cíle biologicky aktivních látek je fenotypové testování. Vyhodnocení tohoto přístupu probíhá 

na principu pozorovatelných a měřitelných změnách fenotypu nebo buněčného chování. 

Fenotypové testování často začíná výběrem vhodného buněčného modelu a testovacího 

systému. Většinou jsou potom buňky vystaveny knihovně malých molekul, přírodních produktů 

nebo jiných aktivních látek. Dochází k pozorování a měření změn jejich fenotypu, včetně změny 

buněčné morfologie, růstu, expresních paternů, nebo přítomnosti specifických markerů. 

Takovými markery jsou myšleny zejména agregáty, faktory dokazující buněčný stres nebo 

doprovázející buněčnou smrt. Látka, která vyvolá požadované anebo zajímavé změny je 

považována za tzv. „hit“. Hity jsou potom dále validovány, až vedou k selekci kandidátní 

molekuly.137 

 

 Obrázek 27: Příklady možných schémat fenotypového testování. 
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 Velkými výhodami oproti běžným přístupům jsou pokrytí komplexních biologických dějů, 

objevení nových cílů (včetně kompletních buněčných drah) a identifikace poly-

farmakologických látek. Na rozdíl od testovacích metod založených na cílení vybraného a dobře 

definovaného molekulárního cíle („targed-based screening“) dochází k posouzení celkového 

vlivu látek na buněčné funkce, morfologii a chování. V tomto nastavení jsou možné různé typy 

testování, a to od knihoven malých molekul, přes protilátky po siRNA a CISPR/dCas9 

knihovny. Velikost takových testů se může také značně lišit, mohou být zapojeny HTS 

platformy nebo se uplatňuje výběr vstupní knihovny založený na hypotézách.138 

Při zapojení HTS platformy sledujeme/detekujeme účinek velkého souboru potencionálních 

sloučenin (knihoven) a testy probíhají v miniaturizovaných podmínkách a automatických 

módech. Cílem je otestovat knihovny za co nejkratší možný čas. Nejrychlejším a nejméně 

invazivním způsobem hodnocení stavu buněk je automatická mikroskopie. Celý proces může 

být robotizován a produkovat obrovské množství mikroskopických obrazů buněk ovlivněných 

konkrétními látkami v různých časových bodech. Stávající metody jsou obvykle založeny 

na fluorescenční mikroskopii, která poskytuje velmi přehledné snímky (zejména buněčných 

jader), které lze snadno segmentovat a vyhodnocovat automaticky pomocí relativně 

jednoduchých metod.139 

Nejrozšířenější fenotypovou HTS metodou je „Cell Painting“ vyvinutý výzkumnou 

skupinou Anne Carpenter v roce 2016. Tato metoda zahrnuje barvení buněk kombinací 

fluorescenčních barviv pro zachycení detailních informací o různých buněčných strukturách a 

procesech. Takový multiparametrický přístup poskytuje holistický pohled na morfologii a 

funkci buňky. Po ošetření buněk látkami, následuje jejich fixování a obarvení. V originálním 

znění dochází k obarvení jádra a jadérka, cytoskeletu, endoplazmatického retikula, Golgiho 

aparátu, mitochondrií a plazmatické membrány, toto ale může být upraveno podle konkrétních 

požadavků na testování. Na získaných snímcích se provádí výpočetní analýza, aby se 

extrahovala kvantitativní data o mnoha buněčných rysech. Výstupem je sestavení pomyslných 

otisků prstů testovaných látek, tedy jejich profilů, které se dále porovnávají s profily získanými 

testováním standardů nebo látek s požadovanými vlastnostmi.24 

Nevýhodami této metody může být náročnost standardizace, tedy zajištění 

reprodukovatelnosti jak v barvení, tak v následném snímkování. Navíc použití barviv zvyšuje 

náklady a dobu zpracování a současně lze použít pouze omezenou kombinaci barviv.140 Jako 

alternativu k fluorescenční mikroskopii můžeme použít mikroskopii digitálního fázového 

kontrastu (digital phase contrast, DPC), která nepoškozuje buňky a snímky můžeme získat 
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mnohem snadněji a rychleji. Analýza těchto obrazů je však více náročná na segmentaci a další 

analýzu kvůli složitosti vzhledu buněk a častému výskytu artefaktů. Proto se při ní uplatní 

rozvoj strojového učení a umělé inteligence (artificial intelligence, AI).141 

Klasické přístupy obvykle začínají segmentací jednotlivých buněk a hodnocení zejména 

tvarových znaků, které popisují buněčnou morfologii, tedy součást buněčného fenotypu. 

Poslední krok zahrnuje strojové učení pro klasifikaci založenou na funkcích nebo shlukování. 

Takové procesy lze implementovat pomocí otevřeného softwaru, jako je například 

ImageJ/Fiji142, Icy143, CellProfiler144 a EBImage.145 Později se objevily metody hlubokého 

učení, které kombinují funkce extrakce a klasifikace pro jednobuněčnou analýzu.146 Tyto 

metody jsou obvykle založeny na dobře známých architekturách neuronových sítí 

z počítačového vidění pro segmentaci obrazu, například U-Net147 a klasifikaci, například 

ResNet.148  

Konvoluční neuronové sítě (CNN nebo ConvNets) jsou třídou hlubokých neuronových sítí, 

které jsou zvláště účinné v oblastech, jako je počítačové vidění a zpracování obrazu.149 Byly 

úspěšné například v úkolech rozpoznávání obrazu, detekce objektů a generování obrazu.150 

CNN využívají konvoluční vrstvy k automatickému učení prostorových vzorců ze vstupních 

dat. Tyto vrstvy aplikují konvoluční operace s malými váhovými filtry na vstupní data, což 

umožňuje zachytit relevantní vzory. Sdružovací vrstvy se následně používají k zmenšení 

prostorových rozměrů vstupních dat. Po konvolučních a sdružovacích vrstvách následují plně 

propojené vrstvy, které spojují neurony mezi sebou a jsou běžné v klasifikačních nebo 

regresních úlohách. Před přenosem na plně propojené vrstvy jsou výsledky konvolučních vrstev 

zploštěny do vektoru. Tento vektor slouží jako vstup do plně propojených vrstev. Pro dodání 

nelinearity do sítě jsou použity nelineární aktivační funkce. To umožňuje modelu flexibilněji se 

přizpůsobit složitým vztahům v datech. Architektury CNN se mohou lišit v počtu vrstev, 

velikosti filtrů, hloubce sítě a dalších komponentách, jako jsou normalizační vrstvy a 

přeskoková připojení.151  

CNN jsou často trénovány na velkých souborech dat a lze je použít jako extraktory funkcí 

při přenosu učení. To zahrnuje použití předem trénovaného modelu CNN pro jiný úkol a jeho 

jemné doladění na menší datové sadě specifické pro cílový úkol.152 CNN prokázaly 

pozoruhodný úspěch v různých úkolech souvisejících s obrazem a staly se základním kamenem 

v oblasti hlubokého učení, zejména v aplikacích počítačového vidění.153-156 
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U-Net je speciální typ CNN, navržený pro sémantickou segmentaci v oblasti počítačového 

vidění. Cílem sémantické segmentace je zařadit každý pixel v obrázku do určité třídy. Tuto 

architekturu představili Ronneberger a kol. v roce 2015147, a od té doby se hojně využívá 

v lékařských analýzách obrazu a dalších segmentačních úlohách. Klíčovým prvkem U-Netu je 

jeho písmeno U, které symbolizuje strukturu sestávající ze dvou hlavních částí: stahovací cesty 

(kodér) a expanzivní cesty (dekodér). Kodér zmenšuje prostorové rozměry vstupního obrazu a 

extrahuje hierarchické prvky pomocí konvolučních a sdružovacích vrstev. V dolní části U je 

vrstva úzkého hrdla, která uchovává klíčové informace. Dekodér potom obnovuje prostorové 

rozlišení a zpřesňuje výsledky segmentace. U-Net obsahuje přeskoková spojení, která propojují 

vrstvy kodéru přímo s odpovídajícími vrstvami dekodéru. Tato spojení pomáhají udržet detaily 

a prostorové informace během procesu převzorkování a minimalizují ztrátu informací. Finální 

vrstva používá konvoluční vrstvu s aktivační funkcí softmax pro vytvoření segmentační masky, 

přiřazující každému pixelu pravděpodobnost, že patří do určité třídy. U-Net se osvědčil 

především v úlohách segmentace lékařských obrázků, kde je klíčové přesné vymezení struktur 

nebo abnormalit. Jeho architektura umožňuje přesné lokalizace a segmentace objektů 

na snímcích, což ho činí populární volbou nejen v lékařském zobrazování, ale i v dalších 

oblastech počítačového vidění.157 

 

 Obrázek 28: Obecná architektura neuronové sítě U-Net. Adaptováno Ronneberger a 

kol. 2015.147 
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ResNet, což znamená Residual Network (reziduální síť), je populární architektura CNN 

publikovaná He a kol. v roce 2016.148 Tato architektura byla vyvinuta k překonání problémů 

s trénováním velmi hlubokých sítí, které se často potýkají s mizejícími gradienty a degradací 

výkonu. Klíčovým prvkem ResNetu jsou zbytkové bloky obsahující zkratková spojení, která 

obcházejí jednu nebo více vrstev sítě. Tato přeskoková spojení umožňují gradientům snáze 

protékat sítí během tréninku, což řeší problém mizejícího gradientu. Díky zbytkovým blokům 

může síť efektivně trénovat velmi hluboké modely, které vedlo k úspěšnému využití ResNetu 

v různých úlohách počítačového vidění, včetně klasifikace obrazu, detekce objektů a 

segmentace. Základní stavební kámen ResNetu, zbytkový blok, umožňuje síti učit se reziduum, 

tj. rozdíl mezi vstupem a požadovaným výstupem. Architektury ResNet mohou být velmi 

hluboké, aniž by trpěly mizejícím gradientem. V hlubších verzích ResNetu se používá 

architektura úzkého hrdla, která snižuje výpočetní náklady při zachování reprezentativní 

kapacity. Modely ResNet obvykle využívají globální průměrné sdružování na konci, což 

pomáhá snížit počet parametrů a zvyšuje odolnost modelu vůči různým vstupním variantám. 

ResNet měl značný vliv na oblast hlubokého učení a inspiroval vývoj dalších pokročilých 

architektur. Jeho přístup zbytkového učení se stal základním konceptem při návrhu hlubokých 

neuronových sítí.158 

 

 Obrázek 29: Architektura neuronové sítě ResNet s 18 vrstvami. Adaptováno z Atik a 

kol. 2021.159 
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5.2. Materiál a metody 

Pro vytvoření datasetů byla použita buněčná linie U2OS odvozená od osteosarkomu a 

zakoupená z ATCC. Dále byla použita verze této linie s transdukovaným fluorescenčním 

fúzním proteinem mCherry-NLS (U2OS-Nuc), popis její přípravy je shrnut v kapitole 3.2. 

Buněčné linie byly udržovány v TPP 75 cm2 tkáňových kultivačních lahvích a v McCoyově 5a 

kultivačním médiu s 10% fetálním telecím sérem, za standartních kultivačních podmínek 

při 37 °C a 5% CO2. Buněčné suspenze byly připraveny podle instrukcí ATCC pro subkultivaci 

buněčných linií. Testované látky jsou součástí LOPAC ®1280 knihovny (kat. č. LO3300-1KT, 

SIGMA ALDRICH), byly rozpuštěny v 100% roztoku DMSO a byl u nich proveden test 

cytotoxicity (MTS test). Skladovány byly v monitorovaných podmínkách chemické knihovny 

ÚMTM. 

Postup práce při vytváření datasetu s jednotnou koncentrací látky 

Buňky U2OS-Nuc (1500 buněk v objemu 30 µl v jamce) byly nasazeny den před ošetřením 

do 384jamkové destičky CellCarrier (PerkinElmer, USA) a inkubovány při 37 °C a 5% CO2 

pro stabilizaci. Buňky byly ošetřeny třemi různými inhibitory topoizomerázy: topotekanem, 

daunorubicinem a etoposidem v koncentraci 0,5 μM. Ošetřené a kontrolní buňky byly 

zobrazeny po inkubaci 24 a 72 hodin s látkami. Zobrazování živých buněk bylo provedeno 

pomocí Cell Voyager CV7000 (Yokogawa, Japonsko) při 37 °C v atmosféře 5% CO2. Snímky 

byly pořízeny s objektivem 20× po excitaci laserem při 561 nm a následné emisi BP 595/20. 

Fluorescenční snímky byly pořizovány paralelně s digitálním fázovým kontrastem (lampa a 

BP 525/50). Z dataset byl vytvořen ze dvou biologických opakování a byly z něj vyloučeny 

snímky s méně než třemi buňkami.  

Postup práce při analýze obrazu pomocí programu Columbus 

Fluorescenční snímky byly vyhodnoceny v programu Columbus (PerkinElmer), kde jsou 

připravené bloky analýzy obrazu, které lze dále upravit uživatelem. Po nahrání dat do programu 

byla provedena segmentace obrazu, na základě fluorescenčního signálu z fúzního proteinu 

mCherry, lokalizovaného v jádrech buněk. K segementaci slouží blok – find cells, který vybere 

populaci objektů na snímku. Objektem se v našem případě myslí buňky, ale je možné provést 

analýzu i jiných částí. V dalším bloku došlo ke kalkulaci intenzity fluorescence, standartní 

metodou, kdy se počítá medián intenzity v jamce. Dále byl do analýzy zahrnut blok výpočtu 

morfologických vlastností (metodou STAR), umožňující vypočet velikosti buněk. Dále se 
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zapojil blok výpočtu vlastností textury SER metodou. V této metodě, dochází k vytvoření 

filtrovaných obrazů pro každou podčást analýzy (zobrazeno na obrázku 30), z filtrovaných 

obrazů potom byly vypočítány vlastnosti SER, tedy Spot, Edge, Ridge (toto jsou pouze základní 

prvky SER metody). Poté se pomocí pluginu PhenoLOGIC program naučil, na základě 

manuální selekce několika živých a mrtvých buněk, rozeznat tyto populace a provedl se výpočet 

jejich % zastoupení.  

 

Obrázek 30: Filtrované obrazy vzniklé při SER analýze obrazu v programu Columbus. 

Postup práce při vytváření datasetu po ošetření buněk látkami v koncentraci odpovídající IC50 

 Buňky U2OS (1500 buněk v objemu 30 µl v jamce) byly nasazeny den před ošetřením 

do 384jamkové destičky CellCarrier (PerkinElmer, USA) a inkubovány při 37 °C a 5% CO2 

pro stabilizaci. Buňky byly ošetřeny třemi různými inhibitory topoizomerázy v koncentracích 

jejich naměřených IC50: topotekanem (1,24 μM), daunorubicinem (5,88 μM) a etoposidem 

(0,18 μM). Ošetřené a kontrolní buňky byly zobrazeny po inkubaci 24 a 72 hodin s látkami. 

Zobrazování živých buněk bylo provedeno pomocí Cell Voyager CV8000 (Yokogawa, 

Japonsko) při 37 °C v atmosféře 5% CO2. Živé buňky byly monitorovány s objektivem 20× 

s vodní imerzí. Snímky byly pořízeny digitálním fázovým kontrastem (lampa a BP 525/50). 

Z datasetů byly vyloučeny snímky s méně než třemi buňkami.   
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5.3. Výsledky 

Fenotypové testování založené na DPC mikroskopii a analýze dat AI – data publikovaná 

v Baručić a kol. 2022 (Příloha 6) a doplňující data. 

Tři inhibitory topoizomerázy (etoposid, topotekan a daunorubicin) byly studovány 

na buněčných liniích U2OS-Nuc a U2OS. Tímto bylo experimentálně ověřeno, zda lze 

z mikroskopických snímků určit mechanismus účinku látek, případně jejich buněčné cíle. Proto 

byly vytvořeny dva datasety, obsahující jak snímky linie U2OS-Nuc ošetřené jednotnou 

koncentrací inhibitorů topoizomerázy zobrazené v časech 24 a 72 hodin inkubace technikou 

fluorescenční mikroskopie a DPC (set číslo 1) a také, snímky linie U2OS ošetřené koncentrací 

IC50 jednotlivých inhibitorů topoizomerázy zobrazené v časech 24 a 72 hodin inkubace pouze 

mikroskopickou technikou DPC (set číslo 2).  

V této práci byla provedena analýza datasetu číslo 1, kdy po neúspěšné segmentaci obrazu 

(zobrazeno na obrázku 31) u DPC snímků, byly dále analyzovány pouze fluorescenční obrazy. 

Byla provedena analýza intenzity fluorescence (obrázek 32A), morfologická analýza (obrázek 

32B), analýza počtu buněk a zastoupení mrtvých buněk (obrázek 32C), dále byla vypočítána 

proliferace buněk – jako podíl počtu buněk v čase inkubace 72 hodin k počtu v čase inkubace 

24 hodin (obrázek 32D). Na toto bylo navázáno analýzou textury obrazu pomocí SER metody 

(obrázek 33), která byla uplatněna pouze v čase 24 hodin, kvůli velmi malému počtu buněk 

v pozdějším čase inkubace.  

Dataset 1 byl také analyzován ResNet18 neuronovou sítí, kdy byly klasifikovány jak 

fluorescenční, tak DPC snímky. Provedení klasifikace není součástí této práce, ale interpretace 

a diskuze výsledků byla provedena v rámci této práce. Výstupem klasifikace jsou tabulky 1 a 

2 a také obrázek 33. 

 Dále byl vytvořen dataset 2, kde byly získány pouze snímky buněk technikou DPC. 

Příklady jednotlivých obrazů buněk ošetřených inhibitory topoizomerázje uveden 

na obrázku 34. Tento dataset byl také analyzován ResNet18 neuronovou sítí, kdy provedení 

klasifikace není součástí práce, ale interpretace a diskuze výsledků ano. Výstupem klasifikace 

je tabulka 3.  
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Obrázek 31: A – Fluorescenční snímky (červený kanál) v překryvu se snímky DPC. B – 

Segementace obrazu (označení oblasti jader) u fluorescenčních snímků pomocí softwaru 

Columbus. C – Segmentace obrazu u DPC snímků provedená v programu Columbus. 

 

Obrázek 32: Analýza fluorescenčních snímků buněk U2OS-Nuc ošetřených inhibitory 

topoizomerázy v programu Columbus. A – Kvantifikace intenzity fluorescence u jednotlivých 

variant experimentu. B – Vypočítaná velikost buněk u jednotlivých variant experimentu. C – 

Počet buněk a % vyjádření mrtvých buněk v čase 72 hodin inkubace u jednotlivých variant 

experimentu. D – Stanovená proliferace buněk pro jednotlivé varianty experimentu, vypočítáno 

jako poměr počtu buněk v čase 72 hod k počtu buněk v čase 24 hod. 



 

69 
 

 

Obrázek 33: Analýza fluorescenčních snímků buněk U2OS-Nuc ošetřených inhibitory 

topoizomerázy (24 hod inkubace) v programu Columbus – analýza textury SER metodou.  

Tabulka 1: Klasifikace aplikací AI metody na fluorescenční snímky buněk U2OS-Nuc 

ošetřených inhibitory topoizomeráz v koncentraci 0,5 µM. A – klasifikace 5 tříd s průměrnou 

přesností 65 %. B – snížení počtu tříd na 3, spojením nejednoznačných párů tříd. Toto vedlo 

k 99% přesnosti klasifikace správné třídy. *provedení klasifikace nebylo součástí této práce. 

A – klasifikace 5 tříd B – klasifikace 3 tříd 

Pravá 

Třída 

Predikce 

Pravá 

Třída 

Predikce 

BezO DMSO Etop Topo Dauno BezO 

+DMSO 

Etop Topo 

+Dauno 

BezO 51 0 0 1 0 BezO 

+DMSO 
87 0 2 

DMSO 32 4 0 0 1 

Etop 0 0 33 0 0 Etop 0 33 0 

Topo 0 0 0 21 19 Topo 

+Dauno 
0 0 68 

Dauno 0 0 0 14 14 

Přesnost 

(%) 

61,4 100 100 58,3 61,4 Přesnost 

(%) 

100 100 97,0 

Citlivost 

(%) 

98,1 10,8 100 52,5 98,1 Citlivost 

(%) 

98,0 100 100 
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Tabulka 2: Klasifikace aplikací AI metody na DPC snímky buněk U2OS ošetřených 

inhibitory topoizomerázy v koncentraci 0,5 µM. A – klasifikace 5 tříd s průměrnou přesností 

70 %. B – snížení počtu tříd na 3, spojením nejednoznačných párů tříd. Toto vedlo k 98% 

přesnosti klasifikace správné třídy. *provedení klasifikace nebylo součástí této práce. 

A – klasifikace 5 tříd B – klasifikace 3 tříd 

Pravá 

Třída 

Predikce 

Pravá 

Třída 

Predikce 

BezO DMSO Etop Topo Dauno BezO 

+DMSO 

Etop Topo 

+Dauno 

BezO 59 1 0 0 0 BezO 

+DMSO 
92 0 1 

DMSO 28 4 0 1 0 

Etop 1 0 31 1 0 Etop 1 31 1 

Topo 0 0 0 16 15 Topo 

+Dauno 
0 0 66 

Dauno 0 0 0 10 25 

Přesnost 

(%) 

67,0 80,0 100 57,1 62,5 Přesnost 

(%) 

98,9 100 97,1 

Citlivost 

(%) 

98,3 12,1 93,9 51,6 71,4 Citlivost 

(%) 

98,9 93,9 100 
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Obrázek 33: Zobrazení jednotlivých tříd látek, případně kontrol, klasifikovaných AI 

metodou v 2D prostoru. *provedení zobrazení klasifikace nebylo součástí této práce. 

 

 

Obrázek 34: Buňěčná linie U2OS ošetřená inhibitory topoizomeráz v koncentraci 

odpovídající IC50. Zobrazení objektivem 20× s vodní imerzí (měřítko 100 µm) a DPC metodou.  
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Tabulka 3: Klasifikace aplikací AI metody na DPC snímky buněk U2OS ošetřených 

inhibitory topoizomeráz v koncentraci IC50. A – klasifikace 5 tříd s průměrnou přesností 

87,5 %. B – snížení počtu tříd na 4, spojením nejednoznačných párů tříd. Toto vedlo k 97,7% 

přesnosti klasifikace správné třídy. *provedení klasifikace nebylo součástí této práce. 

A – klasifikace 5 tříd B – klasifikace 3 tříd  

Pravá 

Třída 

Predikce 

Pravá 

Třída 

Predikce  

BezO DMSO Etop Topo Dauno BezO 

+DMSO 

Etop Topo 

 

Dauno 

BezO 12 6 0 0 0 BezO 

+DMSO 

52 0 0 0 

DMSO 12 22 0 1 0 

Etop 0 1 37 1 0 Etop 1 37 1 0 

Topo 0 0 0 44 1 Topo 0 0 44 1 

Dauno 0 0 1 0 39 Dauno 0 1 0 39 

Přesnost 

(%) 

50 75,9 97,4 97,8 97,5 Přesnost 

(%) 

98,1 97,4 97,8 97,5 

Citlivost 

(%) 

66,7 64,7 94,9 97,8 97,5 Citlivost 

(%) 

100 94,9 97,8 97,5 
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5.4. Diskuze 

V této části práce byly vytvořeny, analyzovány a dále diskutovány datasety pro studii 

průkazu proveditelnosti fenotypové testovací metody založené na DPC mikroskopii a analýze 

obrazu umělou inteligencí. Cílem studie bylo identifikovat mechanismus účinku látek 

mikroskopickou metodou bez potřeby dalšího barvení preparátu, což je nezbytné při použití 

techniky „cell painting assay“.  

Nejprve byla provedena analýza datasetu 1 komerčně dostupným programem Columbus. 

Tímto programem nebylo možné provést základní segmentaci obrazu na snímcích pořízených 

DPC technologii (obrázek 31C), proto byly dále využity jen fluorescenční snímky. 

Na obrázcích 32 a 33 můžeme vidět výpočet intenzity fluorescence, analýzu morfologie a 

textury SER metodou. Z těchto analýz a výpočtů je patrné, že s časem se prohluboval účinek 

použitých inhibitorů topoizomerázy. Toto bylo ukázáno nízkým počtem buněk v čase inkubace 

72 hodin a vysokým % mrtvých buněk ve stejném čase (obrázek 32C), dále velmi nízkým 

poměrem znásobení populace buněk (obrázek 32D), ale také i vyšší intenzitou fluorescence 

ošetřených buněk (obrázek 32A) a změnou jejich buněčné velikosti (obrázek 32B). Nejprve, 

v čase 24 hodin inkubace s látkami, byly ošetřené buňky větší než kontroly, v pozdějším čase 

byl ale viditelný propad u buněk ošetřených etoposidem a naopak ještě zvýšená velikost buněk 

ošetřených topotekanem a daunorubicinem. Obecně můžeme říci, že buňky ošetřené inhibitory 

se lišily od kontrolních buněk, a navíc etoposid vykazoval unikátní profil oproti ostatním dvěma 

použitým látkám. Toto bylo viditelné i na kalkulaci výskytu spotů (SER-Spot) a SER-Edge 

profilu. 

Při uplatnění analýzy tohoto datasetu pomocí umělé inteligence, přesněji použitím 

konvoluční neuronové sítě ResNet18, byla provedena klasifikace inhibitorů topoizomerázy 

na základě jejich účinku na buněčnou linii U2OS. Použitá CNN byla trénovaná end-to-end 

přímo na vstupních datech bez nutnosti manuální segmentace nebo jakýchkoliv dalších 

pomocných dat. Hlavním výsledkem byla vícetřídní klasifikační metoda pro DPC snímky. 

Nicméně klasifikace byla aplikována i na fluorescenční snímky, výsledek je uveden v tabulce 

1. Nejednoznačné páry (topotekan-daunorubicin a DMSO-bez ošetření) byly často 

zaměňovány, což vedlo k průměrné přesnosti klasifikace, pouze 65 %. Proto jsou také uvedeny 

výsledky, kdy byly tyto dvojice posuzovány společně (tabulka 1B), výsledkem pak byla téměř 

dokonalá klasifikace s průměrnou přesností 99 %. Podobných výsledků bylo dosaženo i pro 

DPC snímky, jak shrnuje tabulka 2. Klasifikace 5 tříd vedla k průměrné přesnosti metody 70 % 
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a při snížení počtu třid spojením nejednoznačných párů (tabulka 2B) byla dosažena průměrná 

přesnost 98 %. Tímto experimentem jsme prokázali, že DPC snímky jsou pro klasifikaci tříd 

látek na základě různého mechanismu účinku stejně dobré, jako snímky pořízené fluorescenční 

mikroskopií. Navíc, pokud zobrazíme v 2D prostoru funkce extrahované z naší CNN 

pro analýzu obrazových dat, jsme schopni vidět klastrování látek, které odpovídá datům jak 

z analýzy v programu Columbus, tak samotnou CNN. Na obrázku 33 můžeme vidět tři shluky 

látek, přičemž nejednoznačné třídy patří do stejných shluků.  

Dále jsme se rozhodli ověřit, zda jsme schopni zcela klasifikovat 5 tříd látek, pokud buňky 

U2OS ošetříme biologicky aktivní koncentrací, tedy jejich naměřenou hodnotou IC50. Proto 

jsme zopakovali experiment vícetřídní klasifikace na DPC snímcích z datasetu 2. Již pouhým 

okem je viditelné, že paterny jednotlivých obrazů se liší v závislosti na použitém inhibitoru a 

času inkubace, příklad je zobrazen na obrázku 34. Samotné výsledky klasifikace se výrazně 

zlepšily ze 70 % na 87,5 % v případě 5 tříd (uvedeno v tabulce 3A). V tomto případě bylo 

možné rozlišit dříve nejednoznačný pár topotekan-daunorubicin. Spojením třídy DMSO a 

snímků buněk bez ošetření, které jsou skutečně nejednoznačné páry, vedlo k téměř dokonalé 

přesnosti klasifikace 98 % pro problém 4 tříd (tabulka 3B), stejně jako jsme dříve pozorovali 

u klasifikace 3 tříd (tabulka 2B).  

Námi využívané mikroskopické snímky získané DPC technikou jsou rychleji a snadněji 

získatelné než fluorescenční snímky a podporují zobrazování živých buněk. Naše metoda 

dokáže rozlišit testovaná cytotoxická léčiva s přesností 98 %, za předpokladu, že se liší jejich 

mechanismus účinku. Výsledky jsou přesnější, když se použijí koncentrace biologicky 

relevantní pro testovanou látku. Dále jsme ukázali, že 2D vizualizace sdílených funkcí 

klasifikace odhaluje shluky, které dobře odpovídají zadaným třídám látek, což znamená možné 

použití naší metodologie pro vývoj a výzkum léčiv, kdy by se mohla uplatnit při identifikaci 

mechanismu účinků látek. Naše metoda může zlepšit rychlost a přesnost testování, což 

potenciálně vede ke zlepšení účinnosti procesu objevování léků, a tím i k lepším klinickým 

výsledkům v dlouhodobém horizontu. Hlavním omezením naší studie je relativně malá velikost 

souboru dat – plánujeme jej rozšířit na mnohem větší soubor dat s více aktivními látkami, 

různými mechanismy účinku a možná i více typy buněčných linií a dalšími matoucími faktory, 

které by měly zlepšit robustnost klasifikace. 
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6. Závěr 

Součástí práce byly získány a publikovány důležité poznatky o biologické aktivitě derivátů 

kyseliny betulinové s BODIPY. Tyto výsledky nejenže přispívají k porozumění chemie a 

biologie derivátů kyseliny betulinové, ale také zdůrazňují potenciál těchto látek pro následný 

vývoj léčiv. Důkladná charakterizace biologické aktivity a mechanismů účinku těchto 

konjugátů představuje důležitý krok směrem k aplikaci triterpenů v léčbě onemocnění. 

Konjugáty 11 a 16 s BODIPY emitující modrou fluorescencí, které vykazují lokalizaci 

v konkrétních částech buňky, mohou proto sloužit jako základ pro vývoj léčiv s cíleným 

působením na mitochondrie, endoplazmatické retikulum nebo jiné organely. 

Dále byly získány a publikovány výsledky studie konjugátů s disulfidovým linkerem, které 

umožňují uvolňování aktivní látky v přítomnosti thiolů, a mohou být využity pro cílené 

uvolňování léčiv v konkrétních buňkách nebo mikroprostředí s vysokým obsahem thiolů. 

Konjugát 20, který prokázal specifické cílení na integrinové receptory, může být perspektivní 

pro vývoj teranostik zaměřených na buňky s vyšším výskytem těchto receptorů, což je typické 

například pro nádorové buňky.160 

V neposlední řadě byly získány a publikovány výsledky studie zaměřené na ověření 

proveditelnosti fenotypové testovací metody s využitím DPC mikroskopie a analýzy obrazu 

pomocí umělé inteligence. Klasifikace inhibitorů topoizomerázy pomocí hlubokého učení může 

být aplikována ve vývoji nových látek s léčebným potenciálem. Metodika použitá v této části 

práce může být implementována a rozvíjena v dalších studiích k posouzení účinků různých látek 

na buněčné struktury s vysokou přesností. 

Závěřem, tato práce přináší příklady využití mikroskopických metod k lokalizaci nebo 

identifikaci buněčných cílů a mechanismu účinku biologicky aktivních látek. Mikroskopie patří 

mezi velmi vyhledávanou techniku ve vývoji nových léčiv4,13,161-163, především ve spojení 

s vysokopropustným testováním164-166 a stále častěji i umělou inteligencí.167-169 Výsledky této 

práce mají tedy potenciál v několika vědeckých oblastech, především v biomedicínském 

výzkumu a vývoji léčiv a personalizované medicíně. Toto bylo také prokázáno jejich 

publikováním v časopisech spadajících do kategorie QD-Q2 dle hodnocení Journal Citation 

Reports™ vedeného Web of Science. 
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7. Summary 

As part of this research, significant findings regarding the biological activity of betulinic 

acid derivatives with BODIPY have been obtained and published. These results contribute to 

the understanding of the chemistry and biology of betulinic acid derivatives, emphasizing the 

potential of these substances for subsequent drug development. The comprehensive 

characterization of the biological activity and mechanisms of action of these conjugates 

represents a crucial step toward applying triterpenes in disease treatment. Notably, the blue-

fluorescent BODIPY conjugates 11 and 16, which exhibit localization in specific cellular 

compartments, may serve as a foundation for developing drugs targeting mitochondria, 

endoplasmic reticulum, or other organelles. 

Additionally, the study's results on conjugates featuring a disulfide linker have been 

obtained and published. These conjugates facilitate the release of the active substance in the 

presence of thiols, providing a means for targeted drug release in specific cells or 

microenvironments with a high thiol content. Notably, conjugate 20, which exhibited specific 

integrin-targeting receptors, holds promise for the development of theranostics aimed at cells 

with a higher abundance of these receptors, a characteristic often observed in tumor cells.160 

Lastly, the results of the proof-of-concept study on the phenotypic screening method, 

conducted using DPC microscopy and image analysis through artificial intelligence, have been 

obtained and published. The application of deep learning for the classification of topoisomerase 

inhibitors can be pivotal in the development of new agents with therapeutic potential. The 

methodology employed in this section of the work can be extrapolated to other research studies, 

offering a high-accuracy assessment of the effects of various substances on cellular structures. 

In conclusion, this work exemplifies the application of microscopic methods for the 

localization and identification of cellular targets associated with biologically active substances. 

Microscopy stands out as a highly sought-after technique in of new drug development4,13,161-163, 

particularly in combination with high-throughput screening164-166 and, increasingly, artificial 

intelligence.167-169 Consequently, the findings from this work have significant potential across 

various scientific fields, especially in biomedical research, drug development, and personalized 

medicine. This potential was further demonstrated by the publication of these results in journals 

categorized as QD-Q2 according to the Journal Citation Reports™ ranking maintained by Web 

of Science. 
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8. Seznam zkratek 

3HQ 2-fenyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolinon 

ABPP acitivity-based profiling, profilování proteinů na základě aktivity 

AI artificial intelligence, umělá inteligence 

ATCC american tissue culture colection, americká sbírka tkáňových kultur 

BA betulinová kyselina 

BODIPY dipyrromethenbordifluorid 

BT beviritmat 

CNN convolutational neural networks, konvoluční neuronové sítě 

cRGD cyklická forma RGD peptidu 

DDS drug delivery system, transportní lékový systém 

DPC digital phase contrast, digitální fázový kontrast 

ER endoplazmatické retikulum 

F.I. intenzita fluorescence 

FRET Forster resonance energy transfer, Forsterův rezonanční přenos energie 

GA Golgiho aparát 

GSH glutathion, redukovaná forma 

GSHOEt ethylester glutathionu 

HCA high-content analysis, vysokokapacitní analýza 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinetansulfonová kyselina 

HTS high-throughput screening, vysokopropustné testování 

MDR1 multi-drug resistance transporter protein 1 

NADH nikotinamidadenindinukleotid 

NEM N-ethylmaleimid 

NF-kB nukleární faktor kappa B 
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NMR nukleární magnetická rezonance 

PBS phosphate buffered saline, fosfátový pufr 

RFUs relativní jednotky fluorescence 

ResNet residual network, reziduální síť 

RGD peptid peptid složený ze sekvence argininu, glycinu a asparaginu 

SDS sodium dodecyl sulfát 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfát–polyakrylamidová gelová elektroforéza 

SER spot, edge, ridge metoda 

TCA trichloroctová kyselina 

THF tetrahydrofuran 
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