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ANOTACE

Cilem ptedlozené diplomové prace byl vybér a optimalizace ekonomicky nenaro¢nych
biochemickych testti pro citlivou detekci oxidativniho stresu zptisobeného nanocasticemi
ZnO. Teoreticka ¢ast prace se zabyva vyuzitim a moznou toxicitou nanocastic ZnO. Dale jsou
Vv ni rozebrany mechanismy indukce oxidativniho stresu a nejbéznéjsi zpusoby jeho detekce.
Pozornost je vénovana piedevsim biochemickym testim, které jsou pouzitelné pro pudni
bezobratlé. Experimentalni ¢ast prace se déli na dvé dulezité podkapitoly, jimiz jsou
optimalizace vybranych biochemickych metod (protein, celkovy glutation, malondialdehyd)
pro pouziti na roupicich Enchytraeus crypticus a testy toxicity rozpustného ZnCl, a nanocastic
Zn0O dispergovanych v agarovém médiu, pii kterych je navrzeny zoptimalizovany postup

prakticky vyzkousen.
KLICOVA SLOVA
Oxidativni stres, malondialdehyd, glutation, Enchytraeus crypticus, nanocastice

TITLE

Biomarkers of oxidative stress applicable within evaluating ecotoxicity tests of nanoparticles
on annelid Enchytraeus crypticus

ANNOTATION

The aims of this diploma thesis were to select and optimize low cost biochemical methods
for a sensitive detection of oxidative stress caused by ZnO nanoparticles. The theoretical part
deals with the application and potential toxicity of ZnO nanoparticles. Furthermore,
mechanisms of oxidative stress induction and the most common options of detection are
discussed. The main focus is given on biochemical tests that are applicable to soil
invertebrates. The experimental part consists of two important subchapters that are
an optimization of selected biochemical methods (protein, total glutathione, malondialdehyde)
for usage onsoil worm Enchytraeus crypticus and toxicity tests soluble ZnCl, and ZnO

nanoparticles dispersed in agar medium where the optimized procedures are practically tested.
KEYWORDS

Oxidative stress, malondialdehyde, glutathion, Enchytraus crypticus, nanoparticles
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UvVoD

Primyslové vyrabéné nanocastice se postupem casu stavaji béznou soucasti Zzivotniho
prostiedi. Je proto dilezité¢ vytvofit vhodné ekotoxikologické testy, které by napomohly
pochopit mechanismus pusobeni jednotlivych nanocéstic. Pfi standardizovani expozi¢niho
média a postupu jednotlivych stanoveni by bylo snazsi porovnavat vysledky jednotlivych
studii, coz by znacn¢é urychlilo proces pochopeni piisobeni jednotlivych nanocastic na zivé

organismy.

Hlavnim cilem této diplomové prace byl vybér a optimalizace biochemickych testi
pro stanoveni miry oxidativniho stresu na modelovém organismu roupici Enchytraeus (E.)
crypticus. V teoretické ¢asti prace jsou popsany zpusoby technického vyuziti nanocéastic oxidu
zine¢natého (nZnO) a potencialni mechanismy jejich toxického u¢inku. Dale jsou zde
zminény postupy testovani toxicity nanocastic ZnO a metody Stanoveni miry oxidativniho
stresu. Pozornost je vénovana predev§im tém postupiim, které jsou pouzitelné pro pudni
bezobratlé a jsou ekonomicky nenarocné. Je zde zdlvodnén vybér testovaciho média i vybér

konkrétnich biomarkera pro praktickou ¢ast.

V praktické ¢asti je popsana ptiprava chovného i testovaciho agaru, postup vybéru jedinct
protest a jejich homogenizace pro biochemickou analyzu. Stanovovany byly dva
biochemické markery, a to celkovy glutation (TG) a lipidni peroxidace (LPO). K témto
biomarkerim bylo nutné stanovit zaroven hodnotu celkového proteinu. VSechna tato
stanoveni byla stanoveni spektrofotometrickd. Vysledna hodnota jednotlivych biomarkert

byla udavana jako nmol latky na mg proteinu ve vzorku.

K optimalizaci stanoveni byly pouzity vzorky roupic z chovu. Upravou postupu doslo
ke zkvalitnéni homogenizace vzorku, pfi Gpravé kalibra¢niho rozmezi deklarovaného kitem

byla stanovena mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ).

Po optimalizaci postupt stanoveni vybranych biomarkert oxidativniho stresu a celkového
proteinu byly tyto postupy pouzity pro vyhodnocovani realnych vzorkid z testii ekotoxicity
ZnCl; a nZnO. V téchto testech byly roupice exponovany 0,1; 0,5; 1,0 a 5,0 mg Zn/kg ZnCl,
a 3 a 30 mg Zn/kg nZnO dispergovanym V agar6zovém gelu. Kromé TG a LPO byla v piipadé
obou latek hodnocena i zména viability. Viabilita roupic i zména hladin biomarkerti byla
sledovana v zavislosti na zvySujici se koncentraci ZnCl;, ¢i nZnO. U ZnCl, byla tato zména

posuzovana i pii prodlouzeni ¢asu expozice ze 4 na 7 dni.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Vnitini redoxni systém organismu
Funkéni redoxni systém bunck je dulezity pro udrzeni celkové homeostdzy organismu.
Zékladem tohoto redoxniho systému je redoxni reakce, pti které jedna latka elektron ztraci
ajina latka elektron pfijima. Latka, kterd pii tomto procesu elektron ztraci je oxidovéana
anazyva se redukcni ¢inidlo, latka tento elektron piijimajici je timto procesem redukovana
a nazyva se ¢inidlo oxida¢ni. Chemicky mezi oxidac¢ni ¢inidla fadime veskeré latky, které jsou

schopné ptijmout elektron a tim se sami redukovat (Kohen and Nyska, 2002).

Za fyziologickych podminek bunka udrzuje redoxni rovnovahu prostiednictvim generovani
a eliminace kyslikatych ¢i dusikatych radikalt. Radikaly jsou takové Castice, které obsahuji
jeden ¢i vice neparovych elektront. Disledkem pfitomnosti tohoto neparového elektronu

je jejich vysoka nestabilita a reaktivita.

Ke vzniku radikala v organismu dochazi v ramci mnoha fyziologickych pochodu, jako jsou
napf. mitochondridlni respirace ¢i zanétlivé reakce. Dal$im zdrojem téchto Castic jsou také
procesy Vv mikrozomech a peroxisomech, pii kterych vznikda ptedev§im H,0,. Zdrojem
reaktivnich ~ forem  kysliku (ROS) jsou i membranové vazané enzymy
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NAD(P)H) oxidaza, cytochrom c oxidaza a Xxantin
oxidaza. K produkci ROS muze vést i pfitomnost volnych redoxné aktivnich kovi jako jsou
zelezo ¢i méd’ (Trachootham et al., 2007, Chaitanya et al., 2016, Kohen and Nyska, 2002).
V pribéhu zanétlivé reakce vznikaji ROS pfi oxidativnim vzplanuti makrofagi (monocyt
a neutrofilt)). Makrofagy se vyznamné podileji na likvidaci nebezpeénych patogend (Manke et
al., 2013). Udrzeni homeostazy je zajistovano prostfednictvim eliminace ROS pomoci
slozitych antioxidaénich mechanismta (Trachootham et al., 2007, Chaitanya et al., 2016,
Kohen and Nyska, 2002).

Mezi fyziologicky se vyskytujici ROS fadime predevsim radikal superoxidovy (Oz)
a hydroxylovy (OH-). Dale je do této skupiny zahrnovan i peroxid vodiku (H20,), ktery svou
podstatou radikalem neni, avsak je velmi reaktivni. Mezi reaktivni formy dusiku (RNS) patti
oxid dusny (NO-) a peroxynitrit (ONOO) (Trachootham et al., 2007).

Jako majoritni zdroj endogennich ROS se uvadi proces redukce molekularniho kysliku
pii mitochondridlni respiraci. Pfi tomto procesu je téméi vSechen molekuldrni kyslik

redukovan na H,O za vzniku adenosintrifosfatu (ATP) (Manke et al., 2013). Urcita ¢ast
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kysliku ovSem podléha netaplné redukci, ¢imz vznika radikal O, . Tento radikal se enzymem
superoxid dismutazou (SOD) preménuje na H,O, a Oy, coz mlze iniciovat vznik dalSich
kyslikovych radikéalti. V pfitomnosti redukovaného pifechodného kovu muize byt Hy0»

pfeménén na vysoce reaktivni radikal OH- (Trachootham et al., 2007).

1.2 Vnéjsi vlivy a oxidativni stres organismu
Vznik ROS ¢i RNS muze byt kromé vnitinich procesti indukovan i vlivy vnéjsimi. Mezi
exogenni pfiiny, vyvoldvajici vznik radikal, patii toxické latky ¢i ultrafialové zareni
(Manke et al., 2013). V dasledku pisobeni téchto vlivii miize dochazet k nadmérné produkci
ROS, coz vede Kknerovnovaze fyziologického redoxniho stavu bufiky. Antioxida¢ni
mechanismy nestihaji vychytavat radikaly a napravovat poskozeni jimi zpusobené. Takto
vznikld nerovnovaha mezi produkci ROS a RNS a antioxida¢ni obranou organismu se nazyva

oxidativni stres (Trachootham et al., 2007, Chaitanya et al., 2016).

Vlivem oxidativniho stresu postupné dochazi k mnoha patologickym procestim, jak na trovni
bunécné, tak na Urovni organismu. Na Urovni bunééné je to napiiklad poSkozovani
genetického materidlu a bunéénych funkei. Dochazi k oxidativhim zméndm proteind, které
vedou k vytvofeni proteinovych radikald a iniciaci lipidni peroxidace. VSechny tyto procesy
mohou vyustit aZ v bunéénou smrt. Na urovni organismu sledujeme vznik zanétli, fibrozy

tkani ¢i indukeci karcinogeneze (Fu et al., 2014).

Dtlezité je zminit, ze radikdly se svou schopnosti poSkozovat buiiku prostiednictvim
oxidativnich procest lisi, a to na zéklad¢ své reaktivity a polocasu Zivota. Jejich toxicita vSak
nemusi byt vzdy pfimo umérna jejich reaktivité. V mnoha pifipadech mize byt castice
S delSim poloCasem Zivota vice toxickd nezlatka s vyS$i reaktivitou. Tato skuteCnost
je zptisobena dostatecnym casem pro difuzi, béhem které se latka dostane i do vzdalenych

lokaci v buiice, kde miZe interagovat a pisobit oxidativni poSkozeni.

Napiiklad velmi reaktivni radikdl OH- ma velmi kratky polocas Zivota. To znamena,
ze pti svém vzniku v mitochondrii dokaZze oxidativné poSkozovat biomolekuly pouze
v mitochondrii, nedokaze se vSak dostat do jadra. Pokud se v danou chvili v okoli nenachazi

zadny vhodny biologicky cil, radikal oxidativni poSkozeni viibec nezpisobi.

Naopak v ptipadé Oy, ktery je reaktivni méné, ale ma delsi polocas Zivota nez OH-, ma tento
radikal dostatek ¢asu na to prostupovat skrz mitochondrialni membranu do mitochondridlniho

genomu a tam pusobit poSkozeni deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Stejné tomu je
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i v piipadé vzniku H,O, v mitochondrii, ze které se tato ¢astice dokaze dostat do cytoplasmy
¢i jadra (Kohen and Nyska, 2002).

1.2.1 Poskozeni DNA
ROS poskozuji bunééné makromolekuly jako jsou lipidy, proteiny a nukleonové kyseliny.
Poskozeni jaderné a mitochondridlni DNA je jednim z hlavnich mechanismu jejich ptisobeni.
ROS ¢i RNS zpusobuji zlomy a cross-linking DNA. Pokud je tvorba ROS vyvolana
pfitomnosti nanocastic, mize byt DNA poSkozena i samotnou interakci NPs s genetickym

materialem.

OH- je schopen zptsobovat zlomy jednofetézcové DNA za vzniku 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosin DNA produktu. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosin se bézné pouziva jako marker
oxidativniho poSkozeni DNA (Manke et al., 2013, Fu et al., 2014).

Oxidativni poSkozeni DNA je u lidi spojovano s rozvojem mutageneze, karcinogeneze
a snemoci spojovanymi se starnutim jako jsou amyotrofickd lateralni skler6za, artritida,
kardiovaskularni onemocnéni, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, diabetes
¢i rakovina (Fu et al., 2014).

1.2.2 Poskozeni proteini
Poskozeni proteintl je zptisobovano predevsim radikalem OH- a RNS. Radikaly H,O; a O,
poSkozeni proteinii nezpisobuji. Vyjimkou jsou proteiny obsahujici SH skupinu, takové

proteiny mohou byt oxidativné poskozeny kromé OH- a RNS i peroxidem vodiku.

Poskozeni proteini zahrnuje zejména jejich peroxidaci, zménu tercialni struktury, degradaci
¢i fragmentaci. Nasledkem oxidativniho poskozeni proteini dochazi ke snizeni enzymatické
aktivity, naruseni bunéénych funkci ¢i zméné typu a koncentrace bunéénych proteinti (Kohen
and Nyska, 2002). Aminokyselina tyrosin mize reakci s peroxynitritem ¢i oxidem dusiéitym
podléhat nitraci (Ho et al., 2013). Charakteristicky je také vznik karbonylovych derivata
(aldehydi a Kketontu), které vznikaji oxidativnim Sté€penim proteinovych skeletd. Tyto
derivaty mohou vznikat napfiklad oxidativni deaminaci lysinu ¢i glutamatu. Mimo to mohou
karbonylové derivaty vznikat také Michaelovou adici aldehydickych produktd peroxidace
lipidd, pti které se tyto produkty mohou vazat na zbytky aminokyselin lysinu, cysteinu

¢i histidinu.

DalSimi vyznamnymi produkty oxidativniho poSkozeni proteinit jsou takzvané konecné

produkty glykooxidace. Kone¢né produkty glykooxidace jsou heterogenni skupinou molekul
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vznikajicich neenzymatickou reakci redukovanych cukrii s proteiny, aminokyselinami lipida
¢i DNA molekulami. Vznikaji naptiklad reakci zbytkd lysinu ¢i argininu s karbohydraty.
Tento proces probihda bézn¢€ jako soucast fyziologického metabolismu, avSak béhem
hyperglykémie, hyperlipidémie ¢i pfi ptisobeni oxida¢niho stresu, je mnohonasobné

vyraznéjsi (Frijhoff et al., 2015).

1.2.3 Peroxidace lipidi
Lipidy jsou oxidovany tfemi rozdilnymi mechanismy: enzymaticky, neenzymaticky pomoci
volnych radikali a neenzymaticky bez pomoci volnych radikala. Vzniklé produkty poté
mohou dale reagovat a poSkozovat proteiny a bunéénou DNA (Niki et al., 2005, Marnett,
2002).

Pokud se budeme sousttedit pouze na oxidaci pomoci volnych radikali, radikaly reaguji
se zbytky polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA z anglického polyunsaturated fatty
acid) a reakce probiha ve tfech stupnich, které jsou zobrazeny nize. Mezi dilezité PUFA patii

ptedevsim linoleova a arachidonové kyselina.
Tti stupné reakce radikald s PUFA:

1. Iniciace — Pfitomnost dvojné vazby v PUFA oslabuje vazbu mezi sousednim uhlikem
a vodikem. Diky této skutednosti dokazi ROS H® z molekuly odejmout. Vznikla
molekula s jednim neparovym elektronem se pro zvyseni stability pfeskupi do formy
konjugovaného dienu.

2. Propagace — Nasleduje reakce s kyslikem, pfi které se formuje ROO- radikal. Tento
radikal je schopen odebrat H" sousedni PUFA molekule a zpsobit takto fetézovou
reakci. V tomto kroku se ROO- muze rozkladat za vzniku aldehydu a dalSich
produkti.

3. Terminace — Retdzova reakce je zastavena interakci dvou ROO- radikald &i reakci

ROOQ- radikalu s antioxidantem, napiiklad s tokoferolem (Kohen and Nyska, 2002).

Béhem této fetézové reakce muze vzniknout mnoho riznych, elektrofilng reaktivnich,
produktti jako jsou naptiklad epoxidy a aldehydy (Marnett, 2002, Sigma-Aldrich, MAKO085).
Za pritomnosti pfechodného kovu vznika zlipidovych hydroxyperoxidi lipidovy
peroxiradikal (LOO-) ¢i alkoxyradikal (LO-). Postupnou cyklizaci ¢i degradaci téchto
lipidovych radikalt vznikaji aldehydy. V zavislosti na PUFA podstupujici peroxidaci vznikaji
rizné produkty. Jsou jimi naptiklad trans-4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE), malondialdehyd
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(MDA) ¢i akrolein (Frijhoff et al., 2015). Peroxidaci kyseliny arachidonové vznikaji
isoprostany (Ho et al., 2013).

MDA patii k hlavnim biomarkerim pouzivanym pro ureni stupné peroxidace lipidi
ve tkanich. Je to molekula télu pfirozend, vznikd také jako meziprodukt pii biosyntéze
prostaglandinti. Ve vysoké koncentraci je to ale molekula mutagenni a karcinogenni a diky
svym elektrofilnim vlastnostem reaguje s nukleofily uvnitf buncék. MDA muze také
kondenzovat za vzniku MDA oligomert, které mohou byt taktéz mutagenni. S DNA reaguje
za vzniku produktl deoxyguanosinu, deoxyadenosinu a deoxycytidinu. Regula¢ni
mechanismus bunky tuto poruSenou DNA zpétné opravuje, avSak pokud je v zavislosti
na vngjsich podminkach zatéz lipidni peroxidaci vysoka, muze situace vést az k rozvoji
rakoviny, Alzheimerovy choroby, aterosklerozy, diabetu, ¢i dalSich chorob. Uvadi se,
ze MDA spolecné s dalSimi produkty LPO patii mezi hlavni endogenni pfic¢iny poskozovani

DNA v lidském téle (Marnett, 2002, Sigma-Aldrich, MAK085).

1.2.4 Antioxida¢ni mechanismy
Jako obranu proti oxidativnimu poSkozeni zplUsobenému nadmérnou produkci ROS maji
buiky vyvinuty antioxida¢ni mechanismy enzymatické 1 neenzymatické povahy. Tento
slozity komplex mechanismi byl pravdépodobné evoluéné vyvinut jako obrana proti ménici

se koncentraci vzdusného kysliku v atmosféie (Kohen and Nyska, 2002).

1.24.1  Enzymatické mechanismy
Mezi nejvyznamnéj$i enzymy, které jsou soucasti antioxida¢nich mechanismi, patii
predev§im NADPH dependentni flavoenzymy: superoxid dismutiaza (SOD), glutation
peroxidaza (GPx), a katalaza (CAT) (Trachootham et al., 2007). Mezi dal$i enzymy
antioxida¢niho aparatu se fadi také glutation-S-transferaza (GST), glutation reduktaza (GR),

systém thiredoxin/thioreduktaza a dalsi (Chaitanya et al., 2016, Bernard et al., 2015).

Enzym SOD se vyskytuje Vv cytosolu i mitochondriich a putsobi katalyticky pfi reakci

superoxidového radikalu za vzniku peroxid vodiku. Rovnice této reakce je znazornéna nize:

SOD
202+2H+ _)H202+02

Kone¢ny produkt reakce HyO, nasledné podléhd reakci za katalyzy enzymem kataldzou,
pti které se rozklada na kyslik a vodu. Tato reakce vsak probihd pouze za vysoké koncentrace

H,0,. Reakce je zobrazena zde:
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CAT
2 H202 — 2 Hzo + 02

Pii niz§i koncentraci H,O, je regulace jeho hladiny ovliviiovana predevS§im reakci
katalyzovanou enzymem glutation peroxidazou. Pii této reakci je donorem elektronu
nizkomolekularni latka glutation, ktery patii mezi antioxidanty (Kohen and Nyska, 2002).

Reakce je znazornéna zde:

GP
2 GSH + H,0, — GSSG + H,0

1.2.4.2  Antioxidanty
Neni znama zadna dostacujici enzymaticka obrana, kterd by mohla v bunikdch snizit hladinu
hydroxylového radikalu. Jedind obrana organismi proti tomuto radikalu jsou
nizkomolekularni latky zvané antioxidanty, které pusobi jako reduk¢ni ¢inidla (Trachootham
et al., 2007). Mezi takovéto latky fadime naptiklad glutation, prolin, a-tokoferol, karotenoidy
a flavonoidy (Bernard et al., 2015).

Velmi dilezitou molekulou ochranujici bunku je glutation. Jeho vysoka intracelularni
koncentrace (mmol/l) je velmi dulezitou soucasti antioxida¢ni ochrany. Glutation patii
spole¢né s tripeptidy (g-glutamylcysteinylglycin) k hlavnim volnym thiolim v zivych
bunikach. Hraje dulezitou roli v procesu redukce oxida¢niho stresu. Glutation se v burikach
nachazi prevazné v redukované formé (90-95 %). Redoxni reakci redukovaného glutationu
(GSH) s ROS dochazi ke vzniku oxidované formy glutation disulfidu (GSSG). ROS se timto
procesem redukuji na méné reaktivni formy. Tato redoxni reakce je reakce vratnd. Pomoci
GSSG reduktazy a za piitomnost NADPH muize dochazet k redukci GSSG zpét na 2 molekuly
GSH (Sigma-Aldrich, CS0260, Frijhoff et al., 2015).

1.3 Testy toxicity primyslové vyrabénych nanocastic
Jako nanocastice (NPS) jsou definovany takové Castice, které maji vSechny tfi rozméry mensi
nez 100 nm. NPs se vyznacuji vysokym specifickym povrchem a jsou charakteristické celou
fadou unikatnich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Ty umoznuji jejich ¢im dal castéjsi vyuziti
v modernich oborech jako jsou naptiklad biotechnologie, elektronika, letecké inZenyrstvi,

kosmetika ¢i medicina.

Lidé jsou nanomaterialim vystavovani od détstvi, nebot’ se jich mnoho vyskytuje v Zivotnim

prostiedi pfirozené. S rozvojem nanotechnologii se ale i primyslové vyrdbéné NPs stavaji
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takika béznou soucasti prostfedi, coz muze zvySovat riziko poskozeni lidského zdravi

(Bahadar et al., 2016).

K expozici NPs nejcastéji dochdzi cestou inhalacni, kozni ¢iinjekéni. Chemické latky
Vv podobé NPs maji Casto odlisné toxikologické vlastnosti nez jejich analogy, které jsou
rozpustné v biologickych tekutinach. Klicem k posouzeni toxicity jednotlivych NPs je jejich
fyzikaln¢ chemické charakterizace, pii niz se mimo jiné hodnoti napt. velikost, tvar, struktura,
povrchovy naboj a chemické slozeni. Maly pramér zajisStuje NPs snazsi prunik do bunky, kde
mohou katalyzovat rizné reakce ¢i sami reagovat s biomolekulami (Manke et al., 2013, Fu et
al., 2014). NPs s primérem mensim nez 10 nm mohou snadno prostupovat skrze tkanové
bariéry a jejich chovani se da pfipodobnit k chovani plynu. Studie na zvifatech i lidech
ukazaly ze po inhalaci ¢i perordlnim podani, jsou NPs distribuovany kromé plic

a gastrointestinalniho traktu také do jater, srdce, sleziny a mozku (Bahadar et al., 2016).

Nanostruktura, diky které je latka reaktivnéjs$i, mize vést k rozvoji oxidativniho stresu
za vzniku volnych kyslikovych radikala (ROS) (Manke et al., 2013). Z hlediska indukce
oxidativniho stresu je diilezitd i interakce NPs s jednotlivymi souc¢astmi imunitniho systému.
(Bahadar et al., 2016). Zvyseni produkce ROS bylo prokazano napiiklad u NPs oxidi SiO;
a TiO, (Manke et al., 2013).

Nejc¢astéjsimi cestami vstupu prumyslové vyrabénych NPs do Zivotniho prostfedi jsou imise
do ovzdusi ¢i odpadnich vod pfi jejich vyrobé, skladovani ¢i transportu. Osud NPs v pudé,
jako jsou mira jejich rozpusténi, aglomerace ¢i agregace, je dan jak vlivem prostiedi (pH,
podil organické a anorganické slozky ptdy), tak vlastnostmi samotnych NPs (velikost, tvar,
naboj, povrchova uprava). Veskeré tyto faktory ovlivituji naslednou toxicitu NPs pro pudni

organismy (Tourinho et al., 2012).

Dodnes nebyl v odborné komunité nastaven zadny standardni postup pro studium toxicity
NPs. Z toho diivodu je velmi slozité porovnavat jiz existujici studie. V mnoha ptipadech
se studie vyznamné rozchazeji ve vysledcich a klicova data pro mozné porovnéni v nich chybi

(Tourinho et al., 2012, Li et al., 2011).

Jako modelovy organismus pro testovani toxicity NPs jsou casto vybirani pudni bezobratli,
kteti hraji vyznamnou roli v piidnim ekosystému. Krouzkovci tvoii 60—80 % pidni biomasy.

Zajist'uji rozklad arecyklaci organické slozky pidy a jeji kypieni (Bernard et al., 2015).
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Pro praktickou cast této diplomové prace byly vybrany v ekotoxikologii hojné¢ vyuzivané

pudni roupice Enchytraeus crypticus.

Pudni ekotoxikologické testy jsou nejCastéji provadény v modelovych pudach jako
je napiiklad artificialni pida vytvofena Organizaci pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj
(OECD artificialni puda). Druhou moznosti je vyuziti pad realnych, kam patii naptiklad
piirodni pida LUFA St. 2.2 (Tourinho et al., 2012, Amorim et al., 2005).

Je tfeba vzit vuvahu, ze jak modelova, tak pfirodni puda pfedstavuje velmi komplexni
systém. Latky v pidé mohou ménit povrchovy naboj nanocastice a ovliviiovat tim jejich
chovani. Komplexni povaha ptd a Siroké spektrum moznych interakci NPs s ptidnimi
komponentami a také velmi obtiznd fyzikalné-chemicka charakterizace NPs v pidnim
prosttedi  jsou  hlavnimi pfi¢inami nizké reprodukovatelnosti a  konzistence

ekotoxikologickych dat (Tourinho et al., 2012).

Porovnénim vlivu pouzité pidy na biomarkery oxidativniho stresu se zabyval tym Howcroft
et al. (2008). V ramci experimentu na E. albidus kultivované ve dvou riznych pidach (OECD
artificialni puda, LUFA 2.2 pfirodni ptida) po dobu 2 dnt ¢i 3 tydnd, bylo zjisténo, Ze hladiny
biomarkeri GST, CAT, GPx, GR, LPO byly ovliviiovany typem pouzité pudy. V ptipadé
OECD pudy byly tyto biomarkery také ovlivnény ¢asem kultivace, pticemz v LUFA 2.2

ptirodni pade¢ se jejich hodnoty s prodlouzenou dobou expozice neménily.

Dal8i mozZnosti je sledovani toxicity NPs ve vodném roztoku. Tato metoda nabizi snazsi
charakterizaci NPs. Uskalim této metody je problém s aglomeraci NPs. U nZnO ve vodném
roztoku byla prokazana aglomerace za vzniku téméf desetkrat vétSich agregatl, nez byla
puvodni velikost nanoc¢astic. Dale je také nutné se zamyslet nad relevanci téchto dat, nebot
vodné prostiedi je od komplexniho ptidniho prostiedi zna¢né odlisné (Tourinho et al., 2012,
Lietal., 2011).

Nebot’ maji oba systémy své vyhody i nevyhody, byl navrzen systém dalsi, ktery se snazi
skloubit to nejlepsi z obou metod. Jednd se o testovani NPs v agarézovém médiu. Tento
systétm nabizi snaz$i charakterizaci NPs a pii spravné piipravé také niz8§i miru jejich
aglomerace, nez je tomu ve vodném systému. Zaroven je to systém svou strukturou blizsi
pudnimu, proto se predpoklada, ze chovani NPs v agaru se bude blizit chovani v ptd¢ vice,

nez je tomu tak u systému vodného.
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Pro lepsi pochopeni mechanismu toxicity se ekotoxikologické testy provadi zaroven
s odpovidajicimi kovovymi solemi. Tim jsou ziskéna data, ze kterych 1ze posoudit do jaké
miry je toxicita zpisobend ionty tvofenymi rozpusténim NPs a do jaké miry je vysledna

toxicita ovlivnéna samotnymi NPs (Tourinho et al., 2012).

1.3.1 Nanocastice ZnO
Nanocastice oxidu zine¢natého (nZnO) se vyuzivaji v mnoha odvétvich, mezi néz patii
napfiklad textilni ¢i automobilovy primysl. V kosmetice se nZnO vyuzivaji jako soucast

opalovacich krému pro svou schopnost absorbovat zdravi skodlivé ultrafialové zateni.

V mediciné jsou nZnO vyuzivany jako soucast nanosenzorti ¢i jako nosi¢e pro cileny
transport farmakologicky aktivnich latek a gent do tkani (Zhang et al., 2013, Mirzaei and
Darroudi, 2017). Zine¢naté ionty hraji roli pfi procesu syntézy a sekreci inzulinu. Proto by
nZnO mohly byt potencialné¢ vyuzitelné piilécbé diabetu. Zaroven jsou témto NPs
pifisuzovany antibakterialni, antifungalni a protirakovinné ucinky, které souvisi s jejich
fotokatalytickou aktivitou. Fotokatalytickd aktivita oxidu zine¢natého je déana jeho
vyznamnou absorpci ultrafialového zafeni a je popisovana jako zafenim indukovany
oxidativni proces, vedouci ke vzniku ROS. Vysoka hladina ROS vede Kk piekroceni
antioxida¢ni kapacity bun¢k a nasledné k jejich programované smrti apoptoze (Alaraby et al.,

2015, Mishra et al., 2017, Sirelkhatim et al., 2015).

Ruznorodost aplikaci nZnO v mnoha odvétvich vedla ke zvySeni intenzity vyvoje metod
pro jejich syntézu. Kontrolovanymi podminkami je mozné docilit rozdilné struktury
avelikosti nZnO (Obrazek 1), ¢imZz se jejich vlastnosti piizplsobuji pozadavkium

pro konkrétni vyuZziti.
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Obrdzek 1: Varianty nanostruktur ZnO, které lze ziskat pri zméné podminek syntézy z ZnO (s) (Wang, 2004).

V nizkych koncentracich je zinek povazovan za esencialni prvek. Ur¢ita koncentrace zinku
Vv téle je nutnd pro spravnou syntézu proteini a DNA, funkci imunitniho systému, vyvoj
sitnice, proces srazeni krve, funkci jater atd. Pokud je ale pfitomen ve vysokych
koncentracich, mize vyvolavat toxické ucinky (Bernard et al., 2015, Ng et al., 2017). Obsah
zinku v ptirodnich ptidach se pohybuje v rozmezi od 10 do 300 mg/kg pudy (Yausheva et al.,
2016).

Oxid zineCnaty patii do skupiny latek, vSeobecné povazovanych za bezpeéné (GRAS —
z anglického generally recognized as safe). Toto oznaceni je udélovano americkou agenturou
pro kontrolu potravin a 1é¢iv — U.S. Food and Drug Administration. Otazka, zda by mohla byt
mezi GRAS latky fazena i nanoforma tohoto oxidu, zlstava stale oteviena (Alaraby et al.,
2015).

Vyssi toxicitu nZnO oproti mikrocasticim ZnO ovliviiuji zejména dva niZe uvedené faktory:

a. Nerozpusténé nZnO castice maji velky specificky povrch s vysokym poctem
katalyticky aktivnich center, ktera zptsobuji zvySenou tvorbu ROS.

b. nZnO maji oproti vétsim casticim ZnO vy$S§i rozpustnost ve vodé. ZvysSena
rozpustnost mé za nasledek zvysenou koncentraci volnych iontii Zn*. Tyto ionty jsou
sice pro télo esencialni, avSak ve vyssich koncentracich jsou povazovany za toxické

(Leitner, 2016, Ng et al., 2017).

Tyto dva mechanismy ptisobeni nZnO jsou znazornény na Obrazku 2.
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interakce nZnO s burikou (Mishra et al., 2017).

Odborné studie, zabyvajici se toxicitou nZnO, se svymi vysledky ¢asto lisi. Mnoho studii
na zvifatech i rostlinach detekuje cytotoxicitu a genotoxicitu nZnO a to jak pfi testech
akutnich tak pfii testech chronickych (Choudhury et al.,, 2017). Nékteré studie uvadi,
ze toxicita nZnO je ve vétsi mife vyvoldna rozpuSténymi Zn** ionty nez samotnou castici
(Hou et al., 2018). Jiné studie tvrdi, ze hlavni roli v toxicité hraje schopnost generovat ROS.
Mimo tyto dva hlavni faktory hraje roli i velikost NPs ¢i jejich povrchovy naboj (Ng et al.,
2017).

In vitro studie tymu Rozsakové et al. (2016) na lidskych bronchialnich bunikach zaznamenala
znatné poskozeni DNA v piipadé, kdy byly bunky vystavené pisobeni nZnO. V ptipadé
stejné dlouhé expozice mikroc¢asticim ZnO nebylo DNA poskozeni zaznamenano. ZvySeny
neptiznivy vliv nZnO byl sledovan i pfi studiich in vivo. Pii pouziti mysi jako modelovych
organismi dochazelo po expozici nZnO ke zvySenym ztratam hmotnosti a aktivaci

antioxida¢niho aparatu (Mishra et al., 2017).

Brunner et al. (2006) exponoval linii lidskych fibroblasti a mezotelidlnich bunék
nanocasticim ZnO. Pfi koncentraci 49 mg/ml nZnO byla detekovéana témét 100% mortalita
uobou bunéénych linii. V dalsi in vitro studii byly po expozici nZnO pozorovany

morfologické zmény bunck, poSkozeni DNA ¢i zména mitochondridlni aktivity. DalSimi

21



experimenty (in vivo i in vitro) byla po expozici nZnO zaznamenana také zvySena

genotoxicita (Bahadar et al., 2016).

Ve studii Bacchetta et al., (2017) byly hrotnatky Daphnia magna vystaveny pusobeni
0,1a0,3mg/l nZnO (~50nm) a 0,1 a 0,3 mg/l Zn,SO4 po 21 dni. Dalsich 21 dni byla
pozorovana schopnost organismu zregenerovat. Pouze pii ptisobeni nZnO byla po 21 dnech
po ukonceni plisobeni latek pozorovana redukce velikosti Daphnii, coz muze byt znakem

jejich narusené schopnosti regenerace (Bacchetta et al., 2017).

Hooper et al. (2011) exponoval zizaly Eisenia veneta v prostiedi pudy a vody 250 a 750 mg
Zn/kg (ml) po dobu 24 hodin ¢i 21 dni. Hodnoty poté porovnaval s pisobenim ZnCl,
za stejnych podminek. Hodnocena byla reprodukéni schopnost a aktivace imunitniho systému.

V obou ptipadech byla zaznamenana vyssi toxicita ZnCl, neZ nZnO.

1.3.2 VIiv nanoéastic na oxidativni stres
Po expozici NPs dochazi u bunék a tkéni k rozvoji oxidac¢niho stresu a tim i k nastartovani
obranych antioxida¢nich mechanismt. Pokud je oxidaéni zat€z mirna, antioxidacni
mechanismy dokazi svym plsobenim sniZit riziko poskozeni bun¢k. Dle stupné zatizeni
organismu dochazi pribézné k poskozovani DNA, peroxidaci lipida a aktivaci signalnich cest
buiiky. Na urovni organismu dochazi ke zpomaleni bunécného ristu, fibroze tkani a rozvoji

rakovinového bujeni.

Pokud je zatéz ROS vysokd, miize dochazet k iplnému vycerpani antioxidac¢nich enzymd.
Hladina ROS poté stoupd. Nasledkem toho dochédzi k depolarizaci mitochondrialni
membrany, jejimu poSkozovani ¢i uplné disfunkci. Schopnost vyvolat apoptézu
mechanismem poskozeni mitochondrialni membrany byla prokézana napiiklad u NPs Zn, Cu,
Ti, a Si (Manke et al., 2013). Stru¢ny ptehled moznosti negativniho vlivu nadmiry ROS

V organismu je zobrazen na Obrazku 3.
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Obrdzek 3: Nanocdsticemi indukovany oxidativni stres (Manke et al., 2013)
Toxicita se v piipadé jednotlivych typt NPs velmi li§i. Bylo by nepiesné piedpokladat,
ze veskera toxicita NPs musi byt zplsobena pouze prostiednictvim generace ROS, nebot’

nékteré studie dokladaji ptimou toxicitu NPs bez soubézného vzniku ROS.

Hlavni principy NPs-indukovaného oxidativniho stresu jsou:

a. Prima oxidativni schopnost NPs

Ptimy prooxidaéni efekt NPs Ize pficist jejich fyzikalné — chemickym vlastnostem jako jsou
povrchova reaktivita, velikost Castice, jeji naboj, chemické sloZeni ¢i pifipadna piitomnost

pfechodového kovu.

Stejné velké a tvarové podobné NPs mohou mit rozdilnou cytotoxicitu v diisledku rozdilnych
povrchovych vlastnosti. Napiiklad pii porovnani stejné velkych nanocastic ZnO a SiO; jsou

nZnO vice chemicky aktivni a zptisobuji vyssi produkci O,- Vv exponovanych bunkéach.

NPs s mensi velikosti prokazateln¢ indukuji tvorbu ROS intenzivnéji. Je tomu tak diky jejich
vysokému specifickému povrchu a vysokému povrchovému naboji. Velikost ¢astice urcuje
pocet reaktivnich skupin na jejim povrchu. Vétsi povrchova plocha znamend, Zze prevazna
vétSina molekul ¢i atoma je situovdna na vnéjSimu povrchu NPs a pouze minoritni Cast
je uvniti ¢astice (Manke et al., 2013). Diky této skute¢nosti ma Castice na svém povrchu

vysoky pocet aktivnich center, coz vede k indukci ROS (Li et al., 2011).
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b. Oxidativni schopnost generovanych radikala

Krom¢ ptfimého plisobeni NPs na buniku, mohou mit NPs schopnost generovat ROS. ROS
nasledné  zplsobuji  rozvoj  oxidativniho stresu astim  spojenou  zvySenou
aktivitu antioxida¢nich mechanismu. Dochazi k aktivaci imunitnich bunék, mitochondrialni
respirace ¢i NADPH oxidazového systému. Mimo ROS mohou NPs piispivat i k produkci
RNS.

Takovy mechanismus byl sledovan naptiklad u kovovych NPs Zn, Ti, Si, Fe, a Ce. Kovové
NPs indukuji produkci ROS, které nasledné zplisobuji oxidativni poSkozeni bunécnych

makromolekul, jako jsou proteiny, lipidy a DNA.

Hlavnimi nasledky je poskozeni bunéénych membran, denaturace proteini ¢i zména hladiny
vapniku. U NPs oxidi kovt Ti, Cu, Si, a Fe bylo sledovano poskozeni tkani zapfi¢inéné
peroxidaci lipidi. Vzniklé ROS aktivuji bunécné signalni cesty a transkripcni faktory,
zasahuji do produkce cytokinli a zplsobuji apoptézu. Neustdld aktivace signalnich cest
a nerovnovaha redoxniho systému muze vést k patofyziologickym jeviim, jako jsou poruseni

genetické informace, zanéty, fibrozy ¢i rakovina.

Pokud se NPs dostane do buiiky, mize byt aktivovan imunitni systém. To vede k dalSimu
vzniku ROS za pomoci fagocytujicich bun€k — neutrofild a makrofagi. Také dochézi
k depolarizaci a naruseni mitochondrialni membrany, kde se nasledné tvoii dalsi volné

radikaly.

NPs pfechodovych kovi zpiisobuji chromosomalni aberace, DNA zlomy, oxidativni

poskozeni DNA a mutace (Manke et al., 2013).

E:> |Lipidni peroxidace| Poskozeni fosfolipidové membrany

& > |Mitochodrie | Po$kozeni mtDNA, oxidativni disbalace

ROS
Oxidativni stres CYTOTOXICITA
GENOTOXICITA

> | Proteiny | Poskozeni proteini, disfunkce enzymii

> |Jadro | Poskozeni DNA, genetické mutace

Obrazek 4: Shrnuti piisobeni ROS na biomolekuly (Fu et al., 2014)
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1321 Indukce oxidativniho stresu prostiednictvim nZnO

Stejné jako dal$i NPs oxidl kovi i nZnO indukuji vznik ROS a RNS. Diky této schopnosti
byvaji nZnO pouzivany jako antibakteridlni ¢inidla. Mechanismus ptisobeni nZnO na buiku
je zobrazen na Obrazku 5. Cast nZnO je vstiebana endocytdzou, ¢ast je rozpusténa ve formé
Zn** jontfl. Obg tyto formy se akumuluji v bunécnych mitochondriich, kde zplsobuji vznik
ROS. Jejich piitomnost vede k aktivaci antioxidacnich mechanism a pii nedostacujici
antioxida¢ni ochrané také k posSkozovani bunécné DNA. To vede k celkovému snizeni
viability aschopnosti reprodukce zasazenych bunék. Cely proces zpusobuje vyplaveni
apoptotickych hormonil, vznik apoptotickych télisek a mlze vyustit az v programovanou smrt
bunky apoptozu (Mishra et al., 2017, Hou et al., 2018).

Povrchovy naboj nZnO castice je obvykle negativni. V prostiedi nizkého pH se na povrch
navazuji protony z okolniho prostfedi, coz méni ndboj ¢astice na pozitivni (ZnOH,"). Takto
pozitivn¢ nabité ¢astice interaguji s negativné nabitymi fosfolipidy v bunééné membrang, diky
cemuz se NPs dokaZze dostat dovnitf bunky. Zde se nZnO dostanou do lysozomd,
kde se rozpousti za vzniku zine&natého kationtu. Zn* ionty interaguji s thiolovymi skupinami

enzymtu respiraéniho systému a inhibuji tak jejich piisobeni (Mishra et al., 2017).
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Dle vysledki in vitro studie tymu Ng et al. (2017) jsou nZnO schopny vyvolat oxidativni
poskozeni DNA a genotoxicitu lidskych lymfoblastoidnich bun¢k.

Pro oxidativni stres organismu je dualezitd i fotokatalytickd aktivita nZnO. Je dokdzano,
Ze pti pusobeni ultrafialového zafeni na nZnO ve vodném prostiedi dochazi k produkci ROS
H,0, a O, (Sirelkhatim et al., 2015).

Existuje jen malo studii soustfed’ujicich se na oxidativni plsobeni nZnO na organismy
Z Celed¢ krouzkovct, avSak nalezneme mnoho praci zabyvajici se toxicitou mikrocastic ZnO.
Jednou z takovych studii je napiiklad studie provadéna tymem Xiong et al. (2013). V této
studii byly pfi expozici Eisenia fetida zinku sledovany vyznamné zmény v hladinach CAT
a GPx, a to predevSim pfi nejvyssi testované koncentraci (koncentra¢ni rozmezi testu: 0—
500 mg Zn/kg ptudy). Test byl provadén v ptidnim systému po dobu 15 dni, béhem kterych se
aktivita enzymu analyzovala kazdych 5 dni. Zmény hladin enzymG SOD a CAT pii expozici
500 mg Zn/kg pidy jsou znazornény v Tabulce 1. Z tabulky je patrné, ze GPx se aktivuje
diive nez CAT a SOD. Pro vybuzeni aktivity téchto dvou enzymii byl potteba delsi stresovy
stimul (15 dni, 500 mg Zn/kg pudy) (Xiong et al., 2013).

Tabulka 1: Zmeény hladin enzymii po vicedenni expozici 500 mg Zn/kg pudy (Xiong et al., 2013).

Pocet dni expozice | Zména hladiny

SOD | CAT | GPx

5 - - 7
10 - i l
15 7 7 -

1.4 Moznosti detekce oxidativniho stresu U bezobratlych
Piima detekce ROS v tak komplexnim systému jako je zivy organismus piedstavuje velmi
slozity analyticky proces. Stanoveni komplikuje vysoka reaktivita ROS a jejich kratky
polocas zivota. ROS se navic nevyskytuji v celé bunice ve stejné koncentraci, ale jejich

koncentrace se v jednotlivych kompartmentech bunky 1isi (Shulaev and Oliver, 2006).

Jak jiz bylo zminéno, organismy maji na ochranu proti ROS vyvinut slozity antioxidac¢ni
systém. Pokud se systém nasledkem stietu s toxickou latkou dostane do nerovnovahy, hladina
antioxidantli a antioxidacnich enzymi se vychyli od normalu (Gomes et al., 2012).

V ekotoxikologii se této skutecnosti vyuziva a detekce hladin téchto latek se stavd béznou
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soucasti ekotoxikologickych testl. Tyto latky jsou nazyvany biomarkery oxidativniho

stresu (Bernard et al., 2015).

Biomarker je obvykle definovan jako jakakoliv charakteristika, ktera je objektivné méfitelna
a uznavana jako indikator normalnich biologickych ¢i patologickych procest nebo odpoveédi
na terapeutickou intervenci (Ho et al., 2013). Pro biomarker vyuzivany v ramci
(eko)toxikologickych studi je dilezité, ze jeho hladina kolisa v dusledku odklonu sledovanych

fyziologickych procesi 0d normalniho stavu.
Biomarkery oxidativniho stresu délime na dv¢ hlavni skupiny:

a) Biomolekuly, které jsou interakci s ROS modifikovany: DNA, lipidy vcetné
fosfolipidd, proteiny a karbohydraty.
b) Molekuly antioxida¢niho systému, jejichz hladina je oxida¢nim stresem sniZena

¢i zvySena (Ho et al., 2013).

Vybér vhodnych biomarkert pro testovani toxicity nZnO na E. crypticus v experimentalni
¢asti této diplomové prace vychazel z dostupnych dat pro testovani toxicity chemickych latek
na krouzkovcich. Tato data jsou shrnuta v Tabulce 4. Z tabulky je patrné, ze TG i LPO patii

mezi jedny z nejcastéji vyuzivanych biomarkerd pro testovani toxicity na krouzkovcich.

Vzhledem k tomu, ze pro analyzu biomarkerd v praktické ¢asti této diplomové prace byly
z ekonomickych a technickych divodi vybrany spektrofotometrické metody stanoveni, je
i pfi vyctu moznosti detekce jednotlivych analytli pozornost vénovana piedev§im metodam

spektrofotometrickym.
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Tabulka 2: Vyuzitelnost biomarkerii pii testovani toxicity latek na krouzkovcich

Studie (Gomes | (Ribeiro | (Howcroft | (Brown | (Novais | (Zhang | (Wang | (Chen | (Dongxing | (Zheng
et al, et al,|et al, (et al, |et al, et al, et al,|etal,]et al., et al,
2012) | 2015) | 2009) 2004) | 2011) | 2017) | 2016) | 2017) @ 2016) 2013)

CAT x x x x x x x x x

SOD X x X x X x X

LPO x x x x x x x

TG x x x x x

GSH x

GR X X x x

GSTs x x x x x x x x

GPx x x x x x x

aChEs X X x x

Metalotionein X x

Ethoxyresorufin- X

o-deetylaza

Karboxylesteraza x

Peroxidaza X X
Poskozeni DNA x X

Karbonylové X

derivaty proteini
Vitamin E x

Celulaza X

1.4.1 Detekce peroxidace lipida
Lipidy se stavaji cilem oxidace diky pfitomnosti reaktivnich dvojnych vazeb ve své struktuie.
Mezi nejéastéji vyuzivané biomarkery LPO patii isoprostanaty, MDA a 4-HNE. Jako dalsi
markery lze uvést naptiklad lipidové hydroxyperoxidy, fluorescen¢ni produkty lipidni

peroxidace Ci oxysteroly.

Isoprostanaty vznikaji peroxidaci kyseliny arachidonové. Enzymem fosfolipazou jsou
isoprostanaty uvoliiovany z bunéné membrany do cirkulace. Mohou byt detekovany
ve tkanich, krvi imoci. K jejich detekci se nejcastéji vyuziva vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) s detekci hmotnostnim spektrometrem (MS), imunoenzymaticka
metoda ELISA (z anglického enzyme-linked immuno sorbent assay) a radioimunologické
metody (Ho et al., 2013, Sigma-Aldrich, MAKO85, Frijhoff et al., 2015).

MDA muze byt stanovovan reakci s thiobarbiturovou kyselinou (TBA). Vzorek je inkubovan

s TBA za vysoké teploty, za které vznika barevny produkt TBA-MDA. Ten muze byt
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detekovan spektrofotometricky méfenim absorbance pii 532 nm. Detekce je znacéné
nespecificka, nebot’ TBA reaguje i s dal§imi latkami pfitomnymi ve vzorku. Témi mohou byt

dalsi aldehydy, karbohydraty, zlu¢ové kyseliny ¢i prostaglandiny (Urso and Clarkson, 2003).

Produkt reakce s TBA mize byt detekovan i pomoci HPLC ¢i metodou ELISA (Ho et al.,
2013, Sigma-Aldrich, MAKO085, Frijhoff et al., 2015).

MDA i 4-HNE je mozné detekovat také imunocytochemickymi a imunohistochemickymi

metodami (Frijhoff et al., 2015).

1.4.2 Detekce poskozeni proteini
Pro detekci poskozeni proteini muze byt vyuzita molekula volného nitrotyrosinu,
ktery vznika po reakci RNS s tyrosinem. Metody vyuzivané pro toto stanoveni jsou naptiklad
tandemova  hmotnostni  spektrometrie, plynova  chromatografie = (GC), HPLC

¢i imunohistochemické metody (Ho et al., 2013).

Dalsi metodou je detekce karbonylovych derivati. K jejich stanoveni je nejcastéji vyuzivana
derivatiza¢ni reakce s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNP). Kone¢ny karbonyl-2,4-
dinitrofenylhydrazinovy  produkt mize byt detekovan nasledujicimi  metodami:
spektrofotometricky, metodou ELISA pomoci specifické protilatky anti-DNP, Western

Blotem, imunohistochemickymi ¢i cytochemickymi metodami ¢i pomoci HPLC.

K detekci dalSich latek, konecénych produkti glykooxidace, se vyuzivd predevSim
imunochemickych metod ¢i HPLC. Z divodu strukturni heterogenity konecnych produkt
glykooxidace je jejich méfeni velmi komplikované a obecné pouzitelna metoda pro jejich

detekci zatim nebyla vyvinuta (Frijhoff et al., 2015).

1.4.3 Detekce glutationu
Stavy spojené S nadmérnym pisobenim ROS vedou ke zméné hladiny celkového glutationu
(TG) ¢i zmeéne fyziologického poméru GSH/GSSG. Ty se tak stavaji pomérné citlivymi
ukazateli vitality bunky a jeji schopnosti obrany pied toxickymi latkami. Vysoka koncentrace
TG muZe indikovat patologické zmény v buiice. Jeho nizkd koncentrace naopak miize znacit

vycerpani antioxida¢nich mechanismii.

K detekci TG i poméru GSH/GSSG lze vyuzit spektrofotometrické metody, enzymatické
metody, GC ¢i HPLC (Frijhoff et al., 2015). Spektrofotometrické stanoveni glutationu

je zalozeno na redukci piidané 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB), Mnozstvi
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vzniklého barevného produktu 5-thio-2-nitrobenzoové kyseliny (TNB) je méfeno Kineticky
pii 412 nm (Sigma-Aldrich, CS0260, Frijhoff et al., 2015).

1.4.4 Detekce antioxida¢nich enzymi
Antioxida¢ni enzymy jsou stanovovany nepifimo, na zakladé reakci, které katalyzuji. Reakci
je mozné detekovat bud’ kontinudlné ¢i tzv. metodou ,,end-point”, pti které se detekuje
az kone¢ny stav reakce. Detekovat l1ze zménu hladiny nékterého z vychozich substratd
¢i n€které¢ho z produktu. Latka vhodna pro spektrofotometrickou detekci musi mit vyznamné
absorp¢ni ¢i emisni (fluorescen¢ni) maximum v UV/VIS ¢&i infracerveném spektru (dle
absorpéniho maxima je vybran ptesny typ spektrofotometrické detekce). Pti vinové délce
tohoto maxima by zaroven neméla vyznamné absorbovat ¢i emitovat jind latka obsazena
ve vzorku, nebot' ta by stanoveni ruSila. Pokud se Vv absorpénim spektru nékterého
ze substratu ¢i produktli neobjevuje vhodné absorpéni maximum bez interference, l1ze vyuzit
tzv. chromogennich substrati. Podstatou takovéhoto chromogenniho substratu je, Ze jeho
pfeménou béhem reakce ¢i jeho kondenzaci s analytem vznik4 barevny produkt s vyraznym

absorpénim maximem, ktery lze poté 1épe detekovat.
Katalaza

Hladina CAT muze byt méfena spektrofotometricky Clairbornovou metodou. Podstatou této
reakce je heterolytické Stépeni pridaného H;0O, kataldzou obsazenou ve vzorku. Méri

se pokles absorbance stépeného H,O; za minutu. Méfeni probiha pti vinové délce 240 nm.
Superoxid dismutaza

Spektrofotometrické méteni SOD je zalozeno na schopnosti enzymu inhibovat produkci
superoxidl. Sledovana je zména absorbance za minutu pii inhibici redukce chromogenniho
substratu (tetrazoliové soli, cytochrom C, pyrogallol) na jejich barevné produkty. Cim vyssi
je koncentrace SOD, tim men$i zména je zaznamenana (Gomes et al., 2015, Souid et al.,
2013).

Glutation reduktaza

Pro stanoveni GR je vyuzivana Carlberg-Mannervikova metoda, ktera je zaloZena na méfeni
zmé&ny absorbance za minutu pii ubytku NADPH. Reakce se monitoruje kineticky pii vinové
délce 340 nm (Gomes et al., 2015).
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Dalsi moznosti stanoveni GR je sledovani vzniklého GSH. Aby bylo vzniklé GSH
detekovatelné, je zviditelnéno reakci s Ellmanovym cinidlem. Na principu stejné reakce

funguje stanoveni celkového glutationu.
Glutation peroxidaza

Aktivita GPx je stanovena na zdkladé meéfeni zmény absorbance za minutu pii ubytku

NADPH pii pfeméné GSH na GSSG.
Glutation-S-transferaza

GST je stanovovano Habigovou metodou. Mé&fi se zména absorbance za minutu pii vinové
délce 340 nm. Jako substrat pro tuto reakci slouzi 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (Gomes et al.,
2015).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Cile experimentalni prace
Zakladni cile experimentalni casti této diplomové prace byly dva. Prvnim bylo vybrat
a optimalizovat metody stanoveni biomarkeru oxidativniho stresu u roupic E. crypticus,
které by byly snadno pouzitelné v nizkondkladové laboratofi. Timto jsme chtéli dosdhnout
zvyseni citlivost detekce toxického pusobeni nZnO u roupic E. crypticus, nebot” doposud byla

Vv nasi laboratofi jako kone¢ny vystup testu posuzovana pouze mortalita.

Druhym cilem bylo vyzkouSet tyto optimalizované postupy na vzorcich exponovanych
roupic a sledovat jejich odezvu se zvySujici se koncentraci toxické latky a s prodluzujicim

se ¢asem expozice.

2.2 Chov roupic Enchytraeus crypticus
Jako modelovy organismus pro testovani ekotoxicity nZnO byly vybrany pudni roupice
E. crypticus. Roupice pro chov byly ziskany z Centra pro vyzkum toxickych latek v prostredi
(RECETOX) na Masarykov¢€ univerzité¢ v Brn€. Roupice byly chovany na agaru v plastovych

Petriho miskach s ventilaci (PS aseptické, 90 mm x 14,2 mm, Fisherbrand).

Agar pro chov roupic byl pfipravovan navazenim 3,4 g potravinaiského agaru (ZVC Dr.
Hoffmann) do 400ml kadinky. K vazeni byly pouzity analytické vahy (ABT 220 — 4M, Kern).
K tomu bylo pfevedeno: 193 ml demineralizované H,O; 1,5 ml roztoku NaHCO3 (30175-
APO, Lach-Ner, s.r.0.); 1,6 ml roztoku KCI (30076-APO, Lach-Ner, s.r.0.); 2 ml roztoku
CaCl,.2H,0 (120307E, PENTA) a 2 ml roztoku MgSO,4 (30175-APO, Lach-Ner, s.r.0.).
Kadinka byla ptikryta aluminiovou folii a roztok byl sterilizovan v tlakovém hrnci (Barazzoni
5 1) po dobu 30 minut. Poté byl agar rozlit do 1/3 vysky Petriho misek a po jeho zatuhnuti
do ngj byly vytvoieny tenké vrypy, pro usnadnéni pohybu roupic. Misky byly uzavieny,

popsany a pouzity na piesazovani chovu.

Misky s roupicemi byly uchovavany ve tmé v termostatu (Heratherm, Fisher Scientific)
pti teploté (21 £+ 2) °C. Jednou za 4-6 tydni byly roupice ptresazovany do novych misek.
Krmeni bylo provadéno dvakrat tydné namletymi ovesnymi vloCkami. Vlocky byly
sterilizovany jednou mési¢né v horkovzdusné susarné (SingleDISPLAY, Memmert UN55)
po dobu 2 hodin pti 180 °C.
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2.3 Optimalizace postupu stanoveni jednotlivych biomarkeri
Pro hodnoceni miry oxidativniho stresu byly vybrany dva biomarkery, a to celkovy glutation
(TG) a malondialdehyd (MDA), jako koneény produkt lipidni peroxidace (LPO). K témto
markerim bylo tfeba zaroven stanovit celkové mnozstvi proteinu ve vzorku, na které bylo
mnozstvi TG a MDA vztazeno. Kromé toho, ze byly jednotlivé biomarkery vybirany tak, aby
byly citlivéjsi neZ kone¢na mortalita, byl kladen diraz i na to, aby od sebe byly biomarkery

v

co nejvice odlisné a poskytly nam tak detailnéjsi informace o mechanismu toxicity.

Celkovy glutation, je dilezita nizkomolekularni latka, kterd je soucasti antioxidacnich
mechanisml  organismu, a popisuje schopnost buiiky odolédvat oxidativnimu stresu.
Pfi nadmitfe oxidativniho stresu glutation redukuje volné radikaly za vzniku redukovaného
glutationu. Pfi oxidativnim stresu se muze jeho hodnota, jak snizovat (TG se spotiebovava
pii redukcei radikali), tak zvySovat (dlouhodobé plsobeni oxidativniho stresu navodi zvyseni
produkce TG v bunkéach). Stanoveni glutationu tedy monitoruje odpovéd organismu

na oxidativni stres.

Stanoveni MDA oproti tomu popisuje skute¢nou miru poSkozeni organismu zpisobeného
vlivem toxické latky. Koncentrace MDA ndm dava bliz§i ndhled na to, jak toxické latky
dokazi naruSovat fyziologicky vyznamné biomolekuly, lipidy. Koncentrace MDA by se se

zvySujici oxidativni zatézi méla zvySovat.

Pro lepSi porovnatelnost sjinymi studiemi byly hodnoty obou biomarkerli vztaZeny

na mnozstvi celkového proteinu ve vzorku.

Vzhledem k laboratornim podminkam byly pro obé€ stanoveni biomarkerli i pro stanoveni
celkového proteinu vybrany spektrofotometrické metody. Jejich vyhodou byla relativné nizka
pofizovaci cena a snadné a rychlé provedeni. Nevyhodou byla nizsi specifita a citlivost proti

jinym metodam (napi. HPLC, imunochemickym metodam).

Spektroskopicka stanoveni obou biomarker oxidativniho stresu a celkového proteinu byla
v prvni fazi prace zalozena na vyuziti analytickych kit od firmy Sigma-Aldrich. Postupy
stanoveni popsané v navodech k jednotlivym kitim byly postupné optimalizovany pro pouZiti
na roupicich E. crypticus. Po vypotiebovani reagencii z kit byly nasledné dokoupeny dalsi
reagencie od firmy Sigma-Aldrich ¢i od jinych vyrobct. Tyto reagencie byly vybirany tak,
aby byly béhem skladovani co nejstabilnéj$i. Druhym parametrem byla jejich pofizovaci cena.

Vysledny postup stanoveni celkového proteinu je uveden v kapitole 2.2.2.3, vysledny postup
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stanoveni celkového glutationu v kapitole 2.2.3.2 a vysledny postup stanoveni lipidni

peroxidace v kapitole 2.2.4.2.

Pro optimalizaci stanoveni proteinu, stejné tak jako dalSich dvou metod, byly pouzity zivé
dospélé roupice z chovu. K experimentim byli vybirani jedinci, kteti se po mechanickém
stimulu pohybovali a u kterych byl opasek s vaji¢ky viditelny pouhym okem. Odbér roupic
byl provadén vlhkym Stéteckem. Roupice byly oplachnuty vodou a pokladany na Petriho
misku. Zivé roupice byly presunuty do mikrozkumavky (0030125.215, 1000 Eppendorf
Tubes®), zvazeny a co nejrychleji presunuty do mraziciho boxu (-80 °C), kde byly

uchovavany do dalsiho pouziti, nejdéle vSak jeden tyden.

Pro dalsi postup bylo potieba tkanové vzorky roupic homogenizovat. Bylo nutné zvolit
homogenizaéni pufr ajeho objem tak, aby byl homogenat pouzitelny pro vSechna tii
stanoveni. Jako homogenizaéni roztok byl na zikladé diplomové prace Sutekové (2006)
pouzit fosfatovy pufr (PBS) o pH 7,2. Ten byl pfipraven navazenim 4 g NaCl (0,8 %), 0,1 g
KCI (0,0 2%) 1,45 g Na;HPO,4.12H,0 (0,02 %) a 0,1 g Na;HPO,4.2H,0 (0,02 %).

Jako nejvhodnéjsi homogenat, ktery byl pouzit pro stanoveni mnozstvi celkového proteinu,
TG 1LPO, byl vybran homogenat 10 mg sesbirané mokré hmoty/ 100 ul PBS.

Zhomogenizovany vzorek byl ihned pouzit pro stanoveni proteinu a biomarkerd.

2.3.1 Stanoveni celkového proteinu
Jako prvni bylo pfistoupeno k optimalizaci stanoveni celkového proteinu. Hodnotu celkového
proteinu ve vzorku bylo pro stanoveni biomarkeri nezbytné zjistit z toho dtvodu, nebot
koncentrace samotnych biomarkerti se na ni vztahuji. Bez této hodnoty by vzhledem

k odlisnosti postupti mezi studiemi nebylo mozné vysledné koncentrace markerti porovnavat.

Stanoveni proteinu bylo zalozeno na Lowryho reakci, ktera probiha ve dvou krocich. Prvnim
krokem je Biuretova reakce, ve které médnaté kationty Biuretova cinidla reaguji
s peptidovymi vazbami proteinu. M&d" se v tomto kroku redukuje z Cu®* na Cu*. Vznikly
komplex bilkoviny s médi je znazornén na Obrazku 6. Reakce probiha v alkalickém prostiedi.
V dalsim kroku dochazi k redukci Folin & Ciocalteova fenolového cinidla, pticemz se meéd’
oxiduje zpét na Cu?*. Timto krokem vznika barevny produkt méfitelny v oblasti absorbanci

500-800 nm.
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Obrazek 6: Komplex bilkoviny s médi vznikajici Biuretovou reakci

2311 Proces optimalizace stanoveni celkového proteinu
V prvnim kroku byl pofizen kit pro stanoveni celkového proteinu od firmy Sigma Aldrich
(TP0300). Vychozi navod prilozeny v Kitu byl postupné optimalizovan pro pouziti
na vzorcich E. crypticus. Kit byl ur¢en pro zkumavkové provedeni. Vzhledem k malému
objemu vzorku byly objemy jednotlivych reagencii upraveny tak, aby bylo mozné provést
stanoveni v mikrotitracni desti¢ce. Tim bylo zaroven dosazeno snizeni spotfeby jednotlivych
reagencii. Na zakladé diplomové prace Sutekové (2006) a proméfeni absorpéniho spektra
vzorkli zchovu byla vybrdna vhodnd vlnova délka pro méfeni absorbance barevného

produktu a to 680 nm.

Spektrofotometr byl kalibrovan s vyuzitim standardu fetadlniho bovinniho séra (BSA)
v koncentraénim rozmezi doporuc¢eném vyrobcem kitu (50-400 pg BSA/ml). Rozsah
kalibracni kiivky byl nasledné rozsifen do nizSich hodnot, a to z divodu zjednoduseni
ptipravy kalibra¢ni fady (pfiprava dvojkovym ziedénim). Kone¢ny rozsah kalibracni fady byl
25-400 pg BSA/ml. Pouzitelnost této Upravy byla ovéfena urCenim limitu detekce
a stanovitelnosti. Nasledné byl hledan nejvhodnéjsi zptisob fedéni realného vzorku tak, aby
homogenatu pro urceni proteinu bylo vybrano ziedéni 50x. Proces vybéru vhodného ziedéni

je popsan v kapitole 3.1.

Po optimalizaci postupu stanoveni celkového proteinu byla opakovanym meétenim vzorkl
Z chovu ovéfena ucinnost homogenizacni techniky. Pfi vypoctu smérodatné odchylky (SD)
nekolikanasobného zméteni t€hoz vzorku bylo zjisténo, ze vzorek nema v celém svém objemu
stejnou odezvu, a tudiz neni dostate¢né homogenni. Jako vysledny zpisob homogenizace,

ktery byl uveden ve vysledném postupu stanoveni, byla vybrana homogenizace za pomoci
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ultrazvukového homogenizatoru (D1000-E, Benchmark). Proces vybéru vhodného zpisobu

homogenizace je popsan v kapitole 3.1.
Zasobni latky obsaZené v Kitu:

e Lowryho roztok (L 3540, Sigma Aldrich, Inc.)
e Folin & Ciocalteovo fenolové ¢inidlo (F 9252, Sigma Aldrich, Inc.)
e BSA Standard (P 5619, Sigma Aldrich, Inc.)

Zasobni latky obsazené v kitu nebylo nutné nijak ménit ani nahrazovat.

2.3.1.2  Vysledny postup stanoveni celkového proteinu

Piiprava roztoku:

Lowryho roztok — Do nadobky s 2 g Lowryho roztoku bylo pfidano 40 ml H,0. Celkového

rozpu$téni bylo docileno za pomoci ultrazvuku (Sonorex digitec, Bandelin). Roztok byl

skladovén pti pokojové teploté.

Folin & Ciocalteovo fenolové ¢inidlo — Folin & Ciocalteovo fenolové ¢inidlo (18 ml) bylo

ptevedeno do lahve z tmavého skla (100 ml). Roztok byl doplnén 80 ml H,0O, promichan

a skladovan pii pokojové teplot¢.

BSA Standard (400 pg/ml) — Standard byl pfipraven pfidanim 5 ml destilované H,0

k 2 mg BSA. Roztok standardu byl skladovan v mrazaku pii-20 °C. Doba expirace pfi této

teploté byla 3 mésice.
Postup:

1. Ze zasobniho roztoku BSA (400 pg/ml) byla do mikrotitraéni desticky (Thermo
Scientific) pfipravena kalibra¢ni fada dle Tabulky 3.

Tabulka 3: Priprava kalibracni Fady pro BSA

Jamka Ki | K Ks K, Ks

Koncentrace BSA (ng/ml) 400 | 200 100 50 25

BSA 400 ng/ml (ul) 200 1 100zK; | 100zK, |100zK; |100zK,; | 100zKs
—> odpad

H,O (ul) 0 100 100 100 100
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Pfedem zhomogenizovany vzorek byl pozvolna rozmrazen.

Poté byl vzorek promichan a 50x ztedén: 10 ul vzorku do 490 pl destilované H,0.
Takto zfedény vzorek byl v objemu 100 pl pipetovan do jamky desticky.

Do dalsi jamky bylo napipetovano 100 pl destilované H,O jako blank.

Do jamek se standardy, vzorky i blankem bylo ptidano 100 ul Lowryho roztoku.
Vzorky byly inkubovany 20 minut na tfepacce (Vibromax 100, Heidoph).

© N o o B~ w DN

Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo pfidano 50 pl Folin & Ciocalteova fenolového

¢inidla. Vzorky byly dikladné promichéany.

9. Desticka byla inkubovéna na tiepacce presné 30 minut pii pokojové teploté.

10. Absorbance byla méfena spektrofotometrem (Epoch, BioTek Instrumetns, Inc.,
software Gen5 3.02) pti vinové délce 680 nm.

11. Vysledna koncentrace proteinu ve vzorku byla vypocitana z rovnice regrese kalibra¢ni

kiivky BSA standard.

2.3.2 Stanoveni celkového glutationu

Pted samotnou analyzou celkového mnozstvi glutationu bylo nutné vzorek zbavit ptitomnych
proteind. Proces odstranéni proteinti se V navodu kitu liSil dle konkrétniho vzorku (buiky,
tkan, plasma). Tyto postupy vSak byly obecné a Zadny z nich se ndm nezdal uplné vhodny
pro pouziti na nasich vzorcich. Na zakladé dat z diplomové prace: Zavedeni a optimalizace
metod pro vybrané biomarkery ptdnich bezobratlych (Sutekova, 2006), ktera vznikla
na toxikologickém pracovisti RECETOX v Brné, byla pro deproteinizaci vzorku vybrana 5%
sulfosalicylova kyselina (SSA).

Principem stanoveni byla kinetickd reakce, pfi niz GSH obsazeny ve vzorku zapiicinil
kontinualni redukci  5,5-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) na 5-thio-2-
nitrobenzoovou kyselinu (TNB) a GSSG. Vzniklé GSSG bylo obnovovano pomoci glutation
reduktazy a NADPH. Mnozstvi vzniklého TNB bylo méfeno jako zména absorbance
za minutu pii 412 nm (Sigma-Aldrich, CS0260).

Reakeéni schéma:
2GSH + DTNB —» GSSG +2TNB

GR
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Souhrnné reakéni schéma:

_—

DTNB + NADPH + H* 2TNB + NADP*
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2.3.2.1  Proces optimalizace stanoveni celkového glutationu
Pro toto stanoveni byl pouzit kit pro spektrofotometrickou detekci hladiny celkového
glutationu (CS0260, Sigma Aldrich, Inc.) s koncentra¢ni fadou od 50 — 3,125 umol/I.

Béhem prace doslo k vypotifebovani nékterych reagencii ¢i k jejich degradaci (NADPH).
Pro snizeni pofizovacich ndkladi jsme se rozhodli dokupovat reagencie jednotlivé, nebot
nekteré v kitu obsazené latky nebyly pro naSe ucely vyuzitelné (nejsou uvedeny) a bylo by tak
neekonomické je pofizovat. Zaroven dosSlo k nahrazeni nékterych reagencii jejich
alternativami v jinych formach, které byly snadnéji uskladnitelné a mély delsi expira¢ni dobu.

Zduvodnéni jednotlivych zmén a jejich provedeni je uvedeno v kapitole 3.2.

Dale byl zménén zpusob ptipravy roztoku DTNB z puvodniho rozpusténi v dimethyl
sulfoxidu (DMSQO) narozpusténi v reakénim pufru. Zasobni roztok DTNB se pfipravoval
v DMSO pro zvySeni jeho stability pfi dlouhodobém uchovavani. JelikoZ jsme se ale rozhodli

pripravovat roztok DTNB vzdy cerstvy, nebylo potieba DMSO pouzit.
Zasobni latky obsaZené v Kitu:

e GR - 400 jednotek/ml z pekatského drozdi (G2424, Sigma Aldrich, Inc.)
e GSH standard — redukovany I-glutation (G4544, Sigma Aldrich, Inc.)

e DTNB (D8130, Sigma Aldrich, Inc.)

e DMSO (D8418, Sigma Aldrich, Inc.)

e NADPH (N6505, Sigma Aldrich, Inc.)

e SSA (52130, Sigma Aldrich, Inc.)

e 5x pufr pro GSH stanoveni (A5103, Sigma Aldrich, Inc.)

Zasobni latky dokoupené z dalSich zdroji:

e GSH standard (G4251, Sigma Aldrich, Inc.)

e NADPH (R.AE14.1, P-LAB a.s.)

e DTBN (D8130, Sigma Aldrich, Inc.)

e GR (G3664, Sigma Aldrich, Inc.)

e EDTA (EDS, Sigma Aldrich, Inc.)

e Nay,HPO,4.12H,0 (71649, Sigma Aldrich, Inc.)
e NaH,P0O,.2H,0 (71500, Sigma Aldrich, Inc.)
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2.3.2.2 Vysledny postup stanoveni celkového glutationu

Piiprava roztoki:

Reakéni pufr (100mM fosfatovy pufr; pH 7,0; AmM EDTA): Pro piipravu 250 ml pufru bylo
do odmérné banky navazeno 17,5 g Na,HPO,4.12H,0, 7,625 g NaH,P0,.2H,0 a 0,0731 ¢
EDTA. Obsah byl doplnén destilovanou H,O do objemu 250 ml.

Zasobni roztok DTNB (1.5 mg/ml): 8 mg DTNB bylo rozpusténo v 5,33 ml reakéniho pufru.

Roztok byl pfipravovan pokazdé nove.

5% roztok SSA: 2,5 g SSA bylo rozpusténo v 50 ml H,O. Roztok byl skladovan pii 2—8 °C.

GSH Standard zasobni roztok (10 mM): Roztok byl pfipraven navazenim 3 mg do 1 ml H,O.

Enzymovy roztok GR (6 jednotek/ml; 0,25 ml): 2 ul GR (400 jednotek/ml) bylo pfidano

do 132 ul reakéniho pufru.

NADPH roztok (0,75 mM): Bylo navazeno 2,8 mg NADPH do 5 ml reakéniho pufru.

Pracovni roztok (8 ml): Do 4 ml reakéniho pufru bylo ptidano 114 pul zfedéného enzymového

roztoku GR (6 jednotek/ml) a 114 ul zasobniho roztoku DTNB (1,5 mg/ml). Pracovni roztok

byl uchovavan pii pokojové teploté, ne déle nez 3 hodiny.
Postup:

1. Pfidanim 2,5 pl zésobniho roztoku GSH standardu do 500 pl 5% SSA byl ptipraven
vychozi roztok GSH standardu o koncentraci 50 uM GSH.
2. Nasledné z n¢j byly ptipraveny roztoky kalibra¢ni fady dle Tabulky 4.

Tabulka 4: Priprava kalibracni rady pro GSH

Jamka K1 K, Ks; Ks Ks

Koncentrace GSH (umol/l) 50 | 25 12,5 6,25 3,125

50 uM zasobni roztok GSH (ul) 50 25zK; | 25zK, | 25zK; |25zK,; |25zK;
-> odpad

5% SSA (ul) 0 25 25 25 25

nmol GSH piimo v jamce 0,5 | 0,25 0,125 0,0625 0,0312

3. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 40 ul vzorku a 20 ul 5% SSA.
4. Vzorky byly tadn& promichany na vortexu (Vortex 3, IKA®) a inkubovany 10 minut

v chladnicce.
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5. Nasledn¢ byly vzorky centrifugovany (MPW - 150R, MPW Med. Instrument)
za podminek: 10 000 x g, 10 min, 4 °C.

6. Vznikly supernatant byl odebran pro reakci.

7. Na spektrofotometru bylo nastaveno kinetické meéteni reakce po dobu 5 minut.
Intervaly mezi méfenim byly 1 minuta a vinova délka 412 nm.

8. Do mikrotitra¢ni desticky bylo jednotlivé napipetovano 10 pl 5 % SSA (blank), 10 ul
vzorku a 10 pl standardd. Vse bylo provedeno ve dvou replikach.

9. Do kazd¢ jamky bylo ptidano 150 ul pracovniho roztoku. VSe bylo fadné promichano.

10. Roztoky byly inkubovany 5 minut pii pokojové teploté.

11. Poté bylo pfidano 50 pl zfedéného roztoku NADPH. Vse bylo promichano
na tfepacce a nasledné byla méfena absorbance.

12. Koncentrace byla vypoctena z kalibra¢niho grafu zavislosti AA/min na koncentraci.

2.3.3 Stanoveni lipidni peroxidace
Principem reakce byl vznik barevného produktu MDA-TBA pii inkubaci vzorku za tepla
s pfidanou TBA. Tento produkt byl detekovan spektrofotometricky pti 532 nm. Z divodu
nestability MDA byl jako standard pro toto stanoveni vyuzit 1,1,3,3-tetrametoxypropen.

Ten se v kyselém prostiedi preménuje na MDA dle reakéniho schéma:

OCH;  OCH; 0 0

HC CHZ_CH + 2H,0 —— HC ‘CHz“CH

OCHs  OCH, + 4CH,OH
(TMP) (MDA)

2331 Proces optimalizace stanoveni lipidni peroxidace
Peroxidace lipidii byla stanovovana s vyuzitim kitu pro lipidni peroxidaci (MAKO85) firmy
Sigma Aldrich. Béhem optimalizace zakladniho postupu z kitu bylo upravovano mnozstvi
vychoziho vzorku a byl pfidan krok extrakce produktu MDA-TBA do butanolu. Dale byly
pfidany dvé dalsi vinové délky, pii kterych byl vznikajici produkt méfen a to 485 a 560 nm.
Absorbance pii téchto vinovych délkach a pti vinové délce 532 nm byly vyuZzity pro vypocet
takzvané korigované absorbance (KOR) pomoci Allenovy korekce. Rovnice pro vypocet
korigované absorbance byla piejata z prace Kand’ar et. al, 2002 a je uvedena nize. Allenovou
korekei se eliminuje nespecificnost reakce, nebot’ s TBA reaguji kromé MDA 1 dalsi latky

pritomné ve vzorku (napfi. prostaglandiny, zlu¢ova barviva...).

Agor = Aszz — [(Aseo — Aags) X 0,63 + Augs]
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Stejné jako u stanoveni TG byly 1 v tomto piipadé dokupovany potfebné reagencie jednotlive.
Zaroven byl hned zpocatku dokoupen n-butanol pro extrakci vzorku a koncentrovana kyselina
octova pro piipravu TBA. Tyto dvé latky byly pro stanoveni nutné, avsak nebyly v Kitu

obsazeny. Jednotlivé kroky optimalizace postupu jsou zminény v kapitole 3.3.
Zasobni latky obsaZené v kitu:

e BTH, 100x (MAKO085C, Sigma Aldrich, Inc.)
e TBA (MAKO085D, Sigma Aldrich, Inc.)
e 4,17M MDA standard (MAKO85E, Sigma Aldrich, Inc.)

Zasobni latky dokoupené z dalSich zdroji:

e BTH (B1378, Sigma Aldrich, Inc.)

e TBA (T5500, Sigma Aldrich, Inc.)

e MDA standard (108383, Sigma Aldrich, Inc.)

e n-butanol (8.22262, Sigma Aldrich, Inc.)

e Koncentrovana CH3COOH (27225-M, Sigma Aldrich, Inc.)
e NaCl (16610-31000, PENTA s.r.0.)

2.3.3.2  Vysledny postup stanoveni lipidni peroxidace

Piiprava roztoku:

Roztok TBA: 25 mg TBA bylo rozpusténo v 7,5 ml koncentrované kyseliny octové.
K tplnému rozpusténi byl pouzit ultrazvuk. Objem byl doplnén 17,5 ml H,O na 25 ml. Tento
roztok byl skladovén pfi pokojové teploté nejdéle 1 tyden.

MDA standard 100 pmol/l1 (1,1,3,3-tetramethoxypropen): Do 100 ul destilované H,O bylo

napipetovano 8,3 ul TMP. Takto byl pfipraven roztok MDA o koncentraci 500 pumol/l.

Z tohoto roztoku byl odebran 1 ml a doplnén destilovanou H,O do celkového objemu 5 ml.
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Postup:

1.

Kalibrac¢ni fada byla pfipravena dvojkovym fedénim zésobniho roztoku 100 pmol/l

MDA:

Tabulka 5: Priprava kalibracni Fady pro MDA

Jamka Ki K, K; K, Ks
Koncentrace MDA (umol/l) 100 | 50 25 12,5 6,25
MDA 2mmol/l (nl) 400 | 200z K; | 200z K, 200z K3 200z K, 200 z Kq
—> odpad
H,0 (ul) 0 200 200 200 200
nmol piimo v jamce 20 10 5 2,5 1,25
2. Ke stanoveni bylo pouzito 200 ul nezfedéného homogenatu. K nému byly pfidany

10.
11.
12.

3 ul BHT proti oxidaci pii zahtivani vzorku.

Ke vzorklim, blanku a roztokim kalibra¢nich fad v objemu 200 pl bylo ptidano
600 ul TBA.

Takto piipravené vzorky byly promichany na vortexu, jehlou byla prodéravéna vicka
proti vzniku ptetlaku uvniti zkumavky pii zahtivani.

Vzorky byly inkubovany po dobu 60 minut pii (95 + 5) °C. Zahtivani bylo provadéno
v digestofi.

Vzorky byly posléze schlazeny na pokojovou teplotu.

Do kazdé mikrozkumavky bylo ptidano 300 ul n-butanolu, vzorky byly promichany
a centrifugovany pti 16 000 x g 3 minuty.

Po centrifugaci bylo pro stanoveni odebirano 150 pl butanolové vrstvy s MDA-TBA
adduktem.

V ptipadé, kdy se neobjevilo jasné rozhrani vrstev voda/butanol bylo ke vzorku
ptidano 100 pul 5M NaCl, vzorek byl promichdn a znovu centrifugovan za stejnych
podminek.

Poté se rozhrani vrstev vyjasnilo a 150 pl butanolové vrstvy bylo mozné odebrat.
Absorbance byla métena soucasné pii 532 nm, 485 nm a 560 nm.

Koncentrace byla vypocitdna dvéma zplsoby. Z kalibra¢ni kiivky pro 532 nm

a z kalibra¢ni kiivky pro korigovanou absorbanci vypoé¢tenou z rovnice:

Agor = Aszz — [(Aseo — Asgs) X 0,63 + Aygs]
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2.4 Stanoveni biomarkert oxidativniho stresu v ramci testi toxicity

riuznych forem Zn na E. crypticus
Po optimalizaci postupt pro stanoveni celkového proteinu, TG a LPO na vzorcich roupic
zchovu, jsme mohli prfistoupit koveéfeni pouzitelnosti navrzenych  postupli
pro vyhodnocovani testi toxicity. Az timto krokem jsme si mohli ovéfit, zda jsou nami
vybrané biomarkery vhodné pro testovani toxicity nZnO na roupicich E. crypticus. MDA
a LPO totiz mohou byt stanovitelné, ale jejich odezva se se zvysSujicim Casem expozice

¢i zvySujici koncentraci toxické latky nemusi ménit.

Testovany byly dvé formy zinku, a to ZnCl, a nanocastice ZnO. ZnCl, je po pievedeni
do zivného média zcela disociovano a slouzi pro odhad toxicity Zn®" kationtd. Nanodastice
Zn0O rovnéz uvoliuji do Zivného média Zn*" kationt, ale velka &ast aplikované davky ptichazi
do kontaktu s bunkami experimentalniho organismu ve formé castic. Porovnani vysledki
testt toxicity ZnCl, a nZnO nam muze poskytnout komplexné&jsi nahled na to, jak toxicitu

slouéenin zinku ovliviiuje jejich forma a rozpustnost.

Testované koncentrace obou forem Zn vychazi z poznatku diplomové prace Novakové
(2017), ktera stanovila LCsq pro E. crypticus pii ¢tyfdenni expozici v agaru u ZnCl, na 14 mg
Zn/kg agaru au nZnO na 43,7 mg Zn/kg. Koncentrace byly zvoleny tak, aby roupice
V pfevazné mife expozici prezily a v Zivych roupicich mohly byt stanoveny pfisluSné

biomarkery oxidativniho stresu.

2.4.1 Testovani toxicity ZnCl,
Testované koncentrace ZnCl, (1807240715, PENTA) odpovidaly 0,1; 0,5; 1,0 a 5,0 mg Zn/kg
agaru. Expozice E. crypticus ZnCl, probihala po dobu 4 a 7 dni. Pro dosazeni dostate¢ného
mnozstvi vzorku byly od kazdé koncentrace ptipraveny vzdy étyfi misky. Na kazdou z nich
bylo nasazeno 30 dospé€lych roupic z chovu. Z téchto 4 misek byl na konci expozi¢ni doby

vytvofen smésny vzorek. Takto nastaveny test byl proveden ve tfech opakovanich.

Pro piipravu 1,5% agaru s vyse uvedenymi koncentracemi bylo do Erlenmeyerovych banék
0 objemu 500 ml navazeno 7,5 g agaru. K navazenému agaru bylo ptidano 450 ml destilované
vody. Do jednotlivych Erlenmeyerovych bané¢k bylo piidano piislusné mnozstvi ZnCl,
ze spole¢ného zasobniho roztoku tak, aby vysledné koncentrace odpovidaly vySe uvedené
koncentra¢ni fadé. Pomoci predem pfipravenych fosfatovych pufrti o pH 6 a 8 bylo upraveno
pH roztoku agaru na7 (pH metr 110, VWR International). Destilovanou vodou byl objem
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dopInén na 500 ml. Banky byly uzavieny aluminiovou folii a na magnetickém michadle
(Verkon C — Mag serie MS/HS, IKA®) zahtaty na (95 + 5) °C. P této teplotd byly udrzovany
podobu 30 minut. Do etanolem vytfené digestoie byly vyskladany sterilni Petriho misky,
do jejichz dna i vicek byl v souvislé vrstvé rozlit pfipraveny agar. Pfirozlévani byl agar
neustdle promichévan. Po ztuhnuti byly do agaru vytvofeny tenké vrypy, pro usnadnéni
pohybu roupic. Misky byly uzavieny a popsany na vicko. Po vychladnuti byly do misek
presunuty dospélé roupice z chovu (vzdy 30 na misku) Za dospélé byly povazovany takové
roupice, u kterych byl opasek s vajicky viditelny pouhym okem. Misky byly inkubovany

ptislusny pocet dni za stejnych podminek jako roupice chovu.

Pro spektrofotometrické stanoveni biomarkert byly vybrany koncentrace ZnCl, 0,5 a 5,0 mg
Zn/kg agaru. Koncentrace byly vybrany tak, aby byly od sebe dostate¢né vzdalené a byl tak
zieteln€ vidét rozdil v odpovédi biomarkert. U koncentrace 0,5 mg Zn/kg nas zajimalo, zdali
budou biomarkery citlivé i pfi takto relativné nizké koncentraci, pii které ndm hodnota
celkové viability mnoho neprozrazuje. Nemohli jsme si byt ale jisti, zda pii takto nizké
koncentraci zinku bude odpovéd biomarkert viditelna. Proto byla zvolena koncentrace
5,0 mg Zn/kg. U této koncentrace byla pfedpokladana viditelnéj$i zména hladiny vybranych
biomarkert. Zaroven byly s kaZzdou sérii testu nasazeny misky s nulovou koncentraci zinku,

které slouzily jako negativni kontrola.

2.4.2 Testovani toxicity nZnO
Po provedeni testi toxicity se ZnCl, jsme pfistoupili k testovani nZnO. Pro nZnO byly
vybrany koncentrace 3 a 30 mg Zn/kg agaru. Tyto testované koncentrace vychazely, stejné tak
jako testované koncentrace ZnCl,, z poznatkti diplomové prace: Optimalizace slozeni
agarového kultivaéniho média pro testy ekotoxicity nanoc¢astic na krouzkovci Enchytraeus
crypticus (Novakova, 2017). Navic bylo pfedpokladano, ze u nZnO bude v agaru méné
uvolnénych zine¢natych kationtt, tudiz toxicita by neméla byt pfili§ vysoka. Z toho diivodu

jsme provedli expozici sedmidenni.

Pro testovani byly pouzity krystalické nZnO (Bochemie Group a.s) o0 priméru 10 nm
(srozsahem 5-50 nm) a cistot¢ 99,5 %. Zptsob vnaseni NPs do zivné pudy a jejich
dispergace v zasobnim roztoku pomoci sonifikace vychazela z poznatkl experimentalni Casti

diplomové prace: Testy ekotoxicity nanomaterialti dispergovanych v agarézovém gelu (Hrda,
2015).
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Jako prvni byl vytvofen zasobni roztok pyrofosfore¢nanu sodného (SYNPO, a. s.), ktery
slouzil pro stabilizaci NPs. Zasobni roztok 0,1% Na,P,07.10H,0 byl pfipraven smichanim
0,2 g NayP,07.10H,0 s 200 ml destilované H,O.

Dale byl do 100ml odmérné banky pfipraven zasobni roztok nZnO, k némuz bylo pted
pfidanim destilované vody po rysku pfidano 20 ml 0,1% NayP,07.10H,0. Roztok byl doplnén
destilovanou vodou na objem 100 ml. Takto vytvoieny koloidni roztok byl vlozen
do ultrazvuku na 45 minut (vhodna délka sonifikace pro dispergaci NPs v roztoku byla
experimentalné zjiSténa), pficemz byl za tuto dobu né€kolikrdt promichén. Poté bylo
ze zasobniho roztoku odpipetovano prislusné mnozstvi do odmérnych banék o objemu
200 ml. Do téchto ban¢k bylo dale pfidano 20 ml roztoku Na,P,07.10H,O a objem byl
doplnén do 200 ml.

Do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 500 ml bylo navazeno 7,5 g agaru. Dale bylo ptidano
220 ml destilované vody a 30 ml 0,1% roztoku Na,P,07.10H,0. Stejn¢ jako v piipadé agaru
pro ZnCl; bylo upraveno pH na 7. Objem byl destilovanou vodou dopInén do 300 ml.

Nadobky s agarem byly uzavieny aluminiovou f6lii a na magnetickém michadle ohfaty
na (95 + 5) °C. Mezitim byly roztoky nZnO sonifikovany po dobu 15 minut. Po 15 minutach
od dosazeni teploty 95 °C, byly do agaru zvolna piidany jednotlivé roztoky nZnO. Cela smés
byla poté udrzovana pii (95 + 5) °C dalSich 15 minut. Postup rozlévani a vnaseni roupic

na misku byl shodny s postupem rozlévani u agart pro ZnCly.

Pti postupu pfipravy agarti pro ZnCl, a nZnO nebylo zohlednéno odpafovani vody béhem
vafeni a chladnuti agaru. Objem odpafované vody byl zjistén tak, ze byl agar v objemu
500 ml ptipraven do odmérného valce a bylo sledovano, jak se jeho objem zmens$i. Timto
zpusobem byl ziskan ptfepoctovy faktor 0,963, s jehoz pomoci byly vypocitany koncentrace

zinku po odpateni vody. Tyto hodnoty jsou znazornény v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Prepocet testovanych koncentraci po zohlednéni odparené vody

Teoreticka koncentrace zinku v agaru (mg | Koncentrace zinku v agaru po odpai‘eni vody (mg

Zn/kg) Zn/kg)
0,1 0,10
0,5 0,52
1,0 1,04
5,0 5,19

3 3,12
30 31,15

Realna koncentrace zinku Vv pfipraveném expozi¢nim médiu byla ovéfovana pomoci optické
emisni spektrometrie s buzenim v indukéné vazaném plazmatu (ICP-OES). Pro tuto analyzu
byly odebirdny vzorky na konci expozi¢niho testu. Okolo 7 g agaru (pfesnd vaha byla
zaznamenana) bylo odebirdno z rGznych misek se stejnou koncentraci do 25ml plastové
zkumavky. K agaru byla pfidana 65% HNO3; (Lach-Ner s.r.0.) pro jeho rozpusténi a objem
byl doplnén destilovanou vodou na 25 ml. Takto pfipraveny vzorek byl analyzovan pomoci
ICP-OES a koncentrace zinku byla vypocitana na zakladé kalibra¢ni ktivky standardnich
roztokti zinku (CPl, Santa Rosa, USA). Zjisténa realna koncentrace zinku v agaru
se od teoretické koncentrace neliSila o vice nez 5 %. Pro zjednoduSeni je v dal§im textu

zminovana pouze koncentrace teoreticka.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Optimalizace stanoveni proteinu
Stanoveni bylo provadéno na zakladé protokolu z kitu pro celkovy protein od firmy Sigma
Aldrich (TP0300). Kalibra¢ni fada byla dle protokolu vytvotena v rozsahu 25400 pg/ml.
V prvnim kroku bylo nutné urcit vhodné ziedéni zakladniho homogenatu (10 mg mokré
hmoty/ 100 ul PBS) tak, aby se odpovéd’ vzorki pohybovala v ramci doporucené kalibra¢ni
fady. K tomu byly pouzity roupice z chovu. Vyzkouseno bylo nékolik riznych variant ziedéni

zékladniho homogenatu.

V prvni sérii testovani bylo vyzkouSeno zifedéni 100%, 200x, 1000x, a 2000%. Vzorky
riznych ziedéni byly vytvoteny vzdy ve tfech replikach. Absorbance jamek homogenatu
s fedénim 200x, 1000x%, a 2000% vychazely velmi nizké, jamka homogenatu s fedénim 100x
sice vychéazela v ramci kalibracni ktivky, avSak blizila se k jeji spodni hranici, tudiz bylo

v dal$im kroku vyzkouseno zfedéni nizsi.

Pti vybéru téchto koncentraci bylo predpokladano, ze télo roupice se sklada vice jak z 80 %
z vody. Nebyl ovsem zohlednén fakt, Ze roupice se pied vazenim nesmi zcela osusit, nebot’
by tak mohly byt ovlivnény hodnoty biomarkeri oxidativniho stresu. Vaha pfed zamrazenim

tedy pfesné neodpovida mokré vaze roupic a nelze z ni takto vychézet.

V druhé sérii testovani bylo zvoleno fedéni nizsi a to 50x, 10x a 0x. S pfihlédnutim k tomu,
ze roupice v chovu maji nejptihodnéj$i podminky k zivotu, a tudiz se da predpokladat,
Ze pPo expozici toxické latce se bude koncentrace celkového proteinu snizovat, bylo vybrano
fedéni s hodnotou absorbance zhruba v poloviné kalibra¢ni kiivky a to Fedéni 50x. Hodnoty

absorbanci kalibra¢ni fady a vzorki pfi riizném ziedéni jsou zndzornény v Tabulkach 7 a 8.

Tabulka 7: Kalibracni Fada pro test vhodného ziredéni vzorku pro analyzu proteinu

c(ug/ml) 400 300 | 200 | 100 | 50
A 0,838 0,704 0,504 | 0,350 0,218

Tabulka 8: Absorbance riizného ziredéni vzorku pii méreni celkového proteinu

Zredéni homogenatu | Primérna A | Zredéni homogenatu Primérna A

2000x 0,114 50x 0,524
1000x 0,086 10x 1,796
200x 0,128 0x 1,992
100x 0,272
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V ramci zjednoduSeni a urychleni postupu pii stanoveni proteinu byly upraveny hodnoty
kalibra¢ni tady v kitu (400; 300; 200; 100 a 50 pg/ml) tak, aby mohla byt pfipravovana
dvojkovym fedénim (400; 200; 100; 50 a 25 ug/ml).

To, zda mtze byt rozsah kalibra¢ni fady zménén muselo byt ovéfeno stanovenim analytickych
parametr meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ). LOD je hodnota, ktera udava
hranici kvalitativniho stanoveni latky. LOQ udéva hranici kvantitativniho stanoveni latky.

LOD a LOQ byly vypocitany na zékladé nasledujicich rovnic:
LOD =4, +3 x SD
LOQ =4, +10x SD

V obou rovnicich Ag zastupuje prumérnou hodnotu absorbance 10 x zméteného blanku a SD

smérodatnou odchylku.

Tabulka 9: Data kalibracni Fady BSA pro urceni LOD a LOQ

Kalibra¢ni fada BSA — data
Koncentrace (ug/ml) 400 | 200 | 100 |50 25 12,5
Absorbance 0,743 | 0,425 | 0,213 | 0,108 | 0,036 | 0,017

Tabulka 10: LOD a LOQ pro stanoveni celkového proteinu

Prumérna absorbance blanku | 0,141

Smeérodatna odchylka +0,004
LOD (ng/ml) 1,5
LOQ (ug/ml) 16,3
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Graf 1: Zobrazeni LOD a LOQ v grafu kalibrace BSA

Jelikoz se nejnizsi hodnota kalibracni fady (25 pg/ml) nachdzela nad LOQ, mohla se takto

upravena fada pro stanoveni proteinu pouZit.

Bé&hem optimalizace stanoveni celkového proteinu doslo ke zméné zpiisobu homogenizace
vzorku. Uginnost homogenizaéni metody byla vyhodnocovana z opakovaného méfeni
celkového proteinu v homogenizovaném vzorku roupic z chovu. Odebrano
a zhomogenizovano bylo 5 vzorku. Jako homogenizaéni roztok byl pouzit PBS pufr. Kazdy
homogenat vzorku byl poté analyzovan ve tfech replikach a posuzovana byla hodnota SD.
Pfedpokladem tohoto méteni bylo, Ze pokud by byl vzorek zcela zhomogenizovan, hodnota

smerodatné odchylky opakovaného stanoveni proteinu ve stejném homogenatu by méla byt

v

Prvni pokus o homogenizaci byl provadén s ptidanim sklenénych kuli¢ek do vzorku. Vzorek
s pufrem byl vortexovan Vv n¢kolika cyklech na vortexu. Vytvotit homogenat timto zptisobem
trvalo pomérné dlouho a vzorek bylo nutné mezi cykly chladit na (4-8) °C, jelikoz se béhem
procesu zahtival. Pokud by vzorek nebyl béhem procesu chlazen, mohlo by dojit ke zkresleni
hodnot biomarkert. Z vysledkii méteni opakovatelnosti mechanické homogenizace na vortexu
bylo usouzeno, ze tento postup neni dostacujici a jeho vysledkem neni dostate¢né¢ homogenni

vzorek. Z Tabulky 11, kde jsou znazornény vysledky méfeni celkového proteinu
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po mechanické homogenizaci na vortexu, je zietelné, ze vysledné hodnoty celkového proteinu
ve stejném vzorku se pii opakovaném méieni v jednotlivych pfipadech velmi lisily. Hodnota
SD (resp. relativni smérodatné odchylky (RSD) by méla byt co nejmensi. V tomto piipadé
se pohybovala mezi + (92,6 — 413,6) ug/ 100 pl homogenitu (9 — 30 % RSD).

Tabulka 11: Mechanickd homogenizace na vortexu

Opakovani | ¢ (ug proteinu/ 100 pl homogenatu) | SD (ug proteinu/ 100 pl homogenatu) = RSD

(%)
1 877 1122 932 +105,0 10,7
2 1000 928 1150 +92,6 9,0
3 922 1162 927 +112,0 11,2
4 1000 1944 1155 +413.,6 30,3
5 1064 714 1525 +332,2 30,2

Na zéklad¢ tohoto zjisténi byl zakoupen ruéni ultrazvukovy homogenizator, s kterym bylo
provedeno stejné méfeni opakovatelnosti stanoveni celkového proteinu. Bylo zjisténo,
Ze timto zpusobem homogenizace lze ziskat o poznani lépe zhomogenizovany vzorek
nez zpusobem prvnim. Vysledné hodnoty celkového proteinu po provedeni homogenizace
ruénim ultrazvukovym homogenizatorem jsou znazornény v Tabulce 12. Takto provedena
homogenizace byla zna¢né U¢innéjsi neZ homogenizace se sklenénymi kulickami, hodnoty
smérodatné odchylky byly niz$i a pohybovaly se mezi = (20,5 — 36,7) pg/ 100 pl
homogenatu. Jelikoz byla tato metoda znaéné G¢innéj$i a RSD se pohybovaly do 4 %, byla

tato metoda posouzena jako vhodna pro dal$i pouziti.

Tabulka 12: Homogenizace vzorku ultrazvukovym homogenizatorem

Opakovani | ¢ (ug proteinu/ 100 pl homogenatu) | SD (ug proteinu/ 100 pl homogenatu) | RSD

(%)
1 811 850 889 +31,8 3,7
2 1144 1122 1172 +20,5 1,8
3 978 900 978 +36,7 3,9
4 924 904 956 +21,4 2,3
5 1109 1160 1163 +24.8 2,2
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Po celkovém optimalizovani postupu stanoveni pro provedeni v mikrotitracni desticce, vCetné
zpusobu homogenizace, bylo pfistoupeno ke stanoveni primérné hodnoty celkového proteinu
v dospélych roupicich chovu. Pro tuto hodnotu bylo zanalyzovano 10 vzorki z riznych misek
chovu. Primérna hodnota celkového proteinu v chovu byla stanovena na (1,004 + 0,12) mg/

10 mg mokrého vzorku.

3.2 Optimalizace stanoveni celkového glutationu
Vhodné fedéni vzorku pro toto stanoveni bylo vybirano pii kroku deproteinizace, kdy bylo
k 40 pl nezfedéného homogenatu ptidavano vzdy rtizné mnozstvi 5% SSA (60, 40, 20 ul).
Vzorky s riznym ziedénim byly vytvoteny vZdy ve tfech replikach. Nejvhodngjsiho vysledku,
kdy odezva vzorku byla v oblasti kalibra¢ni kiivky a zaroven bylo dosazeno deproteinace
vzorku, bylo dosazeno piiziedéni 40 pl homogenatu vzorku s 20 ul 5% SSA. Zména
absorbance za minutu roztokd kalibra¢ni fady a vzorkd s riiznym zfedénim je zndzornéna

v Tabulkéach 13 a 14.

Tabulka 13: Kalibracni fada pro test ziedéni vzorku pro analyzu TG

¢ (umol/l) 50 25 125 6,25 | 3,125
Primérna A A/min A 0,045 | 0,024 0,010 | 0,005 | 0,002

Tabulka 14: Odezva riizné ziredénych vzorkii z chovu pri vybéru nejvhodnéjsiho ziredéni

Mnozstvi 5% SSA pridané k 40 pl homogenatu (ul) | Primérna A A/min

60 0,008
40 0,011
20 0,013

V pribéhu praktické prace jsme narazili na komplikaci v podobé degradace NADPH.
NADPH z kitu bylo skladovano ve formé hydratu, nebot’ v kitu byla obsazenéd jen jedna
originalni lahvicka NADPH, kterd musela byt pfipravena nardz. Ptipraveny roztok NADPH
byl rozpipetovan do alikvotl a ulozen pii —20 °C. Domnivame se, Ze béhem otevirani
mraziciho boxu se vném teplota nékolikrat zvysila a NADPH tak mohlo byt castecné
rozmrazeno. Po 2 mésicich takovéhoto skladovani vodného roztoku NADPH tento roztok
postupné zménilo barvu z bezbarvého roztoku na zluty az naoranzovély, coz naznacuje jeho

oxidaci. Takovéto NADPH jiz nebylo mozné pouzit, kinetickd reakce pii jeho pouziti
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neprobihala. Pro dalsi testovani bylo dokoupeno NADPH nové s odliSnymi skladovacimi
podminkami, které jsme v rdmci laboratorni prace byli schopni zajistit. Odlisné skladovaci
podminky byly dané tim, ze dokoupené NADPH jiz §lo jednorazové navazit, a proto bylo

skladovano v dodané pevné forme bez piitomnosti vody Vv chladnicce pii teplote 4-8 °C.

Dale byl upraven postup piipravy DTNB, kde bylo DMSO pro jeho rozpusténi nahrazeno
reakénim pufrem. Tato zména mohla byt provedena, jelikoz po dokoupeni nového DTNB byl
roztok DTNB pfed kazdym stanovenim pfipravovano nove. Pfi pouziti DTNB z vychoziho
kitu tomu tak nemohlo byt, nebot’ DTNB bylo pfedem pfipraveno v originalnich lahvic¢kach,
do nichZ bylo nasledné pfilito DMSO. Cela tato lahvicka tedy musela byt pfipravovdna naraz
a roztok byl poté skladovan pifi -20 °C. Béhem tohoto skladovani v§ak DTNB v roztoku
DMSO ztracelo svou aktivitu. Proto bylo v dal§im postupu pfistoupeno k jeho piipravé vzdy

tésné pred stanovenim.

Po zoptimalizovani podminek stanoveni byla stanovena hodnota TG u dospélych roupic

z chovu. Tato hodnota byla (19,1 + 1,8) nmol TG/ mg proteinu ve vzorku.

3.3 Optimalizace stanoveni malondialdehydu
Prvnim krokem optimalizace byla zména rozsahu kalibra¢ni kiivky z piivodnich 100—
20 pmol/l MDA na 100 — 1,56 pmol/l MDA. Takovato kalibra¢ni kiivka mohla byt
piipravovana dvojkovym fedénim a byla tak usnadnéna jeji pfiprava. Stejné jako u stanoveni
proteinu musela byt vhodnost této Gpravy ovétrena ur€enim LOD a LOQ. Tyto limitni hodnoty
byly stanovovany z grafu kalibra¢ni kiivky pti vlnové délce 532 nm (Graf 2) a jsou uvedeny
v Tabulce 16.

Tabulka 15: Kalibracni fada MDA pri vinové délce 532 nm a pri vypocitané korigované hodnoté absorbance

¢ MDA (pmol/l) 100 | 50 25 125 | 6,25 | 3,125 | 1,56
As3zo 1,401 0,636 | 0,384 | 0,193 0,099 | 0,058 0,042
Agor 1,264 0,580 | 0,350 | 0,175 0,086 | 0,053 0,032
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Tabulka 16: Hodnoty LOD a LOQ pro stanoveni MDA z grafu zavislosti absorbance na koncentraci pri vinové
délce 532 nm

Primérna absorbance blanku | 0,055

Smérodatna odchylka 0,005
LOD (umol/l) 0,23
LOQ (umol/) 2,81

Z Grafu 2 je patrné, ze posledni bod nami vytvorené kalibrace (1,56 umol/l) se nachazel
pod hodnotou LOQ. To znaci, Ze MDA je v kalibraénim roztoku sice detekovano (hodnota
jenad LOD), ale nemtzeme si byt zcela jisty méfenou odpovédi tohoto roztoku. Dalsi
kalibracni bod (3,125 pmol/l) se jiz nachazi nad limitem stanovitelnosti. Kalibra¢ni fada
by v optimalnim piipadé neméla mit méné nez 5 kalibra¢nich bodd. Tuto podminku nami
nastavend kalibra¢ni fada spliiuje i po vynechani nejméné koncentrovaného bodu. Konecny
rozsah kalibra¢ni kiivky pro stanoveni celkového mnozstvi MDA byl tedy nastaven na 100 —

3,125 pmol/l MDA.

Kalibraéni fada MDA - 532 nm

a 0,6
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Koncentrace MDA (umol/l)

532nm @LOD @LOQ

Graf 2: Zobrazeni LOD a LOQ v grafu kalibrace pro MDA

Soucasné se stanovenim LOD a LOQ bylo vybirdno vhodné mnozstvi homogenatu
vstupujiciho do reakce. Pro ur¢eni vhodného mnozstvi vzorku byly vyuzity vzorky z chovu.

Bylo vyzkouseno 200; 100 a 50 pl nezfedéného homogenatu. Vzorky vsech fedéni byly
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vytvofeny ve tiech replikach. Hodnoty absorbance kalibra¢ni fady jsou uvedeny v Tabulce 15,

hodnoty absorbanci a jednotlivych homogenata jsou uvedeny v Tabulce 17.

Tabulka 17: Vysledky absorbance vzorku pii zméné jeho mnozZstvi vstupujictho do reakce

Mnozstvi homogenatu (umol) | A (532 nm) | A (korigovana)

200 0,095 0,059
100 0,048 0,030
50 0,023 0,014

Absorbance pfi pouziti 50 ¢i 100 ul homogenatu se pohybovaly mimo kalibra¢ni kiivku (100
— 3,125 umol/l MDA), tudiz tyto hodnoty nelze pro vypocet koncentrace malondialdehydu
vyuzit. Pfi pouziti 200 pl homogenatu se absorbance pohybovala v rdmci kalibra¢ni kiivky.
Z dtivodu celkového mnozstvi vzorku vSak nebylo mozné zvysit objem homogenatu vice,
nezna 200 pl. Za ptedpokladu, Ze hodnota MDA u vzorkd z chovu by méla byt niz§i nez

u exponovanych vzorki, bylo mozné toto mnozstvi vyuzit.

MDA standard dodavany v kitu lipidni peroxidace by mél byt dle ke kitu pfilozenych
instrukci skladovan pfi -20 °C. Pii nasem skladovani doslo z technickych diivodi opakované
ke zvyseni teploty v mrazicim boxu az na-5 °C. Domnivame se, ze pravé tato skutecnost
zapricinila degradaci MDA. Tato degradace je znazornéna v Grafu 9. V grafu je patrné
snizeni sklonu kalibra¢ni kiivky S prodlouZenym c¢asem skladovani. Pro vyfeSeni tohoto
problému byl dokoupen byl novy MDA standard s jinymi skladovacimi podminkami
(pokojova teplota), které jsme byli schopni splnit.
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Degradace MDA pri nevhodném skladovani
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Graf 3: Degradace MDA pii opakovaném zvyseni teploty V mrazicim boxu

Po dosazeni optimalniho postupu pro stanoveni MDA bylo nejprve stanoveno primérné
mnozstvi MDA v chovu. Primérna hodnota MDA v chovu byla stanovena na (0,93 +
0,11) nmol MDA/ mg proteinu pii méfeni absorbance pii 532 nm a na (0,66 = 0,09) nmol
MDA/ mg proteinu pii vypoétu z korigované hodnoty absorbance. Vysledek korigované
absorbance by mél byt pfesnéjsi, nebot’ vychazi z vypoctu, ve kterém se zbavujeme vlivu

absorpce dalSimi latkami ve vzorku.

Soucasn¢ s optimalizaci jednotlivych stanoveni byl upravovan i vychozi objem
homogenizaéniho pufru pro spoleény smésny homogenat. Objem bylo nutné nastavit tak, aby
byl homogendt snadno pouzitelny pro vSechna tii spektrofotometrickd stanoveni. PBS
homogenizacni pufr byl pfidavan v rizném mnozstvi (10 mg mokré hmoty do 50 pul, 100 pl,
200 pul a 1000 ul PBS) pro vytvofeni riizné koncentrovaného homogenatu. Jako nejvhodné;si
homogenat, ktery byl pouzit pro stanoveni koncentrace celkového proteinu, TG i LPO, byl
vybran homogeniat 10 mg mokré hmoty/ 100 pl PBS. Piiniz§im mnozstvi PBS nebylo
dosazeno dostatecného mnozstvi vzorku pro veskera stanoveni. Navic z divodi malého
objemu PBS probihala homogenizace obtizng. Pifi vySSim fedéni bylo dosaZeno lepsi
homogenizace, avSak koncentrace TG a MDA byla pfili§ nizka pro detekci pomoci nadmi

pouzitych spektroskopickych metod.
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3.4 Testy toxicity ZnCl, - 4 a 7 dni ZnCl, (0,1; 0,5; 1,0 a 5,0 mg Zn/kg)
Roupice byly vystaveny ZnCl; o koncentracich 0; 0,1; 0,5; 1,0 a 5,0 mg Zn/kg agaru po dobu
4 a 7 dni. Viabilita roupic byla testovana ve tfech sériich po ¢tyfech miskach pro kazdou
koncentraci. Za mrtvé byly povazovany roupice, které nereagovaly na mechanicky stimul.
Umrtnost v kontrolni skuping nepreséhla 20 %. Ve viech testovanych miskach byla stanovena
procentualni viabilita roupic a v miskach s koncentracemi 0; 0,5 a 5,0 mg Zn/kg agaru byly

stanoveny hodnoty biomarkert a proteinu.

3.4.1 Ctyidenni test toxicity ZnCl,
Z vysledkt znazornénych v Grafu 4 je patrné, ze viabilita roupic se zvySujici koncentraci
ZnCl; postupné klesa. Rozdil ve viabilit¢ mezi jednotlivymi koncentracemi vSak neni p#ilis
pii expozici jednotlivym koncentracim. Pravé pro takovéto bliz8i posouzeni byla vyvinuta

snaha o optimalizaci a zavedeni biochemickych testi markera oxidativniho stresu.

U testu toxicity ZnCl; a nasledné i u testi s nZnO byl zaznamenan vzestupny trend hodnoty
SD pii zvySujici se koncentraci téchto latek. Tento fakt je pravdépodobné zapfiC¢inén tim,
7e pii zvysujici se koncentraci toxicke latky v agaru se roupice snazily z takového prostiedi co
nejrychleji uniknout (tzn. Gnikové chovani roupic). PreZivsi roupice v miskach s vysokymi
koncentracemi se nachazely pfevazné na okrajich misky a agaru, kde nemuselo dochazet
k expozici roupice na celém jejim povrchu. Tyto roupice zatéz vysokou koncentraci vétSinou
ptezily. Roupice, které se pohybovaly v agaru byly exponovany vice, a tudizZ mezi nimi bylo
nalezeno vice mrtvych jedinct. Toto chovani bylo zaznamenano jiz dfive, a to ve vétsi mife,

na vicko byl tento efekt zna¢né potlacen, avSak z vysledkti SD pro jednotlivé koncentrace

plyne, Ze jisty efekt inikového chovani roupic na testovani je zde neustéle.
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Graf 4: Viabilita roupic (%): expozice 4 dny ZnCl, (0,1; 0,5a 1,0 a 5,0 mg Zn/kg)
Namétené hodnoty TG jsou shrnuty v Tabulce 18 a graficky znazornény v Grafu 5.
Z vysledkl je zfejmé, Ze po Ctyfdenni expozici roupic ZnCl, nevykazuji sttedni hodnoty TG

pfi porovnani s kontrolou Zadny trend. Vzhledem k hodnotdm RSD je pozorovany rozdil

viabilitou je témét dvojnasobnd, nez u neexponované a prvni exponované skupiny.

Zajimavy je pomérné¢ velky rozdil mezi koncentracemi TG u roupic z chovu a u roupic
odebranych z negativni kontroly. Hodnota TG u roupic z chovu byla stanovena na (19,1 +
1,8) nmol TG/ mg proteinu. Hodnota TG u roupic z negativnich kontrol testi byla zna¢né
niz§i, pohybovala se mezi 11-12 nmol TG/ mg proteinu. Hodnota biomarkeru TG mize klesat
jako odpovéd na mechanické zachazeni s roupicemi pfi jejich pfenaseni do testu a vybirani
zZ agaru. Tento krok by mohl zapfic¢init sniZzeni hladiny TG oproti kontrole. Nastava ale otdzka,
zda odpovéd’ je daného biomarkeru skutecné odpovedi na oxidativni stres zpiisobeny ZnCl,
¢inZnO ¢i zda se systém organiSmu po stresové mechanické stimulaci pouze postupné
navraci do fyziologického stavu. Tuto otdzku nejsme bez dalSiho testovani schopni

zodpovédét. U MDA nebyl tento trend zaznamenan.
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Tabulka 18: Hladina TG u vzorkii roupic exponovanych 4 dny ZnCl, (0,5 a 5,0 mg Zn/kg)

TG 4 dny (nmol/mg proteinu) SD Rel. SD (%)
Kontrola 11,8 +1,3 11,0
0,5 mg Zn/kg 14,1 +1,3 9,5
5,0 mg Zn/kg 13,6 £33 24,3

Hladina TG - 4 dny ZnCl,
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. -
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Celkovy glutation (nmol/mg proteinu)
wv

M Kontrola &0,5mgZn/kg ®5mgZn/kg

Graf 5: Koncentrace TG u E. crypticus exponovanych 4 dny ZnCl, o koncentracich 0,5 a 5,0 mg Zn/kg

Data méfeni MDA jsou shrnuta v Tabulce 19 a graficky znazornéna v Grafech 6 (532 nm) a 7
(korigovana absorbance). Stfedni hodnoty hladin MDA nevykazuji ani trend ani rozdil mezi
nexeponovanou a exponovanymi skupinami, hodnota RSD v nejvice exponované skuping je
nejmensi. Pfi porovnani dat ziskanych pii 532 nm a dat ziskanych vypoétem z rovnice
pro korigovanou absorbanci je ziejmé, Ze c¢ast odezvy vzorkt je déana jinymi latkami

nez malondialdehydem.

Je t€zké urcit, zda jsou hodnoty MDA téméf neménné na zaklad¢é toho, ze proces lipidni
peroxidace Vv naSich vzorcich neprobihd, ¢i zda je nami nastaveny test nefunkéni. Je mozné,
7Ze nami nastavené stanoveni funguje, ale proces lipidni peroxidace potiebuje pro Svou
aktivaci del$i puisobeni toxické latky ¢i nemusi u E. crypticus vibec probihat. Zaroven mutze

zinek tyto procesy Vv roupicich aktivovat az pii pasobeni vy$sich koncentraci.
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Bez dalSich testd jsme nebyli schopni fici, zda je tento biomarker pro pouziti na E. crypticus
vhodny ¢i nikoliv. Pro dal$i postup bylo zvazovano bud’ zvyseni testované koncentrace zinku
¢i prodlouzeni Casu jeho pusobeni. Vybrana byla varianta druha, a to prodlouzeni casu
ptsobeni. Cas expozice byl v dalsim kroku prodlouZen ze 4 na 7 dni. Vysledky tohoto

sedmidenniho méfeni jsou shrnuty v nasledujici kapitole (3.4.2).

Pro svou neménnou hodnotu pii zvySujici se koncentraci ZnCl, byly oba biomarkery
shledany jako nedostacujici pro analyzu vzorkd roupic po ctyfdenni expozici 0,5 a 5 mg

Zn/kg.

Tabulka 19: Priimérnd hodnota MDA pro roupice exponované 4 dny ZnCl, (0,5 a 5,0 mg Zn/kg)

Vzorek MDA:;, (nmol/mg proteinu) sSD Rel. SD (%)
Kontrola 0,94 +0,08 |85

0,5 mg Zn/kg 0,94 +0,10 | 10,8

5,0 mg Zn/kg 0,91 +0,02 |21

MDAkor (nmol/mg proteinu)

Kontrola 0,66 +0,07 114

0,5 mg Zn/kg 0,64 +0,10 | 15,2

5,0 mg Zn/kg 0,63 +0,04 |63
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MDA p¥i 532 nm - 4 dny ZnCl,

nmol MDA/ mg proteinu

H Kontrola - 532 nm 0,5 mg Zn/kg - 532 nm H5 mgZn/kg-532 nm

Graf 6: Hladina MDA (vypoctena z absorbance pri 532 nm) u E. crypticus u exponovanych 4 dny ZnCl, 0
koncentraci 0,5 a 5,0 mg Zn/kg

MDA pfi korigované absorbanci -
4 dny ZnCl,

nmol MDA/ mg proteinu

0
H Kontrola - kor M 0,5 mg Zn/kg - kor 5 mg Zn/kg - kor

Graf 7: Hladina MDA (vypoctena z korigované absorbance) u E. crypticus u exponovanych 4 dny ZnCl, 0
koncentraci 0,5 a 5,0 mg Zn/kg
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3.4.2 Sedmidenni test toxicity ZnCl,
Z Grafu 8, vekterém je vyobrazena viabilita roupic po sedmidenni expozici ZnCl,
0 koncentracich 0; 0,1; 0,5; 1,0 a 5,0 mg Zn/kg agaru, je ziejmé, ze celkova viabilita roupic

s prodlouzenim Casu expozice klesa.

Viabilita - 7 dni ZnCl,
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Graf 8: Viabilita roupic (%): expozice 7 dni ZnCl, (0,1; 0,5; 1,0 a 5,0 mg Zn/kg)

Data méfeni TG pro sedmidenni expozici ZnCl, jsou shrnuta v Tabulce 19 a graficky
znazornéna v Grafu 9. Na rozdil od ctyfdenniho testu, po sedmidenni expozici ZnCl,
nachazime v naméfenych hodnotach TG viditelny vzestupny trend mezi exponovanymi
skupinami a kontrolou. Tento trend se da povazovat za hrani¢né statisticky vyznamny.
Stanoveni TG maji v danych skupindch vyrazné¢ niz$i hodnotu RSD, nez tomu bylo u
¢tyfdenniho testu. V piipadé Cctyfdenniho testu bude patrné hodnota RSD projevem
individualnich rozdili v dynamice odezvy na stresovy podnét. Zda se, ze po 7 dnech
ptestavaji byt tyto individudlni rozdily podstatné a projevuje se celkovy ucinek stresoru na

populaci roupic.

ZvySeni TG u exponovanych roupic by mohlo znacit, Ze se jako odpovéd’ na oxidativni stres
zpusobeny ZnCl, v organismu aktivovala zvySena syntéza glutationu. JelikoZ v Zivotnim
prostiedi dochazi k expozici spiSe nizkymi koncentracemi po del§i dobu, bylo by pro dalsi

praci zajimavé ¢as pusobeni ZnCl; prodlouzit a hladinu TG dale sledovat.
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Tabulka 20: Hladina TG u vzorkii roupic exponovanych 7 dni ZnCl, (0,5 a 5,0 mg Zn/kg)

TG 7 dni (nmol/mg proteinu) SD Rel. SD (%)
Kontrola 12,0 + 0,44 3,7
0,5 mg Zn/kg 13,9 + 0,68 4,9
5,0 mg Zn/kg 14,0 +1,37 9,8

Hladina TG - 7 dni ZnCl,
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Graf 9: Koncentrace TG u E. crypticus exponovanych 7 dni ZnCl, o koncentracich 0,5 a 5,0 mg Zn/kg

Data méfeni MDA po sedmidenni expozici ZnCl, jsou shrnuta v Tabulce 21 a graficky

znazornéna v Grafech 10 (absorbance pii 532 nm) a 11 (korigované absorbance).

Sttedni hodnoty MDA pfi pouziti nekorigované absorbance se sice 1isi, ale diky vysoké
hodnoté¢ SD (ptipadné RSD) nejsou tyto rozdily statisticky vyznamné. Na hodnoty RSD
mohou mit vliv jak biologické faktory (rozdil v odolnosti jedinct viici dopadiim oxidativniho

stresu) tak i analytické faktory (vliv pfipravy vzorku).

Pti vyhodnoceni s pouzitim korigované hodnota MDA se hodnota RSD snizuje. To by mohlo
dokazovat, zZe se pii pouziti korigované hodnoty skutec¢né¢ odstranuje vliv interferujicich latek
na vysledek stanoveni. Vysledky vykazuji vzrlstajici trend pro hodnotu MDA

U exponovanych roupic v porovnani s negativni kontrolou. Tyto vysledky mizeme povazovat
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za statisticky vyznamné. ZvysSeni hladiny MDA po sedmidenni expozici ZnCl,, muze byt
dano tim, ze lipidni peroxidace je komplexni proces probihajici v mnoha krocich. Proto
je mozné, ze potfebuje pro svou aktivaci del$i ¢asovy usek a po Cétyfdenni expozici jesté

nebyla dostate¢né aktivovana.

Hladina MDA byla zvySena v piipadé obou testovanych koncentraci, avSak jeho vyssi
hodnota byla pii niz§i koncentraci ZnCl, (Tabulka 21). Redoxni systém organismu
a antioxidacni mechanismy jsou velmi komplexni, a ne vzdy musi byt odpovéd’ biomarkeru
linearni se zvysujici se koncentraci chemické latky. Stejné tomu je naptiklad ve studii Li et al.
(2011), kde pti 96 h expozici Eisenia fetida nZnO na filtratnim papife byl pti koncentraci
50 mg nZnO/l aplikovaného roztoku zaznamenan nardst aktivity SOD oproti kontrole,

pri¢emz pti koncentraci 100 mg/l tato aktivita opét klesala (Li et al., 2011).

Tabulka 21: Primérnd hodnota MDA pro roupice exponované 7 dni ZnCl, (0,5 a 5,0 mg Zn/kg)

Vzorek MDA:;, (nmol/mg proteinu) SD Rel. SD (%)
Kontrola 0,91 + 0,24 26,3

0,5 mg Zn/kg 1,57 +0,31 19,8

5,0 mg Zn/kg 1,23 +0,11 9,3

MDAkor (nmol/mg proteinu)

Kontrola 0,47 +0,14 29,3

0,5 mg Zn/kg 1,09 +0,18 16,6

5,0 mg Zn/kg 0,78 +0,05 7,0
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MDA p¥ri 532 nm - 7 dni ZnCl,
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Graf 10: Hladina MDA (vypoctend z absorbance pii 532 nm) u E. crypticus u exponovanych 7 dni ZnCl,
o koncentraci 0,5 a 5,0 mg Zn/kg

MDA pfri korigované absorbanci -
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Graf 11: Hladina MDA (vypoctend z korigované absorbance) u E. crypticus u exponovanych 7 dni ZnCl,
o0 koncentraci 0,5 a 5,0 mg Zn/kg
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3.5 Testy toxicity nZnO - 7 dni nZnO (3 a 30 mg Zn/kg)
Pti vybéru testovanych koncentraci nZnO jsme stejné jako u ZnCl, vychazeli z LCsq, ktera

je pti ¢tyidenni expozici nZnO 43,7 mg Zn/kg. Testovany byly koncentrace 3 a 30 mg Zn/kg
agaru po dobu 7 dni.

Toxicita nZnO je pravdépodobné Vv nejvEétsi mife zplsobena rozpusténymi ionty. Jelikoz je
vSak ZnO méné rozpustny nez ZnCl,, je vysledna toxicita ZnCl; vyssi. Proto se LCsp NZnO

a Z n¢ho vychdzejici testovani toxicity nZnO pohybuji ve vyssich koncentracich.

Viabilita - 7 dni nZnO
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Procento zivych roupic (%)
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Graf 12: Viabilita roupic (%): 7 dni nZnO (3 a 30 mg Zn/kg agaru)
Data méteni TG po sedmidenni expozici nZnO jsou shrnuta v Tabulce 22 a graficky
znazornéna v Grafu 13. Pozorované rozdily ve stfednich hodnotach TG nejsou statisticky

vyznamné. Stejné jako u testovani toxicity ZnCl, roste s mirou expozice hodnota RSD.

To muze byt dano vnitrodruhovou variabilitou testovanych organismii.

Tabulka 22: Hladina TG u vzorki roupic exponovanych 7 dni nZnO (3 a 30 mg Zn/kg)

TG 7 dni (nmol/mg proteinu) SD Rel. SD (%)
Kontrola 11,6 +0,58 |5,0
3 mg Zn/kg 11,5 +0,82 | 7,1
30 mg Zn/kg 13,5 +2,11 156
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Hladina TG - 7 dni nZnO
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Graf 13: Koncentrace TG u E. crypticus exponovanych 7 dni nZnO o koncentraci 3 a 30 mg Zn/kg

Data mé&feni MDA po expozici nZnO jsou shrnuta v Tabulce 23 a graficky znazornény
v Grafech 14 (532 nm) al1l5 (KOR). V obou piipadech (u nekorigované i korigované
absorbance) je viditelny naznak mirného (ovSem statisticky nevyznamného) zvyseni MDA
pfinejvyssi testované davce. Pouziti korigované absorbance vSak oproti vysledkim
sedmidennich testd se ZnCl, tentokrat nevedlo ke snizeni RSD. Mohl by se tu projevovat

interference nanocastic.

Tabulka 23: Primérnd hodnota MDA pro roupice exponované 7 dni (3 a 30 mg Zn/kg)

Vzorek MDA:;; (nmol/mg proteinu) SD Rel. SD (%)
Kontrola 0,80 +0,09 10,7
0,5 mg Zn/kg 0,66 +0,11 | 16,3
5,0 mg Zn/kg 1,03 +0,18 174
MDAkor (nmol/mg proteinu)
Kontrola 0,45 +0,09 | 20,8
0,5 mg Zn/kg 0,39 +0,07 | 184
5,0 mg Zn/kg 0,62 +0,14 | 234
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7 dni nZnO - MDA p¥i 532 nm
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Graf 14: Hladina MDA (vypoctenad z absorbance pri 532 nm)) u E. crypticus u exponovanych 7 dni nZnO o koncentraci 3
a 30 mg Zn/kg
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0
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Graf 15: Hladina MDA (vypoctend z korigované absorbance) U E. crypticus u exponovanych 7 dni ZnCl, o koncentraci 3
a 30 mg Zn/kg

Statisticky vyznamné zvyseni hladin TG a MDA bylo zaznamenano u sedmidenni expozice

ZnCl,. U stejné dlouhé expozice nZnO statisticky vyznamné vysledky zaznamenany nebyly.
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Tento fakt mize poukazovat na to, Ze pro organismus E. crypticus je toxictéjsi latkou ZnCl,
nez nZnO. Je pravdépodobné zplsoben rozpustnosti jednotlivych latek, kdy ZnCl, je oproti
ZnO znacné rozpustnéjsi a do agaru uvoliuje vic zineCnatych kationtd. Ty jsou
pravdépodobné hlavnimi Ciniteli pfi vzniku oxidativniho posSkozeni organismu. Jelikoz
Vv zivotnim prostfedi dochazi k expozici spiSe nizkymi koncentracemi po delsi dobu, bylo by

pro dalsi praci zajimavé ¢as pisobeni zinku prodlouzit a hladinu TG déle sledovat.

Vpraci tymu Hu et al. (2011) bylo sledovano pusobeni nZnO na Eisenia fetida
vV koncentraénim rozmezi 0,1 — 5,0 mg Zn/kg pidy. Po sedmidenni expozici byla
zaznamenana zvySena genotoxicita a oxidativni stres jiz pfi 1,0 mg Zn/kg pidy. V nasem
pfipad€ byl mozny oxidativni stres detekovan aZ pii koncentraci nZnO 30 mg Zn/kg agaru.
Jelikoz byl pfi nasi studii pouzit jiny pidni bezobratly (E. crypticus) s rozdilnymi vlastnostmi

a expozice byla provadéna v jiném médiu, nelze tyto vysledky zcela porovnavat.

Porovnavani s dal§imi studiemi nebylo mozné, nebot nebyla nalezena zadnad studie
analyzujici toxicitu nZnO dispergovanych v agarovém médiu na roupicich E. crypticus

pomoci biomarkera oxidativniho stresu.
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4 ZAVER
Primyslové vyrdbéné nanocastice, véetné nZnO se V soucasné dob¢ stavaji takika béznou
soucasti zivotniho prostiedi. Pro blizsi pochopeni jejich interakce se Zivou hmotou je dilezité
vytvofit vhodné ekotoxikologické testy, které by napomohly pochopit mechanismus piisobeni

jednotlivych nanocastic.

Testovanym organismem v této praci byly roupice Enchytraeus crypticus, které byly
exponovany koncentracim 0,1; 0,5; 1,0 a 5,0 mg Zn/kg agaru v podobé ZnCl; a 3 a 30 mg
Zn/kg agaru. Test byl u obou latek proveden testovani s expozi¢nim ¢asem 7 dnti, u ZnCl; byl

navic proveden test na 4 dny.

Sledovana byla viabilita roupic a biochemickd odpovéd markert oxidativniho stresu
malondialdehydu a glutationu. Stanovovéana byla i hladina celkového proteinu ve vzorku,
ke které se mnozstvi biomarkerii vztahovalo. Béhem praktické ¢asti prace se vSechna
tii biochemicka stanoveni podafilo zoptimalizovat pro spektrofotometrickou analyzu vzorkd
roupic E. crypticus. Pro kazdé stanoveni byl vytvofen vysledny optimalizovany postup
stanoveni vyuzitelny v testech ekotoxicity nZnO i dalsich prumyslové vyrabénych nanocastic

na roupicich E. crypticus.

Z vysledkil plyne, Ze pfezivsi roupice ze skupin s nizsi viabilitou vykazuji vyssi, 1 kdyZ ne
vzdy statisticky vyznamnou stfedni hodnotu hladiny ndmi vybranych biomarkerti oxidativniho
stresu (TG, MDA). Hladiny testovanych biomarkerti maji u roupic ze skupin s nizsi viabilitou
Casto vyS§i hodnotu RSD. Tento fakt mohl byt zapii¢inén vlivem tnikového chovani,
individudlni odolnosti apod. Statisticky vyznamné zvySeni hladin TG a MDA bylo
zaznamenano u sedmidenni expozice ZnCly. U stejné dlouhé expozice nZnO statisticky

vyznamné vysledky nebyly zaznamenany.

Z nasich vysledkt plyne, Ze oxidativni stres je jednim z mechanismu ucinku obou testovanych

forem zinku.

Pro dalsi testovani by bylo vhodné prodlouzit ¢as expozice roupic E. crypticus. Dale by bylo
zajimavé provést méfeni biomarkerti s vétSim rozsahem koncentraci pro vytvofeni kiivky
davka — ucinek. DalS§im krokem by mohlo byt pfidani dalSich biomarkerti oxidativniho stresu,

napiiklad velmi Casto vyuzivané katalazy ¢i superoxid dismutazy.
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