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ABSTRAKT

Prace se zabyva studiem vztahu bunééné viability a koncentrace glutathionu po
pusobeni toxinll s riznym mechanismem u¢inku. U bunéénych linii A549 a Jurkat byl
studovan tc¢inek CDDP, DEM, DMSO a tBHP. Ke studii byl vyuzit WST-1 test pro sledovani
Zivotaschopnosti bunék po expozici toxinim. Hladina intracelularniho glutathionu byla
stanovena pomoci fluorescenéni sondy monochlorobiman s fluorometrickou detekci.

Bunééné linie A549 a Jurkat byly inkubovany 1, 3, 6, 18, 21 a 24 hodin s vybranymi
toxiny o rizné koncentraci. Bylo zjisténo, ze u bunétné linie Jurkat dochazi k poklesu
viability pfed poklesem koncentrace intracelularniho glutathionu po expozici DMSO a tBHP.
U piisobeni toxinu DEM na buniky Jurkat a ovlivnéni bunék A549 vSemi vybranymi toxiny
predchazi pokles GSH poklesu bun&éné viability. Z celkovych vysledki vyplyva, Ze bunééna
linie A549 je Kk ptsobeni nami vybranych toxickych latek méné citliva nez bunétna linie

Jurkat.

KLICOVA SLOVA:
AS549 bunky, Jurkat bunky, bunécna viabilita, glutathion, cytotoxicita.



ABSTRACT

The thesis deals with studying cell viability and glutathione concentration after
treatments with toxins of different mechanism of action. CDDP, DEM, DMSO a tBHP
treatments were studied on A549 and Jurkat cell lines. The WST-1 test was used for
monitoring cell viability after toxin exposure in this study. A level of intracellular glutathione
was determined by a fluorescence probe monochlorobimane followed by fluorometric
detection.

The A549 and Jurkat cell lines were incubated for 1, 3, 6, 18, 21 and 24 hours with
selected toxins at various concentrations. We found that a decrease of cell viability is
preceded by depletion of intracellular glutathione after exposure to DMSO and tBHP in Jurkat
cells. The reduction of GSH levels is preceded by reduction of cell viability after exposition
of DEM to Jurkat cells and after treatment of A549 cells with all selected toxins. In
conclusion, the A549 cells are less sensitive to the acting of selected toxins than the Jurkat

cells.

KEY WORDS:
A549 cells, Jurkat cells, cell viability, glutathione, cytotoxicity.
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UVvOoD

Hlavni roli pfi zaniku buniky hraje déj zvany oxidacni stres. Pfi takovéto reakci
dochazi v bunice ke vzniku nebezpecnych volnych radikalii. Pfi¢inou oxida¢niho stresu mohou
byt riizné toxiny, xenobiotika, patogeny a dalsi latky poskozujici buiiku. Plice jsou tak jednim
Z Casto postizenych organt pii toxickém ptisobeni téchto latek. Aby byly Iépe pochopeny
mechanismy plisobeni toxickych latek na plicni bunky, vyuzivd se ve vyzkumné oblasti
k tomto ucelu bunééna linie A549 adenokarcinomu lidskych plic. Stejné tak se v dnesni dobé
Casto setkdvame s onemocnénimi leukemickych bunék. Pro ucely jejich zkouméni se vyuziva
imortalizovana bunééna linie lidskych T-lymfocyta Jurkat.

V kazdé buiice nalezneme antioxidacni systém, ktery builky chrani pfed ptisobenim
nebezpecnych latek a tim muZze zabranovat vzniku oxidac¢niho stresu. Jednim z takovych
antioxidantt je tripeptid glutathion. Glutathion se podili na odstranovani reaktivnich forem
kysliku (ROS) a zpusobuje tak detoxikaci nékterych xenobiotik. Oxidacni stres vede tedy ke
snizeni hladin GSH a jeho nasledné depleci. Nemusi zde ale vzdy dojit k naruseni bunécné
struktury. Charakteristiky GSH se vyuziva pfedev§im v antioxidaéni terapii u nadorového
bujeni. Z tohoto divodu je tfeba pochopit mechanismus deplece glutathionu v zavislosti na
oxida¢nim stresu, aby mohla byt pfedepsana vhodné antioxidacni terapie. Zaroven je tieba si

uvédomit souvislost deplece glutathionu a pfipadné buné¢né viability.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Typy bunééné smrti

Po dlouhou dobu byly typy bunééné smrti rozdéleny do nékolika mechanismil
z hlediska fyziologického a patologického, ale i podle morfologickych a jinych znakd, jez
bunika vykazuje. Timto zpiisobem byla bunécna smrt rozdélena do né¢kolika typtd. Ovsem
V dnesni dobé je bunétnd smrt definovana 1 na zékladé biochemickych a funkc¢nich
perspektiv, protoze byly odhaleny i jiné cesty, které vedou k bunécné smrti. Jedné se o nové
definice pojmia vnitini a vné&j$i apoptdzy, nekrozy a s ni souvisejici nekroptdzy. V tomto
novém hledisku definice bunééné smrti nebyla opomenuta ani bunééna smrt zprostiedkovana
pomoci autofagie (Galluzzi et Vitale, 2018; Kroemer et al., 2008).

V poslednich desetiletich doSlo k odhaleni n¢kolika mechanismii, které vedly
k eliminaci poskozenych bun¢k za pomoci regulované bunécné smrti. Tyto mechanismy vSak
maji dva odlisné scénafe. Prvnim z nich je, ze k regulované bunééni smrti dochazi, aniz by
bylo naruseno exogenni prostfedi buiky, kdy se tedy jednd o fyziologickou bunécnou
eliminaci, tedy programovanou bunécnou smrt (Galluzzi et Vitale, 2018). Do tohoto prvniho
typu fadime apoptozu a autofagii (Eisenberg-Lerner et al., 2009). Druhou cestou je bunééna
smrt zpisobena narusenim intracelularniho ¢i mimobunééného prostredi. Je dulezité fici, ze
zde dochazi k adaptaci bunky na pisobeni intenzivniho ¢i dlouhodobého stresu a dochazi tak
k obnoveni homeostazy. OvSem tyto adapta¢ni odezvy jsou pouze na Urovni zachovani
biologické rovnovahy bunck, ¢imz dochazi k udrZzeni homeostazy i1 na Grovni organismu ¢i
kolonie. Dochazi pravé k odstranéni zbyte¢nych nebo potencialné nebezpeénych typi bunék
(Galluzzi et Vitale, 2018). Na zakladé tohoto mechanismu pracuje nekroza, ktera je tedy
typem regulované bunétné smrti, ale nespada do bunééné smrti programované (Eisenberg-

Lerner et al., 2009).
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Tabulka | : Presné terminologie souvisejici s bunéfénou smrti dle Nomenclature
Committee on Cell Death 2018 (Galluzzi et Vitale, 2018)

nevratna degenerace zivotn¢ dulezitych bunécnych funkci
Bunécéna smrt S naslednou ztratou bunécné integrity (propustnost

plasmatické membrany ¢i bunécnd fragmentace)

zv1astni forma regulované bunécné smrti, ktera se vyskytuje
Programovana bunécna

za fyziologického scénare. Netyka se poruch homeostazy a
smrt (PCD)

nevyskytuje se v souvislosti s nedostate¢nou adaptaci na stres

forma bunécné smrti, ktera je vysledkem aktivace jednoho
Regulovana bunééna smrt ]
nebo vice signdlnich transdukénich moduld, a proto miize byt

(RCD)
farmakologicky nebo geneticky regulovana (do urcité miry)
) forma regulované bunécné smrti, ktera mechanicky zavisi na
Autofagie . _ o
mechanismu autofagie nebo jejich soucastech
metoda regulované bunééné smrti vyvolana poruchami
Nekroptoza extracelularni nebo intracelularni homeostazy, ktera kriticky

zavisi na MLKL, RIPK3 a kinazové aktivité RIPK1.

1.1.1 Apoptoza

Nézev programované bunééné smrti ,,apoptoéza* poprvé pouzil J. F. Kerr ve své
publikaci, kde se zabyval objevem a popsanim regulované bunééné smrti (Kerr et al., 1972).
Apoptoza je primarni formou regulované bunécné smrti, jejiZ mechanismus a charakter je
v dnes$ni dob¢ jiz relativné dobfe definovan (Ashkenazi et Salvesen, 2014). Hlavni roli v
této nejCastéji probihajici programované bunécné smrti zastava skupina specializovanych
bilkovinnych enzymi. Jednim a nej€astéjSim z nich je protein p53, ktery ma v burice kontrolni
funkci. Protein p53 je aktivovan ve chvili, kdy je bunééna DNA posSkozena takovym
zpusobem, Ze bunika neni schopna provést ochranné mechanismy. Dochézi tak ke kumulaci
proteinu p53 v jadie a cytoplazmé, ¢imz koncentrace tohoto proteinu je zvySena natolik, Ze
napomaha permeabilizaci membrany mitochondrii. Zaroven protein p53 rozhoduje jak o
zastaveni rustu buiiky, tak o ptipadné bunééné smrti. (Ashkenazi et Salvesen, 2014; Chipuk
et al., 2004; Hohenberge, 2005; Xu et al., 2006).

Typickym znakem pro apoptdzu je viditelna zména v morfologii burky, kterou mtze
byt odlouceni buiiky od bazalni membrany a okolnich bunék. Tim se bunka svrastuje, dochazi

K jejimu zakulaceni a tvorbé tzv. puchyiku, které mohou byt povrchové, ale i dynamické a
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jsou vysledkem oddéleni plazmatické membrany od cytoskeletu. Puchyiky nachazejici se na
povrchu bunék upozoriiuji na pocatecni stadium apoptdzy. Oproti tomu dynamické puchytky
dochazi ke kondenzaci jadra a fragmentaci DNA (Ashkenazi et Salvesen, 2014; Sebbagh et
al., 2001).

U apoptdzy se uplatiiuji dvé zakladni drahy, které vedou k nasledné bunécné smrti.
Jednou z téchto signalnich drah je draha vnitini. Ta zprostfedkovava vétSinu proapoptotickych
signall a je fizena plsobenim faktorli rodiny BCL-2 a Bax. Druhou moZnou cestou aktivace
apoptézy je vnéjsi draha, ktera je spusSténa aktivaci smrticich domén TNF-receptorové
nadrodiny, jez se nachdzi na plasmatické membrané. Tyto domény mohou byt spustény
pomoci iniciator bun€k, mezi které patii CD95, TRAIL-R1 a TNFo/TNFR1. Domény tak
spusti apoptdézu pomoci vazby na specifické receptory, které se nachdzi na povrchu bunék.
Tato draha je tedy aktivovana pomoci vazby ligandu smrti na receptory, kdy receptory tvori
trimery a skrze adaptorové proteiny dochazi k aktivaci kaspaz (Gyrd-Hansen et Meier,
2010). Diky indukci posttranslaénich modifikaci dochazi také k regulaci kaspaz, kdy se
uplatiiuje indukce pomoci ligandu TRAIL. Dochazi tak ke stabilizaci kaspazy a tim se zvySuje
jeji téinnost (Xu et al., 2014).

Apoptéza mize byt regulovana i pomoci antiapoptickych molekul BCL-2. Tyto
molekuly integruji signalizaci stresu a tim podporuji piezivani bun€k. BCL-2 jsou tedy
ukazatelem, zda rakovinova bumka pfezije, nebo podlehne apoptické smrti. Bylo vSak
dokazano, Zze mnoho proteint pochazejicich zrodiny BCL-2 vykazovalo aktivitu pro
potlaceni nadoru. Oproti tomu nadmérna exprese proteini z rodiny BCL-2 podporovala
ptezivani rakovinové bunky (Delbridge, 2015).

Z hlediska mikroskopického jsou apoptické bunky ve svételném mikroskopu patrné
jako malé, shluklé, je viditelny kondenzovany chromatin a fragmentace DNA v jadre

(Ashkenazi et Salvesen, 2014; Slama et al., 2006).

1.1.2 Nekroza

Dalsi formou bunééné smrti je nekroza (Ashkenazi et Salvesen, 2014;
Nikoletopoulou, 2013). Zda buiika umira v disledku apoptoézy ¢i nekrozy zavisi na povaze
signalu pro bunécnou smrt, typu tkang, fyziologii tkané a prostedi (Zeiss, 2003). Nadorové
bunky se vSak vyznacuji i tim, Ze jsou rezistentni k programované buné¢né smrti, tedy
apoptoze a autofagii a uplatiiuje se u nich mechanismus nekrozy (Murphy et al., 2013; Wu et

al., 2012). I ptes to, ze v historii byla za formu bunééné smrti povazovana pouze apoptoza,
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nasledné védecké vyzkumy zamétené na nekrézu odhalily, Ze buiiky s nekrotickou morfologii
mohou zanikat pomoci regulované nekrozy (Degterev et al., 2005; Quyjang et al., 2012).
Tento proces probiha u bunééné linie, ktera je na apoptozu rezistentni. Dochazi k indukci
pomoci TNF-a a TNFRI, zatimco je apoptoza blokovana (Ashkenazi et Salvesen, 2014;
Tonnus et al., 2018). Opét u nekrézy hraji hlavni roli receptory smrti a jejich ligandy. Jak jiz
bylo uvedeno, muze jim byt TNF-a, ale také FasL a TRAIL (Quyang et al., 2012). U tohoto
procesu regulované nekrozy byly identifikovany kinazy RIPK a PARPI1, které jsou
v regulované nekrdze klicovou komponentou a pozd¢ji se zacala pouzivat zkracend forma této
nekrozy, tedy nekroptoza (Degterev et al., 2005; Quyang et al., 2012). Nekroptdza je forma
regulované bunééné smrti, ktera je vyvolana poruchami bunécného mikroprostedi (Galluzzi
et Vitale, 2018). Nekroptoza se stala velmi diskutovanym tématem, a to diky jejimu
charakteru. Jedna se o typ regulované bunécné smrti, kdy dochézi ke kritické indukéni fazi
pomoci apoptdzy, ale jeji morfologicky charakter vyplyva z nahodné nekrozy (Ashkenazi et
Salvesen, 2014).

Nekroza ale stale kriticky pfispiva k riznym patofyziologickym procesiim. Jsou jimi
napiiklad rejekce transplantatu, sepse, infarkt myokardu, autoimunitni poruchy a dalsi
(Tonnus et al., 2018). Zaroven byl odhalen fakt, ze ROS a tim zvySeni mitochondrialni
aktivity, stejné tak jako peroxidace lipidd, hraji jednu z hlavnich roli pfi nekrotické bunécné
smrti (Ashkenazi et Salvesen, 2014). Z hlediska morfologického u nekrozy dochazi
K integraci plazmatickych membran, tim dochdzi k tzv. bobtnani organel, ptedevSim
mitochondrii, a zvétSovani objemu cytoplazmy. Po procesu bobtnani ptichdzi ruptura organel,
ale 1 samotné cytoplazmatické membrany, nasleduje kondenzace chromatinu a imploze bunék.
Jadro je béhem takového procesu zvétSeno, ale jak jiz bylo uvedeno, nedochazi k jeho
poruseni, jako je tomu naptiklad u apoptozy (Ashkenazi et Salvesen, 2014; Nikoletopoulou,
2013).

Z mikroskopického hlediska je nekroza snadno odliSitelnd od apoptozy. Ve svételném
mikroskopu je patrné zvétSeni bunck a jejich rozpad. Oproti tomu v elektronovém
mikroskopu mulzeme pozorovat shluk chromatinu, zvétSeni organel a nasledny rozpad

bunééné membrany (Slama et al., 2006).

1.1.3 Autofagie
Z hlediska fyziologie je autofagie nezbytnd pro spravny vyvoj organismu a udrZzovani
jeho homeostazy (Klionsky, 2008). Pokud je ale stalost vnitiniho prostiedi narusena, dojde ke

zméné ristu a vyvoje buiiky (Uberall, 2010). Autofagie zprostiedkovava odstranéni
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dysfunk¢nich proteinti a organel (Ramirez-Sagredo et al., 2016). Jedna se o proces, kdy
jednotlivé bunky stravi vlastni bunéény material pomoci intracelularnich vezikula (=
autofagosomil), jez se Ucastni cesty rozkladu pomoci lysozomu, se kterym se pozd¢ji spoji.
Dochazi tedy k odstranovani casti buiky, které jsou poSkozené Ci zcela nepotiebné tzv.
»samopoziranim®. Zaroven autofagie zabrafiuje hromadéni proteinti a podporuje lepsi
adaptaci v pripad¢€ nepiiznivych podminek, jakymi jsou hypoxie, nedostatek Zivin nebo vznik
oxidaéniho stresu. (Klionsky, 2008; Kroemer et al., 2008; Ramirez-Sagredo et al., 2016).
Autofagii 1ze také popsat jako d¢j, pti kterém vznika novy utvar s membranou, tzv. fagofor.
Takovy utvar se postupné¢ rozsifuje, nastava obaleni molekul uréenych pro likvidaci, tim je
uzaviena dvoumembranova struktura a vznikd autolysozom, v némz dochézi k rozlozeni
obsahu, ktery je po vypusténi zpét do cytosolu vyuzit pro syntézu dalSich potifebnych
molekul, ¢i jako zdroj energie (Parzych et Klionsky, 2014). Tento mechanismus je
uplatiiovan pii vzniku bunécného stresu, piedev§im z nedostatku zivin, naptiklad pfi
hladovéni, ¢imZ dochazi k rozkladu proteint (Ramirez-Sagredo et al., 2016; Uberall, 2010).
Na rozdil od apoptdzy, kdy dochazi ke kolapsu cytoskeletu a St€épeni DNA v Casné fazi,
degradace organel probiha ve fazi pozd¢jsi programované bunééné smrti. U autofagie je tomu
jinak. Zde dochazi k rozpadu organel ve fazi rané¢ a k degradaci cytoskeletu az ve fazi
pozdéjsi. Co maji ale apoptdza a autofagie spolecného je, Ze nejsou provazeny zanétlivou
reakci okolni tkang, jako je tomu u vyse uvedeného procesu bunééné smrti nekrézy (Uberall,
2010).

Autofagii lze délit na zdklad¢ selektivity jednotlivych organel. Mezi selektivni
autofagii spada mitofagie, retikulofagie, pexofagie, ribofagie ¢i xenofagie (Johansen et
Lamark, 2011). Obecné vsak autofagii mizeme délit dle cesty poskozenych casti buiiky do
lysozomu. Prvni typ je zpusoben rozpadem proteinli pomoci autofagozomt, kdy dojde ke
vzniku dvoumembranového vezikulu uvnitf buiiky. Autofagozom poté oddéli material pro
degradaci od zbytku bunky. Nasledné tyto organely splynou s lysozomy a zde probéhne
hydrolyza bilkovin pomoci enzymi. Druhym typem je proces, kdy jsou pomoci vchlipeni
lysozomalni membrany niceny organely jako jsou ribozomy nebo peroxizomy. Struktury
téchto organel nasedaji pravé na lysozomalni membranu, kde jsou invaginovéany. Posledni typ
autofagie je zprostfedkovan pomoci chaperonti. Dochdzi k rozpadu cytoplazmatickych
proteinti, které jsou rozpoznany, rozbaleny a transportovany pies lysozomalni membranu. Zde
se vazi na membranové proteiny (Uberall, 2010; Lynch-Day et Klionsky, 2010).

V posledni dobé je Casto diskutovan vztah mezi nddorovym onemocnénim a samotnou

autofagii. Je zndmo, ze nadorova builka vykazuje nekontrolovatelné mnozeni bez zavislosti na
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typu tkané. Dochézi u ni k rychlému mnoZeni bunék a je zde potlacena bunécéna smrt, tedy 1
samotnd apoptickd drdha. Nekteré nadorové bunky ale vykazuji rtizné typy autofagické
aktivity. Neni vSak stale jasné, zda se jedna o autofagii branici vzniku nadoru, ¢i zda se tento
typ autofagie podili na riistu samotného nadoru. Autofagie vSak ptsobi jako mechanismus,
ktery chrani organismus pfed oxida¢nim stresem pomoci odstranéni organel, z ¢ehoz plyne

teorie, Ze tento mechanismus spise podporuje piezivani nadorové buiky (Uberall, 2010).

Tabulka Il: Typy bunééné smrti a jejich morfologie (Kroemer et al., 2008; upraveno dle

Galluzzi et Vitale, 2018)

Typ bunééné )
_ Morfologické znaky Dalsi informace
smrti
obly tvar buiky
stazené pseudopodie Typ programované
Apoptéza zmenseni jadra bunécéné smrti bez
modifikace cytoplazmatickych organel patologie tkan¢
pohlceni fagocyty
Regulovana smrt bunky
zdufeni cytoplazmy _
] S patologickym
prasknuti plazmatické membrany )
Nekroza ‘ postiZenim okolni
zvétSeni cytoplazmatickych organel ]
. tkan¢, maze byt i
sniZzena kondenzace chromatinu ) '
fyziologicka
ztrata kondenzace chromatinu
] masivni vakuolizace cytoplazmy Bunécna smrt za
Autofagie ' _
zdvojeni membrany u vakuol pomoci autofagie
bez pohlceni fagocyty
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1.2 Oxidacni poSkozeni bunék
Jesté pred tim, nez dojde k vySe uvedenym déjim bunécné smrti, musi byt dana bunka
néjakym zpisobem a do jisté miry poSkozena. Jednim ztomu napomahajicich d&ju je i
oxidacni stres buiiky, ktery miize vést pozdé€ji az k jeji smrti. To znamenad, Ze za normalnich
podminek buiika vykazuje rovnovahu mezi ROS a antioxidanty. V kazdé z bun¢k probihaji
metabolické drahy, ve kterych se uplatiuji predev§im oxida¢né-redukéni reakce. Behem
tohoto procesu vznikaji volné radikaly, které mohou zplisobovat poskozeni CcCinnosti
bunécnych struktur ¢i blokovat jejich funkei. Rovnovéaha v buiice je tak naruSena ve prospéch
ROS. V tomto ptipadé€ pak dochazi ke zvySené tvorbé volnych radikall a antioxidaéni systém
organismu jiz nezvlada eliminovat tyto slozky. Burika je tak vystavena oxida¢nimu stresu,
diky némuz dochazi k navozeni apoptdzy (Soga, 2012). Ke vzniku oxida¢niho stresu muize
dochazet pti poruseni tvorby ¢i distribuce antioxidanti, ale také pfi zvySeném piijmu ROS
nebo dlouhodobému vystaveni zatéze. Nasledkem je poté poSkozeni bunéénych struktur
lipidd, proteint, DNA a dalSich biomolekul (Dudzinska et al., 2018).
Na zaklad¢ rovnovéhy oxidantli a antioxidantii je mozné oxidacni stres detekovat.
Prvnim zpisobem je stanoveni ROS, o kterych bude pojednano v kapitole 1.2.2. Dale lze pro
detekci vyuzit 1 hladiny jednotlivych bunéénych antioxidantl, které se uplatituje ve funkci

antioxidaéniho obranného systému (Kohen et Nyska, 2002; Stipek et al., 2000).

1.2.1 Oxidanty a antioxidanty

Kyslik, ktery je soucasti déje zvany oxidacni stres, mize byt redukovan na vodu.
Mezikrokem této reakce je vznik superoxidového radikdlu, peroxidu vodiku a hydroxylového
radikalu. Molekularni kyslik se nachazi v tripletovém stavu jako diradikal, ale muize se
vyskytovat 1 jako singletovy kyslik. Kyslikové radikaly mohou vznikat jako alkylové nebo
peroxidové radikaly pochazejici z lipidt. Oxidanty mohou byt také generovany jako vedlejsi
produkty rentgenového a mikrovinného zareni (Sies, 1997). Volné radikaly maji schopnost
molekuldm odebrat jeden elektron, coZ znamena, Ze maji oxida¢ni G€inek. Oproti tomu jejich
opakem, jsou tzv. antioxidanty, které tomuto pusobeni zabranuji (Racek, 2003).

Antioxidant je tedy latka, ktera brani vzniku volnych radikald a tim jejich
mechanismus plisobeni zpomaluje a snizuje jejich reaktivitu a toxicitu (Huang et al., 2005).
Antioxidantem muze byt latka spliujici urcité podminky. Je to tedy latka ¢i sloucenina, ktera
muze reagovat S ROS v misté jejich vzniku. Zaroven pii reakci ROS a samotného

antioxidantu nesmi vznikat jesté vice reaktivni forma ROS a zaroven bunka musi obsahovat
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dostatek urcitého antioxidantu, aby mohla byt zaru¢ena spravna reakce s ROS a tim i
efektivni ochrana bunky (Kalaé, 2003).

Dle lokalizace 1ze antioxidanty d¢lit na extracelularni a intracelularni. Extracelularni
antioxidanty pusobi v prostiedi, které se nachazi vné samotné buiiky a jejich vyznam je také
mensi, nez u antioxidanti, které¢ pasobi pfimo uvnitt buiiky. Takové antioxidanty fadime do
skupiny intracelularnich a zaujimaji hlavni postaveni v boji proti volnym radikalim. Zarovei
1ze antioxidanty délit dle lokalniho pusobeni, tedy na ktery volny radikal dany antioxidant
pusobi. O téchto antioxidantech bude pojedndno v kapitole Antioxidaéni systém bunék nize

(Racek, 2003).

1.2.2 Reaktivni formy kysliku (ROS)

Reaktivni formy kysliku jsou dilezité pro signaliza¢ni reakce v bunkach (Mittler,
2017). ROS vykazuji vysokou reaktivitu, diky niz jsou postupné poskozeny struktury buiiky,
jeji proteiny, lipidy a DNA. Zarovenn mize dochazet i k nadorové transformaci (Liou et Storz,
2010). Mezi reaktivni formy kysliku patii volné kyslikové radikaly. Tyto radikaly obsahuji
jeden nebo vice neparovych elektront. Jsou jimi napiiklad superoxid, hydroxylovy radikal
nebo singletovy kyslik (Mittler, 2017). Peroxid vodiku a kyselina chlorna poté spadaji do
neradikalovych derivata kysliku (Liou et Storz, 2010).

K tomu, aby byly ROS produkovany, muze dojit diky pfenosu elektronu na molekularni
kyslik. Tim dojde ke vzniku superoxidového radikalu, ktery je pomoci protonti z vody ménén
na peroxid vodiku a molekularni kyslik za pasobeni enzymu superoxiddismutasy (Reth,
2002).

Oxida¢ni d&e a tim produkce ROS pfevazné probihaji v mitochondriich a
peroxisomech, kde dochazi k redukci kysliku na vodu pomoci piijeti ¢tyi elektrond. Pokud
vSak mechanismus redukce neni spravny, dochazi ke vzniku toxickych derivata (Liou et
Storz, 2010).

Metodické stanoveni ROS a tim zji$téni ukazatele oxidacniho stresu v buiice I1ze provést
pomoci elektronové spinové rezonan¢ni spektrometrie. Principem této metody je piima
detekce a zaroven identifikace volnych radikald vznikajicich v pribéhu oxidac¢niho stresu.

Z tohoto divodu je metoda ESR velmi citliva (Tarpey et al., 2004).

1.2.3 Volné radikaly (VR)
Volné radikaly, které jsou dulezitou soucasti ROS. VR jsou produkoviny be&hem
bunécného metabolismu a maji vyznamnou roli v bunécné signalizaci, apoptoze a transportu

iontt (Kuruntas, 2015). Jednim z nich je i superoxidovy radikal. Tento derivat vznika adici
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elektronu na molekularni kyslik z (Harrison et al., 2003). Ugastni se lipoperoxidace, ale jeho
reaktivnost je men$i, nez je tomu napiiklad u radikalu hydroxylového (Holecek, 2005). Ma
ovSem delsi polocas Zivota nez hydroxylovy radikal a z toho divodu muze prostupovat do
mitochondrialniho matrix, kde naptiklad ptsobi poskozeni DNA (Kohen et Nyska, 2002).
Soucasné je jednim z radikald, ktery dava vzniku jinym volnym radikalim, jako je pravé
hydroxylovy radikal ¢i peroxid vodiku.

Peroxid vodiku je sam o sobé pomérné stabilni, ovSem je schopen reagovat s redoxné
aktivnimi pfechodnymi kovy. Takto zplisobenou reakci vznika reaktivni hydroxylovy radikal.
Hydroxylovy radikal je povazovan za poc¢ate¢ni molekulu oxida¢niho poskozeni biomolekul
v organismu a jeho vznik je také spjat s ionizaci (Platenik, 2009). Polocas jeho zivota je vSak
velmi kratky, proto neni schopen dostat se az do jadra samotné bunky. Poskozuje tedy pouze
mitochondrialni biomolekuly a z toho diivodu nemusi byt pfic¢inou vzniku oxida¢ni poskozeni
(Kohen et Nyska, 2002).

Jak jiz bylo feceno, peroxid vodiku spada do tzv. neradikdlovych derivatd kysliku. Za
poslednich pét let se do védeckého poptedi dostal fakt, Ze ne vSechny ROS musi byt
povazovany za toxické produkty. Jednim z nich je i peroxid vodiku, ktery je signalizacni
molekulou udélujici cilovou specifitu oxidaci thiolid. Mechanismus, kdy je signalni molekula
ROS pienesena na cilovy protein v zavislosti reakce s antioxidanty, mize byt zavisly pravé na

hladinach peroxidu vodiku v buiice (Reczek et Chandel, 2015).
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1.3 Antioxida¢ni systém bunék

Vznik ROS a volnych radikald v téle buiky vyvolava mechanismus zvany oxidacni
stres. Vzhledem k tomu, ze buiiky maji svij vlastni antioxida¢ni systém, jsou diky nému
schopny tyto skodlivé molekuly eliminovat, ¢imz nemusi v téle bunky dojit k oxida¢nimu
stresu, a dojde tak kjeho potladeni (Aitken et al., 2008; Reczek et Chandel, 2015).
Antioxidanty mohou regulovat oxidacni poSkozeni pfimou reakci s volnymi radikaly, nebo
nepiimo pomoci aktivniho enzymu (Kurutas, 2015). Hlavni ulohou antioxida¢niho systému
je tedy obrana bunck proti VR, kdy dochazi ke snizeni reaktivity VR na méné agresivni
molekulu. Antioxida¢ni systém bunék miizeme rozdé€lit na enzymaticky a neenzymaticky. U
enzymatického antioxida¢niho systému, se uplatiuji enzymy. Jsou jimi naptiklad
superoxiddismutasa (SOD), glutathionperoxidasa (GPx) a glutathiontransferasa (GST).

Na obrdzku 1 je patrny mechanismus pisobeni jednotlivych antioxidacnich enzymu

(Aitken et al., 2008; Hole¢ek, 2005; Stipek, 2000).

O,

NAD(P)H Xanthine oxidase
NADPH oxidase
NAD(P)* Mitochondrial Electron Transport Chain
O,

H* Superoxide dismutase

H,0;

Catalase Glutathione peroxidase

H,O TN H,O

2GSH GSSG

Glutathione reductase

Obrazek 1: Enzymaticky antioxidacni systém buriky (Aitken et al., 2008)

1.3.1 Superoxiddismutasa (SOD)
SOD katalyzuje preménu superoxidu na peroxid vodiku a vyskytuje se v buiice jako
dimer. Zaroven ve své molekule mize obsahovat méd’, zinek ¢i zelezo (Aitken et al., 2008;

Holegek, 2005; Stipek, 2000). Je jednim z nejsilngjsich enzymatickych antioxidantd, kdy

24



katalyzuje konverzi superoxidovych aniontii na kyslik a peroxid vodiku, coz jiz bylo feceno.
Peroxid vodiku je nasledné odstranén kataldzou nebo pomoci GPx. SOD v burice existuje ve
dvou formach. Prvni formou je cytosolickd a druhou mitochondrialni. Tento enzym

neutralizuje superoxidové ionty pomoci svého aktivniho mista na iontu kovu (Kurutas,

2015).

1.3.2 Glutathionperoxidasa (GPx)

Dalsim enzymem je tedy glutathionperoxidasa (GPx). Tento enzym se v buiice ve
veétSin€ piipadil nachéazi ve formé tetrameru, a to predevSim v cytosolu a mitochondriich, kde
jeho molekula obsahuje prvek selen. Jeho hlavni funkci je pfeména hydroperoxidi na méné
Skodlivé slouceniny a vodu (Aitken et al., 2008; Holecek, 2005; Ighodaro et Akinloye,
2017; Stipek, 2000). Z hlediska metabolismu glutathionu katalyzuje oxidaci glutathionu na
hydroperoxid. Na zaklad¢ pfitomnosti i nepfitomnosti selenu v glutathionperoxidase, se tento
enzym mize vyskytovat az v osmi formach. Jednou z forem, ktera zavislost na selenu
nevykazuje je nazyvana glutathion-S-transferasa (lghodaro et Akinloye, 2017; Kurutas,
2015).

1.3.3 Glutathion-S-transferasa (GST)

Poslednim zminénym enzymem je glutathion-S-transferasa (GST), ktera se uplatiiuje
pfedevS§im u mechanismu detoxikace n€kterych xenobiotik a zaroven je schopna napoméhat
mechanismim, které odstranuji produkty vzniklé v pribéhu peroxidace. Katalyzuje tedy
konjugaci redukovaného glutathionu, ktery ja nasledné z buiky vytlacovan (Aitken et al.,
2008; Holefek, 2005; Stipek, 2000). Jedna se o opaénou reakci, jako tomu bylo u
glutathionperoxidasy. Tedy GST katalyzuje pfeménu peroxidu vodiku zpét na oxidovanou
formu glutathionu (Kurutas, 2015).

1.3.4 Neenzymatické antioxidanty

V ptipad¢€ uplatnéni neenzymatického antioxida¢niho systému buiiky jsou do ochrany
proti ROS fazeny rizné vysoko- a nizkomolekularni antioxidanty. Jejimi zastupci jsou
napiiklad melatonin, transferin, feritin, albumin, vitaminy E a C a pfedev§im samotny
glutathion a jeho prekurzor N-acetyl-L-cystein (NAC) (Kurutas, 2015; Rahman, 2007).

Melatonin stimuluje vySe uvedené antioxidac¢ni enzymy, zaroven stabilizuje bunéénou
membranu, ¢imz napomaha obrané proti oxidacnimu poskozeni. Mezi jeho dal$i funkce
muzeme zatadit stimulaci hladin intracelularniho glutathionu a jeho zvyseni v buikach

(Kurutas, 2015).
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Dalsim enenzymatickym antioxidantem je N-acetyl-L-cystein, ktery stejné jako
glutathion obsahuje thiolovou aktivni skupinu. NAC je prekurzorem glutathionu, ktery je diky
nému syntetizovan za pomoci deacetylace na cystein, a tak lze udrZet jeho intracelularni
hladinu zvySenou a pomoci zachytavani volnych radikalt. Nadale NAC muze poskytovat
chelatové misto pro kovy a z tohoto dliivodu je vyuzivan jako antioxidant vyuZzivajici se pfi

otravé t€zkymi kovy (Kuruntas, 2015).

1.4 Glutathion

Glutathion spadd do neenzymatického antioxidacniho systému a ucastni se nékolika
biochemickych dé&ju. Jsou jimi detoxikace, produkce koenzymi a recyklace vitaminii. Témito
mechanismy napomahd v buiikdch pfi ochrané proti Skodlivym ROS a chrani tak i samotné
bilkoviny, které jsou pozdé&ji vyuzity pii opravach DNA. Za pomoci enzymu glutathion
peroxidasy je pteveden z jeho redukované formy na oxidovanou formu, ¢imZ je schopen
udrzovat redoxni potencial uvnitf buiiky (Rahman, 2007).

S glutathionem pfimo reaguje hydroxylovy radikal, zatimco ostatni znamé radikaly,
jako jsou superoxidovy radikal ¢i peroxid vodiku potiebuji k reakci pfislusné enzymy. Mezi
takové enzymy patii glutathion-S-transferasa, ¢imz za jejiho pisobeni dojde k eliminaci VR,
ktery je nasledné vyloucena z bunky (Racek, 2003; Rahman, 2007).
klicovym regulatorem intracelularnich redoxnich d&t. Je tomu z diivodu thiolového mista,
které obsahuje (Ghibelli et al., 1999). Glutathion je tedy nizkomolekularnim thiolem (Tausz,
2000). Praveé diky této thiolové skupiné je glutathion schopen tvofit disulfidické mdstky.
Z tohoto diivodu zaujima vyznamnou roli v obrané¢ bunék (Shao et al., 2008). Nadale
glutathion obsahuje glutamat, cystein, glycin, které jsou vzajemné pospojovany peptidickymi
vazbami. Jedna se tedy o tripeptid (Ganduli et al., 2007). V dnesni dob¢ je role metabolismu
glutathionu velmi diskutovana diky reakci organismu na tézké kovy, xenobiotika a dalSich
(Tausz, 2000). Glutathion ma jesté¢ né€kolik dalsich funkci. Podili se totiz na obrané
organismu proti patogenum, kdy dochazi k akumulaci glutathionu v bunice, ¢imz musi byt i
zvySena jeho syntéza. Zaroveil ma schopnost prochazet membranovych prostorem organel,
ucastnit se regulace bunééného cyklu a chranit proteiny, aby nebyly denaturovany v prub¢hu
oxidacniho stresu. Pii aktivaci téchto mechanismi se uplatituje pravé thiolova skupina
glutathionu, ktera je v tomto procesu oxidovana a tim vzniké tzv. glutathionsulfid (GSSG)

(Noctor et al., 2002).
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Intracelularni organely obsahuji 10-15 % z celkového mnozstvi glutathionu (Lang et
al., 2000). V bunce ho pak mtizeme nalézt ve dvou formach, kde struktura téchto obou typt je
patrna na obrazku 2, kde muzeme 1 vidét, ze GSSG vznika spojenim dvou jednotek GSH za
pusobeni volnych radikald a ROS (Tausz, 2004). Mezi jeho nejvyznamnéjsi funkce a
V dnesni dob¢ nejvice sledované, je schopnost regulovat bunécny cyklus véetné bunécné

diferenciace, proliferace a programované bunééné smrti (Lang et al., 2000).
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Obrazek 2: Struktura GSH a GSSG (Prevzato z: Lang et al., 2000)

1.4.1 Syntéza glutathionu a jeho degradace

Glutathion je v bunce syntetizovan pomoci adice cysteinu na glutamat a nasledné adici
glycinu (Lang et al., 2000). Pro jeho syntézu je tedy tieba L-glutamatu a L-cysteinu a glycinu
(Marengo et al., 2016). K syntéze tohoto antioxidantu dochazi téméf ve vSech bunkach
organismu, ale nejvetsi produkei disponuji hepatocyty. Z jaternich bun¢k muze byt GSH
transportovan do krevniho obc&hu. Timto vznikd GSH sérového typu, ktery je v jinych
bunkach organismu vyuzit pro syntézu GSH pravé diky zdroji cysteinu (Forman et al., 2009).
GSH se ucastni odstranéni peroxidl a xenobiotik za ptisobeni GSH-S transferas (GST) a GSH
peroxidas (GPx). Zaroven je vyznamnym redukénim c¢inidlem obsazenym v intracelularni
¢asti bunky. Ksyntéze GSH dochazi v cytosolu buniky. Do tohoto d&je jsou zapojeny i
pfislusné enzymy, bez kterych by tyto reakce vibec neprobehly. Jsou jimi
glutamatcysteinligasa, gama-glutamyltransferasa a glutathionsyntetasa (Lang et al., 2000).

S témito enzymy se setkdme v tzv. y-glutamylovém cyklu, ktery je patrny na obrazku
3. Tento cyklus dava vzniku jedné molekuly glutathionu (Noctor et al., 2002). Do tohoto

cyklu se tadi dvé ATP-dependentni reakce, béhem nichz dochézi k syntéze a degradaci
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glutathionu. Zaroven je zde zahrnuto Sest reakci, které jsou katalyzovany pomoci enzymt.
V prvnim kroku vykonava svou funkci enzym y-glutamylcysteinsyntetasa, ktery katalyzuje
vznik y-glutamylcysteinu. Druhy krok pfedstavuje reakci mezi y-glutamylcysteinem a
glycinem. Tato reakce je katalyzovana glutathionsyntetasou (GS) a vznikd zde samotny

glutathion (GSH) (Kalinina et al., 2014).
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Obrazek 3: y-glutamylovy cyklus (Kaur et al., 2009)

Stejné tak jako dochazi k syntéze glutathionu, musi také dochazet k jeho degradaci.
K tomuto dé&ji dochazi v bunécném cytosolu ¢i vakuolach (Noctor et al., 2002). V GSH mize
dojit k hydrolyze vazby mezi cysteinem a glutamovou kyselinou za katalyzy vy-
glutamyltransferasy (GGT), ktera ptenasi zbytek y-glutamylu na aminokyselinu. Timto
mechanismem je zprostiedkovan import komplexu do bunky. Zde se uplatiiuje dalsi typ
enzymu, vy-glutamylcyklotransferasy, ktera S$tépi vzniklou vazbu y-glutamylu na
aminokyselinu. Vznika 5-oxoprolin a pfislusna aminokyselina. 5- oxoprolin je poté preveden
na kyselinu glutamovou pomoci piisobeni oxoprolinas. Kyselina glutamova je nésledné
substratem pro y-glutamylcysteinsyntetasu, ktera opét vstupuje do prvniho kroku y-
glutamylového cyklu. Témito mechanismy je glutathion znovu syntetizovan, ale mize byt i
opét degradovan. Vse zalezi na potiebach dané bunky. (Kalinina et al., 2014).

Existuje vSak dal$i cesta degradace, kdy dochazi k odstépeni glycinu pii uplatnéni
karboxypeptidasy, ktery se vyskytuje v cytosolu a vakuolach bunék. V téchto organelach je
odstépovan glycin z glutathionovych konjugati a GSSG (Noctor et al., 2002).
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1.4.2 Metabolismus glutathionu

Metabolismu glutathionu se ucastni podobné enzymy jako syntézy. Ovsem zde jsou
uplatiiovany y-glutamyltransferasa, y-glutamylcyklotransferasa a 5-oxoprolinasa. Na povrchu
membrany, kam je pienesen glutathion, se vyskytuje y-glutamyltransferasa. Je to enzym,
ktery na sebe vaze cystein a methionin. Dojde zde k ptenosu glutamylového zbytku z GSH na
aminokyselinu za vzniku glutamylové aminokyseliny a cysteinylglycinu. Cysteinylglycin je
dale stépen a vyuzit pii syntéze GSH. VySe uvedena aminokyselina ptfechazi zpét do nitra
buiiky. Nasleduje reakce, kdy dochazi ke vzniku aminokyseliny a 5 — oxoprolinu, ktery
podléha hydrolyze za pomoci enzymu 5-oxoprolinasy a tento déj se neustale opakuje (Noctor
et al, 2002).

Vzhledem k antioxida¢nimu puasobeni glutathionu a vyuziti jeho intracelularnich
hladin v pribéhu onkologické 1é¢by je tieba jeho hladinu také stanovit. Mezi rutinné znamé
metody, které se mohou vyuzivat pii stanoveni glutathionové deplece, mizeme fadit
kapalinovou a plynovou chromatografii, spektrometrii ¢i elektrochemické metody (Gaubin et
al., 2000). Vzhledem ke slozeni glutathionu, zde neni piitomnost fluoro- nebo chromoford.
Z tohoto diivodu je tfeba samotny GSH pied stanovenim derivatizovat na jeho thiolové
skupin¢ (Kand’ar, 2016; Camera et Picardo, 2002). Ztoho divodu vyse uvedenym
metodam v dne$ni dob& velmi konkuruji metody fluorescen¢ni. Je tomu na zdklad¢ vysoké
citlivost, kterou vykazuji a také diky jejich specifité. Mezi tyto fluorescenéni metody patii
fluorescen¢ni sondy na bazi orto-ftalaldehydu, monochlorobimanu ¢i monobromobimanu.
Vzhledem k tomu, Ze koncentrace glutathionu v bufice je také ukazatelem bunécné viability,

budou tyto metody diskutovany v dali kapitole (Capek et al., 2017).
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1.5 Viabilita bunék

Viabilitou bun¢k se rozumi tzv. zivotaschopnost a zaroven vykazani jeji enzymové
aktivity (Mascotti et al., 2000). Barer a Harwood ve svém ¢lanku z roku 1999 uvedli definici
viability bun¢k (Barer et Harwood, 1999). Dle nich se jedna o piedpoklad, ze buniky maji
schopnost pfeziti po obecné uznavanou dobu. Jedna se tedy o pfeziti bunék po obdobi, kdy
dochdzi k bunééné proliferaci a tim udrzeni viability daného druhu buiky. Viabilita
kultivovanych bunék je také zavisla na vhodné nafedénych kultiva¢nich médiich, teploté
kultivace, okolnich vlivech, a piedev§im sterilit¢ prace (Barer et Harwood, 1999;
Tihelkova, 2012).

Zaroven bunécna viabilita zavisi na stari bunécné kultury a poctu pasazi, kterymi dané
kultury prosly. Staii bunécné kultury a pocet pasazi ma samoziejmé vliv na rychlost déleni
bunck, expresi povrchovych receptorii ¢i tvorbu intracelularnich enzymd, které jsou pottebné
K bunéénému metabolismu. Pravé ztohoto divodu byly bunééné linie transformovany ze
stavu nestabilizovanych bunéénych linii na tzv. imortalizované, tedy nesmrtelné. Timto
zptisobem v dalSich generacich bunék jiz nedochazi k senescenci. Vyjimkou jsou vSak bunky
pochazejici ze tkané nadoru, které jiZ maji neomezenou mitotickou aktivitu a tim vykazuji
dlouhodobou viabilitu bez transformace. Mezi bunécné linie nestabilniho typu fadime
ptikladem buniky MRC-5, W1-38 a HEL-299. Oproti tomu mezi stabilni linie a tim tedy linie
idedlni k vyuziti vyzkumnych experimentd patii bunécné linie A549, BHK-21, HelLa a K-562
(Sebek, 2018).

DalSim faktorem pisobicim na viabilitu bunék je zamrazeni a rozmrazeni bunck. Tyto
kroky se potykaji s obsahem nitrobunécné vody, ktera miize tvofit krystaly, jez jsou schopny
narusit bunéénou membranu a tim dochazi k nezadoucim w¢inkam a prasknuti bungk. (Sebek,
2018).

Pro detekci viability se pouzivaji riiznéd barviva. Jsou jimi napiiklad trypanovova modi
¢1 neutrdlni cerven. Na zakladé¢ bunécéného poSkozeni dochdzi pak k akumulaci daného
barviva v téle bunky, ¢imz burika pozorovana v mikroskopu vykazuje barevny obraz. Oproti
tomu builka, kterd méa vysokou Zivotaschopnost a neni nikterak poSkozena, zistava
neobarvena. Je zde tedy hodnocen pomér zivych a mrtvych bun¢k (Mascotti et al., 2000;
Niles et al., 2009). Zaroven se viabilitou bun¢k rozumi schopnost buiky produkovat
metabolity za pomoci aktivnich enzymii. Tato bunécna funkce je téz vyuzivana pro detekci

viability, kdy detekovanym metabolitem muize byt i samotny GSH (Circu et al., 2012).
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1.5.1 Priehled testii a hodnoceni viability

Buné¢éné kultury jsou vzhledem k etice a naro¢nosti testovani in vivo testovany in
vitro. Je tomu i z divodu vystaveni bun¢k uréité toxické latce ¢i nékterym chemikaliim, které
by mohly pfi testovani in vivo poSkodit zivy organismus svymi nezadoucimi u¢inky. Tyto
okolni faktory mohou zpisobit poSkozeni buiiky a tim zménu jeji proliferace a viability. Pro
hodnoceni takovych zmén je vyuZzivana fada testd, které poskytnou informaci o stavu dané
bunécné kultury. Pro testovani viability je mozné vyuzit testy, které udavaji pocet mrtvych
bunck, kdy buiiky vykazuji reakci na toxickou latku (= cytotoxicita buné€k), nadale lze vyuzit
testy pro stanoveni zivotaschopnosti bun¢k a poté testy pro celkovy pocet bun¢k, ktery je
zalozen na principu pocitani zivych a mrtvych bun¢k (Celis, 2006).

U téchto testl dochazi ke sledovani, jak dana latka ¢i 1é¢ivo plsobi na bunéénou
membranu, rist a bunéénou proliferaci. Principem metod, které ddvaji informace o bunécné
viabilit¢ métené pomoci detekce urovné metabolismu, je pak schopnost bunky redukovat

urcitou slouceninu (barvivo), jakou muze byt MTT, XTT, MTS a SRB (Celis, 2006).

1.5.1.1 Testy na zakladé barveni bunék

Prvnim vyuZivanym testem je test viability trypanovou modii. Trypanova modf je stl
toluidin-diazo-diamino-naftoldisulfonové kyseliny, ktera se vyuziva pro detekci poskozeni
bunééné membrany. Jak jiz bylo uvedeno vySe, barvivo nemiize prostupovat bunécnou
membranou, pokud neni poskozena. V opacném ptipadé dochazi kjeho akumulaci do
membranového prostoru (Mascotti et al., 2000). Zivé buiiky tedy nevykazuji znamky
barveni, oproti tomu mrtvé bunky jsou zbarveny modie. Hodnoceni se provadi v Biirkerové
komiirce ¢i specialni sklenéné desticce. Timto lze tedy odliSit mrtvé a zivé buiiky. Metoda
hodnoceni viability pomoci trypanovové modfi patii mezi tzv. kolorimetrické metody a je
nejcastejsi detekéni metodou viability (Mascotti et al., 2000). Diive byly obarvené bunky
pocitany ru¢né pomoci hemocytometru. OvSem v dnes$ni dobé modernizace je tato metoda
doplnéna o piistrojové vybaveni, coz zvysuje jak efektivnost, tak reprodukovatelnost metody.
Snizuje se tak tedy faktor lidské chyby, protoze zachédzeni se vzorkem bunétné kultury je
castecné automatizovano a jsou zde vyuZity 1 zobrazovaci techniky. Nevyhodou vsak je, ze
nelze rozeznat bunky poskozené apoptdézou od bunék poskozenych nekrozou (Louis et Siegel,
2011).

Oproti predchozi metod¢, kdy dochazi k akumulaci barviva na bunéénou membranu, u
testu cytotoxicity s neutralni Cerveni se toto barvivo vaze v lysozomech zivych bunék. Do

lysozomt je barvivo vazano skrze polysacharidy ¢i vplouvanim do kyselého prostfedi téchto
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organel. Po inkubaci nésleduje spektrofotometrické proméieni, pred kterym dojde k ptidani
rozpoustédla, jez na sebe navaze uvolnéné barvivo. Zde plati pravidlo, ze mrtvé builky na
sebe neutralni ¢erven nejsou schopny navazat (Louis et Siegel, 2011; Mahto et al., 2010).
Jedna se o test s vysokou citlivosti, ktery je specificky piimo pro cytotoxicitu (Mahto et al.,
2010).

Veskeré tyto metody maji oproti mechanickym analyzatorim nevyhody. Urcuji totiz
pouze fyziologicky stav bunék a mize zde dochazet k fale$n¢ pozitivnim vysledkim (Moniri

etal., 2014).

1.5.1.2 Pocitani bunék

Pro detekci viabilnich bunék se pocitani bun€k kombinuje s nékterou z vyse
uvedenych metod barveni bunck. Jednim z typl urcujici pomér Zivych a mrtvych bunék po
pfedchozim obarveni, je pocitani bun€k v Biirkerové komiirce. Tato metoda je velmi pfesnd a
1ze urcit procentudlni zastoupeni zivotaschopnych bunék. Velikost mikroctverce je vybirana
na zaklad¢ koncentrace bunééné suspenze. V dal§im postupu se vyuziva vzorce, do kterého se
dosadi pocty bunék a pocty zahrnutych Cctverci vcéetné zohlednéni objemu kapaliny.
Vysledkem je pak koncentrace bunék na mililitr zkoumané suspenze (Sebek, 2018).

V dnesni dobé¢ je 1 vyuzivano ptistrojové techniky, tedy analyzatori bunéénych castic.
Tyto pfistroje pracuji téZ na mikroskopickém principu a 1ze zde urc€it jak koncentraci bunécéné
suspenze, tak zastoupeni viabilnich buné¢k, pro coz se opét vyuZziva barveni buné¢nych kultur

pomoci trypanové modii ¢ neutralni ervend (Sebek, 2018).

1.5.1.3 Testy na zdkladé detekce metabolitt

Tteti skupinou detekce bunék jsou metody, které jsou zalozeny na principu funkce
metabolismu pfislusné buniky. Principem téchto metod je reakce, pfi niz pfidany substrat
reaguje s vyloucenym metabolitem z bunky, k némuz doslo pii ruptufe cytoplazmatické
membrany (Niles et al., 2009).

Prvnim typem testu je test MTT. Zkratkou MTT se rozumi 3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid, ktery je redukovan na formazan, jenz ma fialovo-Cervené
zbarveni. Tento reduk¢éni mechanismus je zprostfedkovan na membrané mitochondrii zivych
bun€k pomoci bunéénych enzymii dehydrogenas. Mrtvé bunky tyto redukéni schopnosti jiz
nevykazuji, a proto je lze snadno odliSit. Vzhledem k tomu, ze zde vznika barevny produkt,
jeho detekce je spektrofotometricka. Finalni hodnotou je uroven absorbance, na zéklad¢ které,

je hodnocena Zivotnost bun&k. Cim vyssi je vykazana tato hodnota, tim vy3i je poget Zivych
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bunc¢k. Mnozstvi redukované¢ho formazanu je tedy piimo umérné poctu viabilnich bunék.
Stejné tak jako je tomu u testu viability pomoci trypanovové modfi se tato metoda fadi mezi
kolorimetrické (Schlerliess, 2011; Stockert et al., 2012; Riss, 2004). U této metody
nalezneme né¢které nevyhody. V oblasti stanoveni cytotoxicity muze efektivnost MTT
formazanové formace snizit nékteré inhibitory dychaciho fetézce ¢i redukeni cinidla.
Nevyhodou V principu provedeni je, ze barvivo formazanu vzniklé z MTT je totiz extrémné
nerozpustné ve vodé, proto se musi pred spektrofotometrickym meéfenim provést dalsi
extrakéni krok. Je jim extrakce vytvofené¢ho pigmentu pomoci organického rozpoustédla.
Timto mezikrokem muze dojit ke znehodnoceni kultury. I pies to je MTT test Castou
vyuzivanou metodou (Pribst et al., 2017; Schlerliess, 2011; Stockert et al., 2012; Sebek,
2018).

Dal$im typem testu mize byt test XTT. Tento test patii mezi kolorimetrické metody a
je velmi jednoduchy, rychly a spolehlivy. Jeho princip je zalozen opét na redukei tetrazoliové
soli 2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilidu (XTT) opét za
pomoci mitochondrialnich dehydrogendz. Redukce probihd na oranzové zbarveny formazan,
ktery je za pomoci spektrofometru méfen ve formé absorbance a jeho mnozstvi je umérné
poctu viabilnich bun¢k. Nevyhodou XTT testu je nemoznost vytvoreni kalibra¢ni kiivky
praveé kvili citlivosti tetrazoliovych soli k riznym proménnym. Oproti MTT testu ma vSak
test XTT wvyssi citlivost, lepSi dynamicky rozsah a je méné naro€ny na manipulaci
(Halberstadt et Emerich, 2011).

Ptedposlednim uvedenym testem je stanoveni hladiny glutathionu za pomoci MCB.
Tento test se téZ vyuziva pro stanoveni hladiny metabolitu buiniky. Je jim vySe zminény
glutathion, kdy pomoci tohoto testu je méfena GSH deplece. Metoda vyuziva
monochlorobimanu (MCB) jako barviva z divodu jeho vysoké afinity pravé ke GSH.
Barvivo, které s GSH reaguje, vykazuje fluorescen¢ni signal oproti nezreagovanému, které je
témef nefluorescen¢ni. Intenzita fluorescencniho signdlu odrazi mnozstvi GSH, ktery je
pfitomen V bunkach. Na zdkladé¢ jeho hladiny je mozné uvazovat viabilitu builky. Tato
metoda MCB mé vyhody pfedev§im v rychlosti stanoveni koncentrace GSH a zéaroven
vykazuje vysokou citlivost a specifitu. Mezi nevyhody tohoto testovani vSak na druhé strané
patii hodnoceni vysledkli, kdy je koncentrace GSH udéavana v procentudlnim zastoupeni
(Capek et al., 2017; Kamencic et al., 2000).

Poslednim typem testu je WST-1 test. Jeho principem je redukce tetrazoliovych soli na
barevné slouCeniny formazanu. K této reakci dochdzi za ptispévku mitochondridlnich

dehydrogenas, které se vyskytuji v Zivotaschopnych buikach. Tato metoda spada mezi
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chemosenzitivni, kolorimetrické metodys a na zaklad¢ zivotaschopnych bunék Ize detekovat
ptimo jejich pocet bez pouziti dalsi extrakce. Je tomu z divodu, ze barvivo WST-1 je
rozpustné ve vod¢é a neni zde nevyhoda ptidani dalSiho kroku, jako je tomu u testu MTT a
XTT. Z toho divodu WST-1 test poskytuje citlivou a piesnou metodu pro detekci viability a
proliferaci bunék. Ma vsak pouze jedinou nevyhodu, jiz je pomalejsi obarvovani bunék oproti
testu XTT (Prébst et al., 2017).

Mezi nejvice pouzivané metody pro stanoveni glutathionu patii kapalinova
chromatografie. Jeji obrovskou vyhodou je vysoké specificnost, citlivost, a to pfedev§im ve
vyuziti detekce pomoci UV, hmotnostniho spektrometru ¢i elektrochemické detekce. Stejné
tak jako ostatni metody se zde vSak mizeme setkat s nékterymi nevyhodami. Jsou to vysoké
naklady na provedeni analyzy a ¢asova naro¢nost analytického provedeni.

Druhou nejcastéji pouzivanou metodou je metoda spektrofotometricka. Tato metoda
nabizi vysokou citlivost a téz kratkou dobu méfeni, ¢imz se 1isi od kapalinové chromatografie.
Nicméné¢ obrovskou nevyhodou je promitnuti interferujicich sloucenin, které glutathion
inhibuji. I v porovnani s témito dvéma metodami jsou pfesto v dneSni dobé nejcastéji
uptednostiiovany testy na zakladé¢ fluorimetrického stanoveni.

Ty vykazuji vysokou citlivost a specificnost. Mezi tyto metody spada OPA, jenz je
vyuzivdna vice neZ metoda pomoci fluorescencni sondy MCB. Oproti metodé¢ OPA ma
metoda MCB podstatnou vyhodu v mechanismu detekce priniku MCB pifes membranu
buriky, kde dochazi k ptimé reakeci s thioly. Tato metoda je zaroven velmi citliva, specificka a
rychla a jeji vyuziti nalezneme ptedev§im v rutinnim stanoveni hladin GSH (Capek et al.,

2017; Nauen et Stumpf, 2002).
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1.6 Toxické poskozeni bunék

Testovani cytotoxicity in vitro se za posledni dobu stalo nedilnou soucasti pti objevech
1é¢iv. Léciva jsou totiz povazovana za potencialné cytotoxické latky. Takovéto testovani je
nakladové efektivni, charakterizuje toxicky potencial novych IéCiv a zéaroven je vyhodou
v€asného a rutinniho provedeni testovani. Cytotoxicita napfiklad zabranuje bunécné
proliferaci, zptisobuje vyrazné morfologické zmény, negativné ovliviiuje replikacni Cinnost
buniky a snizuje viabilitu. Vysledny cytotoxicky ucinek na buiiku je také znacné zavisly na

délce expozice, slozeni dané latky a mechanismu téinku (Niles et al., 2009).

1.6.1 Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu

Jak jiz bylo feceno, glutathion se v buiice nachazi v oxidované a redukované formeé.
V organismu redukovana forma ptevazuje nad oxidovanou, ale pti tvorbé ROS se pomér méni
ve prospéch GSSG, ktery nasledné za¢ne z bunék unikat (Balendiran et al., 2004; Kumar et
Bachhawat, 2010). K tomuto procesu dochazi pfi puisobeni nékterych toxinl. Z pocatku se
buniky snazi naruSeni obranyschopnosti vyrovnat, ale pozdéji bohuzel dochazi ke zvratu
V bunécném metabolismu. Muze tak dochazet ke snizeni hladiny GSH (Kaur et al., 2009; Nel
et al.,, 2006). Mimo buiku je pak pfevaha GSSG (Balendiran et al., 2004; Kumar et
Bachhawat, 2010).

Pokud vezmeme v potaz vztah GSH a u¢inku cytostatik, plati zde nepfima uméra,
Tohoto mechanismu je vyuzivano 1 v protinddorové chemoterapii. U vétSiny nadorovych
onemocnéni je ale koncentrace GSH v bunikdch zvySena. Dochéazi tedy k ochrané nadorové
bunky, ktera poté vykazuje vétsi odolnost vuci cilené 1écbé (Balendiran et al., 2004).

Zaroven na buitku mohou piisobit urcité toxiny nebo latky, které GSH vychytavaji a
dochazi tak k jeho depleci. Takovou latkou muze byt napiiklad diethylmalonat (DEM) nebo
buthioninsulfoximin (BSO). U DEM dochazi k vychytavani a nasledné depleci glutathionu a
tim zastaveni ristu bunék. Oproti tomu u BSO je blokovan enzym dilezity pro syntézu GSH.
Dojde tedy k blokaci syntézy GSH a vyCerpani stavajiciho GSH, coz ma za nasledek zmény
uvnitt buniky (Gaubin et al., 2000; Nicola et Ghibelli, 2014).

Jak jiz bylo feceno, hladina GSH vykazuje hlavni tlohu pfi udrzovani homeostazy
bunék, jez brani buiiku pted pisobenim ROS. Ve chvili, kdy dojde ke snizeni hladiny GSH
pod prahovou hladinu na zaklad¢ piisobeni volnych radikalt, dojde k aktivaci apoptické

signalizace. Buiika tedy neni schopna udrzet svou zivotaschopnost na urcité urovni a hyne.
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Opakem je vSak zvySeni hladiny GSH, ktera buiiku chrani a ptipadné miZze udrzovat jeji
zivotaschopnost (Circu et al., 2012).

V pribéhu starnuti bunék a postupnym snizovanim bunécné viability dochazi
k poklesu hladin antioxidanti v bufice, a tedy i glutathionu. Tento mechanismus vyvolava
vétsi riziko vzniku oxidacniho stresu a zaroven se snizuje uc¢innost antioxidanta v buice. Je to
bud’ kvili jejich nedostatku, ¢i zvysené tvorbé ROS (Mulgund et al., 2015).

Glutathion ma také vliv na bunécnou proliferaci. Hladina GSH hraje tstiedni roli pfi
regulaci redoxniho stavu builky a je nezbytny pro redoxni bunécnou signalizaci. Intracelularni
glutathion ma antioxidacni roli a reguluje tedy dé&je vedouci k oxida¢nimu stresu a opacné
(Ashtiani et al., 2011).

Hladina glutathionu v butikach a jeho metabolismus ma zasadni vyznam pro studium
bunék a jejich toxicity (Capek et al., 2017). Pokud dana buiika vykazuje toxické poskozeni,
dochazi ke zvyseni hladiny oxidovaného glutathionu GSSG. K depleci glutathionu poté
dochazi v situaci, kdy dojde k uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii a tim je burika vystavena
apoptické smrti. Po podani puromycinu, ktery by mél zpusobit apoptozu buinky. Ve studii
Dr. Ashtiana, byl na jednu stranu v cytosolu buriky detekovan cytochrom c, ktery vedl
K inhibici syntézy glutathionu a jeho nasledné depleci, to ale nemélo vliv na zivotaschopnost
buriky jesté pied tim, neZ doslo k aktivaci apoptického signalu (Ashtiani et al., 2011). Ve
chvili, kdy ale doslo k odstranéni puromycinu, byl cytochrom ¢ zredukovan pomoci obnovené
syntézy glutathionu a buiika vykazovala normalni viabilitu bez jakéhokoliv poSkozeni. Bylo
tomu z divodu, Ze bunéc¢na smrt byla zptisobena toxinem, jenz vedl k apoptdze, ale smrt jako
takova nebyla zpiisobena samotnym vyCerpanim glutathionu. Z toho vyplyva, ze uvolnéni
cytochromu c neni déjem, ktery by vedl k apoptoze, ale pouze naruSuje rovnovahu v buiice,
ktera mize vést k apoptdze. Uvolnéni cytochromu c tedy vede k depleci GSH, ale mize tomu
byt i naopak. Prevenci bunky proti apoptoze je vytlaCovani glutathionu vné buiky (Ashtiani
etal., 2011).

Ne&kolik studii ukazalo, Ze rakovinotvorné bunky vykazuji adaptivni mechanismy na
oxidacni stres zvySenim exprese antioxidacnich enzymi. Tim dochazi k detekci zvySené
hladiny GSH a tim k vyS$§i antioxidaéni kapacité dané bunky, kterd brani oxida¢nimu stresu
uvnitf rakovinotvorné burky a tato burika je pak schopna piezivat (Marengo et al., 2016).

Dalsi dtlezitou roli v rakovinotvornych buiikach hraji telomery a jejich délka, coz jsou
ukazatele bunécného déleni. Pokud vezmeme v potaz souvislost, mezi délkou telomer a
samotnym glutathionem, zjistime, Ze zmény v hladinach glutahionu indukuji zmény v aktivité

telomerazy a také muze dochazet ke zméndm v regulaci bunééného cyklu a tim i viabilité
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bun¢k. Na zéaklad¢ znalosti hladiny glutathionu lze pak piedpokladat, jaké dalsi dé&je se
Vv buiice budou odehravat. Klicovym enzymem pro kontrolu syntézy glutathionu je GCS.
Produkce tohoto enzymu je v ptipad¢ pusobeni xenobiotik na bufiku zvySena. Pokud tedy
dochazi k produkci ROS ve vysoké koncentraci, pro buiitku to ma fatalni nasledky a dochézi
tak k jeji smrti. Oproti tomu, pokud je ROS v bufice pfitomen pouze v koncentracich nizsich,
dochazi k syntéze glutathionu a tim bunééné proliferaci. Buiika tedy nehyne (Ashtiani et al.,
2011). Pisobeni nékterych cytotoxint na buriky tedy zna¢né méni hladinu intracelularniho
glutathionu. Napiiklad ve studii Janga je uvedeno, ze builkky A549 byly inkubovéany s
sanguinarinem, coZz mélo za nasledek depleci glutathionu a naslednou apoptickou smrt téchto
rakovinovych bunék. A prave z tohoto diivodu je glutathion hlavnim ukazatelem cytotoxicity
a mize byt vyuzit pti 1é¢bé nékterych nadorovych onemocnéni (Jang et al., 2008).

Snizeni hladiny glutathionu zna¢i o pribéhu bunécné smrti, apoptdzy. Ke sniZeni
hladiny GSH dochazi ale jiz pfed rupturou plazmatické membrany nebo jesté pred
fragmentaci DNA buiiky, coz znaci, ze apoptdza je znacné zavisld na snizeni hladiny GSH
(Dalton et al., 2004; Franco et al., 2006; Valverde et al., 2006). Oxida¢nim stresem
vyvolanym xenobiotiky, prooxidanty, toxiny ¢i chemoterapeutiky dochdzi ke generaci ROS,
tim oxidaci glutathionu na formu GSSG, ktera je transportovana z bun€k a tim dojde
k vyCerpani GSH v intracelularnim prostfedi. K tomu, aby byl GSH syntetizovan zpét, je
zapotfebi NADPH a G6PD. Ovsem v prubéhu apoptézy dochéazi k depleci NADPH a
inaktivaci G6PD. Pravé z tohoto divodu nemutze dojit k resyntéze GSH. OvSem v cytosolu by
mohlo dojit k vyuZziti dehydrogenas, které¢ by mohly regenerovat NADPH, ale pokud klesne
jejich hladina, k cemuz dochazi pii oxida¢nim stresu bunky, zvysi se tim hladina GSSG a tim
se zvysi citlivost buiiky k cytostatiku. Buiika tak podléhd oxida¢nimu stresu a nésleduje jeji
zni¢eni pomoci apoptozy (Lee et al., 2002). Eflux glutathionu zptisobuje poskozeni redoxniho
potencidlu, ovSem k tomuto mechanismu dochdzi i pii ptisobeni xenobiotik ¢i jinych toxint,
kdy tyto Skodlivé latky jsou vytlaovany z bunky pomoci membranovych transportérii, coz

také prispiva ke glutathionové depleci (Blair, 2006; Nepravishta et al., 2012).

1.6.2 Toxicita tBHP

Tert-butyl hydroperoxid je hepatotoxické €inidlo, které v bunikach vyvolava oxidacni
stres zpusobeny vznikem volnych radikalt. Z tohoto diivodu se také vyuziva pfi studiu ucinkl
oxida¢niho stresu na nckterych bunécnych liniich. Zaroven je tBHP schopen prochéazet
bunéénou membranou. Pokud je tento toxin pouzit v nizSich koncentracich, zplsobuje

bunécnou smrt pomoci apoptoézy. Oproti tomu pii vyuziti davek vyssSich jiz zpusobuje
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nekrozu (Haidara et al., 2002). Vzhledem k tomu, Ze tBHP je schopen vyvolat oxida¢ni stres
bunky, pfi kterém je zatizen antioxidacni systém, muze byt proces jeho pusobeni Uizce spjat i
se samotnym GSH (Circu et al., 2012). Zde ale muze dochazet k uplatnéni NAC (N-acetyl-
cystein) jakozto vedlejSitho produktu glutathionu. Tento antioxidant ma diky svym
cysteinovym zbytklim moznost udrzet glutathion v potfebné hladiné a zarovenn chrénit
metabolismus buniky a tim i jeji viabilitu (Kerksick et Willoughby, 2005). Ve studii Circu a
kolektivu byl NAC podan jesté pied vnesenim toxické latky do bunky (Circu et al., 2012).
NAC je pak schopen blokovat oxidaéni mechanismy vedouci ke spusténi apoptického signalu,
a to predevSim pii pusobeni tBHP. Dochazi zde tedy pouze Kk docasné ztrat¢ poméru
GSH/GSSG. V ptipad¢ podani NAC jakozto post-oxida¢ni 1éEby bohuzel zprosttedkovani
apoptické cesty vedouci ke smrti buriky neni potlaceno (Circu et al., 2012).

Mechanismus u¢inku tBHP miize byt bud’ zavisly na metabolismu Zeleza, kdy dochézi
ke vzniku volnych radikdli a tim k vyvolani oxida¢niho stresu, nebo zptsobuje depleci
redukovaného glutathionu, coz ma za nasledek naptfiklad vznik zlomt vlaken DNA. O
pusobeni tBHP tedy miize rozhodovat jak jeho koncentrace, tak testovany druh bunééné linie
(Lazzé et al., 2003). Uvnitf buiiky dochazi k detoxikaci tBHP pomoci glutathionperoxidasy
na GSSG. Zaroven dochazi kregeneraci GSSG na GSH za pomoci NADPH a
glutathionreduktasy. V takovém ptipadé bunky vykazuji zvySené hladiny GSH, a navic
zménu metabolického profilu v porovnani s kontrolou. Ve chvili, kdy dojde k redukci
veskerych zasob GSH, nemuze dojit k uplné metabolizaci tBHP. Bylo totiz zji§téno, Ze
samotny tBHP snizuje koncentraci GSH. Tim se tBHP kumuluje a vznikd nadbytek tert-
butoxylovych ¢i tert-butylperoxylovych radikéld, které poSkozuji funkci mitochondrii,
proteintl, lipid( a tim vedou k buné¢né smrti. Diky tomuto mechanismu poskozeni buiiky
dochazi in vitro kuvolnéni laktatdehydrogenasy do kultivaéniho média, ¢imz jsme poté
schopni provést detekci dehydrogenas a vyjadiit tak bunéénou viabilitu pomoci

dehydrogenasové aktivity (Long et al., 2004; Wang et al., 2018).

1.6.3 Toxicita dimethylsulfoxidu (DMSO)

Dal$im toxinem je dimethylsulfoxid, jenZ ma rtiznorodé biologické ucinky. Lze ho
vyuzit jako toxin i jako 1é¢ivo. V roce 1940 se zacal vyuzivat v primyslu jako rozpoustédlo a
pozdéji byl poprvé DMSO pouzit jako 1é¢ebnd indikace pfi intersticidlni cystitidé. Od té doby
se DMSO podrobil n€kolika studiim. Mezi jeho biologické ucinky patfi modulace syntézy
kolagenu, vliv na neutrotransmitery a tim i samotnou nervovou soustavu, ale také piisobi

zmény morfologie fibroblasti a hepatocytii. Dale vykazuje myorelaxantni efekt a zachovava
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stabilitu lysosomalnich membran, je schopen uvoliiovat histamin a tim zplsobuje
vasodilataci. Zaroven vykazuje vysokou schopnost prostupovat pies jakoukoliv bariéru.
Spolecné s cisplatinou se DMSO vyuziva ke zmirnéni nefrotoxicity a zaroveil nové studie
ukazaly, Ze toto spojeni potladuje §ifeni karcinomu plic. U¢inky DMSO ale stale nejsou Gplné
prozkoumany, a proto stale pretrvavd nejistota v jeho pouziti, z velkého hlediska i ve
veterinarni medicin¢ (Madruga et al., 2017).

DMSO efektivné proniké kiizi, ovSem diive byl zaméten vysledek Ucinku pouze na

lokalni, nikoliv systémové vlastnosti této latky (Capriotti et Capriotti, 2012).

1.6.4 Toxicita cisplatiny (CDDP)

Cisplatina byla poprvé vyuzita v pokusu pro vyzkum ristu E. coli za pouziti platinové
elektrody. Dochazelo zde ke tvorbé cisplatiny jakozto meziproduktu, coz zptisobovalo thyn
bakterii. Nasledné byl toxin zkouman detailnéji a zjistilo se, Ze je schopen vyskytovat se ve
stereoizomerech cis a trans. Stereoizomer cis, tedy cisplatina, je G¢innéjsi (Lippert, 1999).
Cisplatina se tedy zacala vyuzivat pii 1é¢be nadorovych bun¢k jako chemoterapeutikum a byla
zapsana jako 1é¢ivo predevs§im pii boji proti rakoviné vaje¢nikt a varlat (Carpenter, 2010).
Stejné tak jako jiné toxiny, ma i samotna cisplatina nékteré nezadouci Uc¢inky. Jsou jimi
nefrotoxicita, neurotoxicita a ototoxicita. Zaroven cisplatina vyvolava pocity na zvraceni az
zvraceni (Kelland, 2007). Dalsimi komplikacemi, se kterymi se u 1écby pomoci cisplatiny
muzeme setkat, jsou rezistence nadorovych bunék a jeji vznik, ¢i uplné potlaceni zadouci
reakce cisplatiny na nadorovou bunku (Stordal et al., 2007). Nékteré bunky jiz maji vrozenou
rezistenci vici cisplating, jiné tuto rezistenci mohou ziskat. Mezi tyto bunky fadime naptiklad
buriky karcinomu ovarii, kde dochazi k mutaci v genu BRCA2, ktery je tizce spjat s opravou
DNA, ¢imz brani cisplatiné poskodit danou bunku (Sakai et al., 2008; Stewart, 2007).

Utinek cisplatiny je docilen pomoci nékolika mechanisma. Prvni znich je
intracelularni aktivace cisplatiny po proniknuti do nitra buiiky, kdy dojde k odstépeni ligandu
a vzniku mono- nebo disubstituovanych metabolitt. Zde je tedy uplatnén mechanismus
alkylace. Poté je uplatnén mechanismus druhy, tedy Ze je cisplatina schopna se vazat na
cilové struktury uvniti buniky (Florea et Biisselberg, 2011; Wheate, 2010). Nasledkem toho
dochazi k interakci cisplatiny s DNA, coz zpisobuje blokaci replikace a transkripce, ¢imz
jsou ovlivnény nékteré signdlni drahy bunky, které pozdé€ji vedou k bunécné smrti.
Mechanismus blokace replikace ¢i transkripce je ale zavisly na typu aduktu cytostatika a
vlakna dvousroubovice DNA (Todd et Lippard, 2009). Bunéény systém je vSak schopen

typy aduktli rozpoznat pomoci proteintll, coz je jeden z prvnich obrannych mechanismi pfi
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interakci bunky s cisplatinou. Tyto opravné proteiny jsou tedy zodpovédné za sled signalni
drahy, ktera postupné¢ vede ke smrti bun¢k (Cepeda et al., 2007; Siddik, 2003).

U prubéhu apoptézy bylo pojednano o proteinu p53, ktery by mohl souviset
s toxikologii cisplatiny. Protein p53 hraje totiz svoji roli pii opravach DNA, nasledném
zastaveni bunécného cyklu a spusténi bunééné apoptdzy. p53 je aktivovan praveé blokaci
transkripce, coz je zptusobeno plsobenim cisplatiny. Timto krokem Ize pozastavit bunécny
cyklus. Ve zdravé buiice ma tedy funkci obrany proti zménam, jez by vedly ke vzniku nadort,
ale jiz u vzniklé naddorové buiiky je tento protein zmutovan, ¢imz dochazi ke ztratdm jeho
funkce a buné¢né proliferaci (Siddik, 2003; Wang et Lippard, 2005).

Cisplatina je toxin, ktery ma schopnost akumulovat se v burikdch a tim indukovat
tvorbu ROS, coZ vyvolava v zavislosti na jeho koncentraci a délce jeho plisobeni ur€ity typ
buné¢né smrti. Pii vystaveni buiiky malé koncentraci cisplatiny po dlouhou dobu vede toto ke
spusténi apoptickych signald a tim bunécné smrti pomoci apoptdzy. Oproti tomu pii vystaveni
buiky vysoké koncentraci cisplatiny staci kratka doba k tomu, aby bunka uhynula za pomoci
nekrozy (Brozovic et al., 2010; Filipski et al., 2009; Rabik et al., 2007).

Cisplatina se mize uvnitf bunky vazat i na thiolové skupiny za pomoci glutathion-S-
transferasy, ale i neenzymaticky. Thiolovou skupinu obsahuje napiiklad glutathion a v této
chvili, kdy dojde k navazani cisplatiny, dochazi k cisplatinové inaktivaci. Ovsem pokud se
jedna o buiiky rezistentni, hladina GSH miize byt zvysena. Cim vyssi hladiny GSH, tim v&tsi
pravdépodobnost rezistence nadorovych bunék na cisplatinu (Amptoulach et Tsavaris, 2011;
Goodman et al., 2011; Rabik et Dolan, 2007). Vzhledem k tomu, ze cisplatina je toxinem
interagujicim s GSH, naruSuje zna¢n€ 1 samotny antioxidacni systém bunck a je schopna
inhibovat nékteré antioxida¢ni enzymy. Jsou jimi napfiklad glutathion-S-transferasa a
glutathionperoxidasa, ¢im dochazi ke vzniku ROS v nitru bunky. Toto ptisobeni se projevuje
pfedevSim na sniZzeni membranového potencidlu u mitochondrii vedoucimu ke zborceni
metabolismu bunky a jeji nasledné smrti apoptéozou (Khynriam et Prasad, 2002; Rybak et
al., 2007; Saad et al., 2004).

1.6.5 Toxicita diethylmaleatu (DEM)

Diethylmaleat (DEM) je maleatovy ester, ktery vznikd kondenzaci kyseliny maleinové
a ethanolu. Jeho ulohou je vychytavani glutathionu, ¢imz zptsobuje jeho depleci (Gaubin et
al., 2000). U¢inky DEM na intracelularni hladiny GSH byly zkoumany po dobu nékolika let.
Mechanismus snizovani koncentrace GSH za pomoc DEM je zpiisoben reakci GSH s DEM za

katalyzy glutathion-S-transferasy. Pti této reakci dochazi k vychytavani GSH a tim se zvysuje
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akumulace ROS uvnitt bunky, coz vede k jeji smrti. Tento mechanismus samoziejmé zavisi
na koncentraci a ¢ase pisobeni DEM (Gaubin et al., 2000; Sen et Packer, 2002). Bunky,
které¢ byly vystaveny uc¢inku DEM, vykazovaly rychly a trvaly pokles hladiny GSH oproti
kontrolnim bunéénym kulturam. Zaroven na tomto zakladé hladiny GSSG vzrostly jiz po
12 hodinach a do 24 hodin zlstaly zvySeny, ¢imz hladiny GSH po 24 hodinach inkubace
klesly téméf na nulu (Casey et al., 2002; Gaubin et al., 2000). DEM také indukoval zménu
regulace metabolismu GSH u rakovinnych bunék. Zda se, ze DEM modifikuje mikroprostiedi
transformovanych bunék a tim omezuje jejich rast (Priya et al., 2014). Ovsem k takovému
efektu nedochazi z pricin zvySeni propustnosti bunééné membrany, ¢i naruseni mitochondrii,
jako je tomu u né€kterych jinych toxint, ale pouze vychytanim GSH a jeho depleci (Spiess et
al., 2010).
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2 CIL PRACE

1) Vyuziti bunénych linii A549 a Jurkat pro optimalizaci stanoveni bunécné viability a

koncentrace glutathionu.

2) Charakterizovat vztah buné¢né viability a glutathionové deplece pii studiu

cytotoxicity u cisPt, diethylmaleatu, Cd, tBHP ¢i jinych.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pomiicky a pristroje

Automaticky pipetor Accujet-Pro (BrandTech Scientific, Némecko)

CASY counter (Roche, Svycarsko)

Centrifuga Labofuge 400 (HERAEUS Instruments, Némecko)

Inkubator Memmert (IndiaMART, Indie)

Invertovany mikroskop Primo Vert (Carl Zeiss, USA)

Kultiva¢ni lahve, misky a dalsi plastové pomiicky pro bun&éné linie (TPP, Svycarsko)
Laminarni box Airstream (ESCO, USA)

Lednice a mrazak (Liebherr, Némecko)

Mikrotitracni desticky 96jamkové (Nunc, Dénsko)

Pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Spektrofotometr a spektrofluorometr Tecan Spark (Tecan, Rakousko)

Software

Tecan SparkControl
Microsoft Office — Word, Excel (Microsoft, USA)

3.2 Seznam pouzitych chemikalii

Cell proliferation reagent WST-1 (Roche, Némecko)

Cisplatina, cisPt (Mr = 300,05; Sigma Aldrich, USA)

Diethylmaleat, DEM (Mr = 172,18; Sigma Aldrich, USA)

Dimethylsulfoxid, DMSO (Mr = 78,13; Sigma Aldrich, USA)

Fluorescencni sonda monochlorobiman, MCB (Mr = 226,66; Sigma Aldrich, USA)
Tert-butylhydroperoxid, tBHP (Mr = 146,23; Sigma Aldrich, USA)

3.3 Kaultivace bunék A549
Pro kultivaci bunék A549 byly pouzity tyto chemikalie:

Bunécna linie adenokarcinomu lidskych plic, A549 (ATCC, USA)

Minimum Essential Medium, MEM (Sigma Aldrich, USA)
RPMI 1640 (Biowest, Francie)
Fetalni bovinni sérum, FBS (Fetal Bovine Serum) (GIMCO, USA)
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e Glutamin, GLU (GIBCO, USA)

e Pyruvat sodny, PYR (GIBCO, USA)

o 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonova kyselina, HEPES (GIBCO,
USA)

e Penicilin/Streptomycin, P/S (GIBCO, USA)

e Trypsin (GIBCO, USA)

e Fosfatovy pufr (pH 7,4), 10x koncentrovany, PBS (GIBCO, USA)

o Kompletni kultivaéni medium: MEM doplnéné o 10% (v/v) fetdlniho bovinniho séra,
pyruvat, glutamin, HEPES, penicilin a streptomycin

e Kultivacni médium bez fenolové cervené: RPMI médium doplnéné o 10% (v/v)
fetalniho bovinniho séra, pyruvat, HEPES, penicilin a streptomycin

e Inaktivacni medium: kultivaéni medium MEM doplnéné o 20% fetalniho bovinniho

séra

Bunécéna linie A549 byla kultivovdana ve vySe uvedeném kompletnim kultivaénim
médiu. Vyslednd denzita bunék AS549 dosahovala 500 tis. bunck. Buiky A549 byly
kultivovany pfi teploté¢ 37°C a 5 % CO2 az do dosazeni cca 70-80 % konfluence. Této
hodnoty bylo dosazeno pfiblizné po kazdych tfech az ¢tyfech dnech, kdy byla také provedena
pasaz bunck. Vysledné mnoZzstvi bunék bylo vypocteno za pomoci pfistroje CASY counter
(Roche, Svycarsko). Nasledné byly nasazeny 96jamkové desticky z potiebné suspenze o
koncentraci bun€k 15 tis. na jamku za pouZiti kompletniho kultivaéniho média. Toto médium
bylo v dob¢ experimentu vzdy Cerstvé a veskeré experimenty byly provedeny za pouziti 4. az

20. pasaze bunek.

3.4 Kultivace bunék Jurkat
Pro kultivaci buné€k Jurkat byly pouzity tyto chemikalie:
e Bunécna linie lymfoblastomu lidskych T-lymfocyti, Jurkat (ATCC, USA)

e RPMI 1640 (Biowest, Francie)

e Fetalni bovinni sérum, FBS (Fetal Bovine Serum) (GIMCO, USA)
e Glutamin, GLU (GIBCO, USA)

e Neesencialni aminokyseliny, NAA (GIBCO, USA)

e Pyruvat sodny, PYR (GIBCO, USA)
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o 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonova kyselina, HEPES (GIBCO,
USA)

e Penicilin/Streptomycin, P/S (GIBCO, USA)

e Fosfatovy pufr (pH 7,4), 10x koncentrovany, PBS (GIBCO, USA)

e Kompletni kultivaéni medium: RPMI doplnéné o 10% (v/v) fetalniho bovinniho séra,
pyruvat, glutamin, neesencialni aminokyseliny, HEPES, penicilinu a streptomycinu

e Kultivacni médium bez fenolové cervené: RPMI médium doplnéné¢ o 10% (v/v)
fetalniho bovinniho séra, neesencidlni aminokyseliny, glutamine, pyruvatu, HEPES,

penicilinu a streptomycinu

Bunécna linie Jurkat byla kultivovédna ve vySe uvedeném kompletnim kultivacnim
médiu. Vyslednd denzita bun€k Jurkat dosahovala 500 tis. bun€k. Bunky Jurkat byly
kultivovany pii teplot¢ 37 °C a 5 % CO: az do dosazeni cca 70-80 % konfluence. Této
hodnoty bylo dosazeno pfiblizn¢ po kazdych sedmi dnech, kdy byla také provedena pasaz
bunék. Zaroven kazdé tfi aZ Ctyfi dny dochdzelo k vyméné média. Vysledné mnoZstvi bun€k
bylo vypoéteno za pomoci pfistroje CASY counter (Roche, Svycarsko). Nasledné byly
nasazeny 96jamkové destiCky z potfebné suspenze o koncentraci 60 tis. bun¢k na jamku za
pouziti kultivacniho média bez fenolové Cervené. Toto médium bylo v dobé experimentu

vzdy Cerstvé a veskeré experimenty byly provedeny za pouziti 3. az 11. pasaze.

3.5 Priprava roztoku
Fosfatovy pufr

Pro piipravu fosfatového pufru bylo smichano 45 ml deionizované vody s 5 ml
fosfatového pufru. Takto pfipraveny pufr byl skladovan v lednici pfi teploté 4 °C, kdy doba

uchovani neptekrocila dobu 14 dni.

Pracovni roztok cisplatiny (cisPt)

Ze zéasobniho roztoku cisplatiny o koncentraci 1 mmol/l byly za pomoci fedéni
pfipraveny koncentrace 50 pmol/l a 100 umol/l. Pro fedéni bylo pouZito médium bez
fenolové Cervené a takto pfipravené pracovni roztoky toxini byly vzdy cCerstvé v den

ovlivnéni bunék.
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Pracovni roztok diethylmaleatu (DEM)

Ze zasobni lahve bylo odebrano potfebné mnozstvi diethylmaleétu, ktery byl nafedén
na koncentrace 0,1 mmol/l, 0,5 mmol/l a 2 mmol/l. Takto pfipravené koncentrace toxinu byly
v den ovlivnéni vzdy erstvé. Redéni probéhlo stejné jako v predchozim piipadé v médiu bez

fenolové Cervené.

Pracovni roztok dimethylsulfoxidu (DMSO)
Ze 100% zasobniho roztoku DMSO byly pfipraveny piislusné koncentrace k ovlivnéni
bun¢k. Koncentrace ptipravenych pracovnich roztokii v médiu bez fenolové cervené byly 1%,

3% a 7%. Pracovni roztoky byly vzdy Cerstvé.

Pracovni roztok tert-butylhydroperoxidu (tBHP)
Ze zasobniho 5,5 mol/l roztoku tBHP byly pfipraveny pomoci fedéni koncentrace
10 umol/l, 50 pmol/l a 100 pumol/l. Pracovni roztoky byly fedény v médiu bez fenolové

cervene a jejich piiprava probéhla vzdy v den ovlivnéni buné¢k.

Pracovni roztok pro fluorometrické stanoveni glutathionu

Pro buitkky A549 byl piipraven pracovni roztok smichanim PBS s zasobnim roztokem
monochlorbimant (Capek et al., 2017). Pro buiky Jurkat byl piipraven pracovni roztok o
dvojnasobném mnozstvi oproti buitkam A549. Tyto roztoky byly vzdy pfipravovany Cerstvé

pfed danym testovanim.

3.6 Testovani cytotoxicity danych toxinu

K testovani cytotoxicity bunéénych linii A549 a Jurkat byly pouZity vybrané toxiny
jako cisplatina, diethylmaleat, DMSO a tBHP. Vliv toxint byl sledovan pomoci testt, kdy
bunécna viabilita byla hodnocena pomoci testu WST-1 a hladina intracelularniho glutathionu
pomoci fluorometrické detekce MCB.

Veskeré tyto testy byly provadény v 96jamkovych destickach, kdy na jednu jamku této
desticky bylo nasazeno 15 tis. bun¢k pro linii A549 a 60 tis. bun¢€k pro linii Jurkat. U bun¢k
AS549 nasledovala 24hodinova inkubace, aby tyto adherentni builky dostatecné prfisedly na
povrch desticky. Nasledovalo odpipetovani kultivaéniho média a pridani média bez fenolové
cerven¢ s jiz nafedénou piisluSnou koncentraci toxinu o objemu 100 pl/jamku. Ke kontrolnim
buikam bylo pfidano pouze médium bez fenolové Cervené. U bunck Jurkat po nasazeni

desticky nebyla provadéna inkubace, ale tyto bunky vzhledem k jejich suspenznimu
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charakteru bylo mozné ovlivnit jesté tentyz den. K pfipravenym buiikdm bylo ptidano 20 pl

média bez fenolové Cervené s nafedénym toxinem.

3.6.1 Fluorometrické stanoveni hladiny glutathionu

Pro fluorometrické stanoveni glutathionu se uptednostiiuji metody, které jsou citlivé a
zaroven vykazuji vysokou specifitu. Z hlediska vyuziti fluorescencnich sond sem patii
monochlorobimany (MCB), které fluoreskuji az po priiniku bunéénou membranou a navazani
na glutathion, kdy vznika fluorescenéni produkt (Capek et al., 2017; Kamencic et al., 2000).

U linie A549 doslo nejprve k nasazeni desti¢ek s bunécnou suspenzi 15 tis. bunék na
jamku o objemu 100 pl. Po 24 hodinach byl tento objem odpipetovén a pfidan objem 100 pl
Sjiz nafedénym toxinem v médiu bez fenolové cervené. Takto ovlivnéné buiky byly
inkubovany po uréenou dobu a poté byl ptidan reagent MCB v objemu 20 ul na jamku.

U linie Jurkat byla do desticky nasazena suspenze 60 tis. bun¢k na jamku v celkovém
objemu 180 pl. Vzhledem K suspenznimu charakteru téchto bun¢k byly buiiky ovlivnény
ihned a to objemem 20 pl na jamku pracovniho roztoku s nafedénym toxinem. Objem
pridavaného MCB zde €inil 40 pl na jamku.

Po ptidani MCB byla vzdy u piislusnych desti¢ek proméfena intenzita fluorescence
pomoci spektrofotometru Tecan Spark (EX/EM = 394/490 nm). UrCené Casové intervaly
detekce glutathionu byly méfeny v rozmezi 1-24 hodin a zména fluorescenc¢niho signalu byla

vzdy vztazena ke kontrolnim bunikam, jez Cinila 100 %.

3.6.2 WST-1 test

WST-1 test se vyuziva k hodnoceni viability a proliferace bunék, i jako ukazatel
cytotoxicity. Je zde spektrofotometricky méfena absorbance pii 440 nm. Principem tohoto
testu je redukce tetrazoliovych soli na Zluty formazan za pisobeni mitochondrialnich
dehydrogenas, kdy mnozstvi vzniklého formazanu je pfimo Umérné poctu metabolicky
aktivnich bunék (Yin et al., 2013).

U linie A549 i Jurkat byly pro WST-1 test pouzity pfislusné 96 jamkové desticky.
Reagent WST byl ptidavan v souladu s komerénim navodem. Po ptidani WST byla vzdy u
prislusnych desticek proméiena absorbance pomoci spektrofotometru Tecan Spark pii 440
nm.

Casové intervaly méfené za pomoci testu WST u jednotlivych bun&nych linii byly v rozmezi

1-24 hodin. Zména absorbance byla vzdy staZzena ke kontrolnim buinikam, kde ¢inila 100 %.
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4 VYSLEDKY

4.1 Modelové stanoveni bunééné viability a koncentrace glutathionu

S vyuzitim bunéénych linii A549 a Jurkat byla stanovena cytotoxicita a koncentrace
GSH po pisobeni toxind o riznych koncentracich. Byly jimi 1%, 3% a 7% DMSO, dale
10 pmol/l, 50 umol/l a 100 pmol/l tBHP, 50 umol/l a 100 umol/l CDDP a 0,5 mmol/l a
2 mmol/l DEM. Bunécna viabilita byla hodnocena pomoci testu WST-1, koncentrace
glutathionu byla stanovena pomoci fluorometrického stanoveni. A549 a Jurkat buiniky byly

inkubovany po dobu 3 a 24 hodin s uvedenymi toxiny.

4.1.1 Stanoveni cytotoxicity - 3 h inkubace

V grafu 1 mizeme vidét srovnani pisobeni jednotlivych toxint a jejich koncentraci u
bun¢k AS549 po inkubaci tii hodin. Je zde patrné, ze u pusobeni CDDP doslo k poklesu
koncentrace GSH i bunécéné viability téméf na nulu jiz po tfech hodinach. Oproti tomu u
expozice ostatnim toxiniim je vidno, ze snizeni koncentrace GSH ve tieti hodiné predchazi
sniZzeni bunécné viability. Z vybranych koncentraci DMSO vykazuje nejvyssi toxicitu 7%
DMSO. Koncentrace 10 pmol/l a 50 pmol/l tBHP maji na buniky po tfech hodinach obdobny
cytotoxicky vliv. Pii srovnani vSech uvedenych toxini vykazuje inkubace bun¢k s DEM
nejveétsi depleci GSH, ktera predchazi snizené bunécné viabilité. Zatimco koncentrace GSH u
bunék pfi inkubaci s 0,5 mmol/l DEM vykazuje zna¢nou depleci, vidime, Ze dany toxin snizil

bunécnou viabilitu prozatim na cca 83 %.
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Graf 1: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu u vybranych toxini - A549 buiky. (DMSO —
dimethylsulfoxid; tBHP — tert-butylhydroperoxid; CDDP — cisplatina; DEM — diethylmaleat). Kontrola = 100 %;
doba inkubace 3 hod.; viabilita bunék - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH - fluorometrické stanoveni
(EX/EM = 394/490 nm). Pramér + SD (n = 10-20).

U bunék Jurkat doslo po tfech hodinach inkubace (graf 2) s 7% DMSO k poklesu
bunécné koncentrace GSH a zaroven redukci viability. V porovnani s buiikami A549 vidime
opacny efekt vztahu bunééné viability a koncentrace GSH u zbylych koncentraci DMSO, tedy
u 1% a 3% DMSO, a zaroven vSech koncentraci tBHP, kdy pokles viability bunék mirné
pfedchazi poklesu koncentrace GSH. Rozdil oproti buitkdm A549 vykazuji bunky Jurkat i u
inkubace s CDDP, kdy po tfech hodinach od ovlivnéni doslo k poklesu koncentrace GSH,
které piedchazelo poklesu viability bunék. Ob¢ tyto hodnoty ale jsou zde vyssi nez 60 %. U
bunck A549 vsak jiz po tiihodinové expozici doslo k poklesu obou hodnot témét na nulu.
2 mmol/l DEM indukoval pokles bunécné viability u bunék Jurkat na polovinu bunécné
viability bunék A549, zatimco koncentrace GSH zde klesla na 3 % v porovnani s A549, kde
koncentrace GSH byla 17 %. Ve stejném trendu je patrny i pokles hladiny GSH u buné¢k

ovlivnénych koncentraci 0,5 mmol/l DEM.

49



100%

80%
S
5 60%
<
o
X
ES
40%
20%
0% ﬁ ﬂ

lo Vo s 4 % ‘9 % 2 % Y

i) °Y °Y 4, 4, “

Y w w, M, Yo, e M, 4
I Y

mKoncentrace GSH O Viabilita bunék

Graf 2: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu vybranych toxini — Jurkat buiiky. (DMSO -
dimethylsulfoxid; tBHP — tert-butylhydroperoxid; CDDP — cisplatina; DEM — diethylmaleat). Kontrola = 100 %;
doba inkubace 3 hod.; viabilita bunék - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH - fluorometrické stanoveni
(EX/EM = 394/490 nm). Pramér + SD (n = 10-20).

4.1.2 Stanoveni cytotoxicity - 24 h inkubace

Po 24hodinové expozici vybranym toxinlm jiZ doSlo k vyraznéj$im detekovanym
zméndm. Tyto zmény miZzeme vidét v grafu 3. U bunék A549, na které pusobil 7% DMSO,
doslo k poklesu koncentrace GSH téméf na polovinu tfihodinové expozice. Stejny pokles
vykazovala i bunécna viabilita. Buiky ovlivnéné 3% DMSO vykazovaly oproti bunkam
ovlivnénym 7% DMSO mensi pokles GSH a bunécné viability. Predchazejici ubytek
koncentrace GSH a poté sniZeni bunééné viability vSak zistal nezménén. U ovlivnéni bunék
pomoci tBHP vSak doslo k navySeni bunécné koncentrace GSH, ale oproti vysledkiim ze treti
hodiny viabilita bun€k vzrostla. Buniky inkubované 24 hodin s 0,5 mmol/l DEM vykazuji
Vv porovnani s vysledky ze tfeti hodiny inkubace pokles viability t¢éméf na polovinu, zatimco
koncentrace GSH se vyznamné nezménila. Zajimavé vsak je, ze u bunék A549 inkubovanych

s 2 mmol/l DEM je koncentrace GSH jiz vyCerpana a buiiky maji témét nulovou viabilitu.
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Graf 3: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu u vybranych toxini — A549 buiiky. (DMSO —
dimethylsulfoxid; tBHP — tert-butylhydroperoxid; CDDP — cisplatina; DEM — diethylmaleat). Kontrola = 100 %;
doba inkubace 24 hod.; viabilita buné¢k - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH - fluorometrické stanoveni
(EX/EM = 394/490 nm). Pramér + SD (n = 10-20).

U bun¢k Jurkat po 24hodinové expozici 0,5 mmol/l DEM doslo k poklesu viability
267 % v grafu 2 téméf na nulu (graf 4). Obdobné poklesla i bunécna viabilita u bunék
inkubovanych s niz§i koncentraci DEM. Zaroven z grafu 3 a grafu 4 je patrné, Ze nejmensi
cytotoxicky ucinek na oba typy bunck vykazovaly 1% DMSO a 10 pmol/l tBHP. Avsak
7% DMSO a 100 pumol/l tBHP zptsobovaly u bunék Jurkat jedny z nejvétSich cytotoxicit,
zatimco u A549 tomu tak nebylo. Nadale byl u obou bunéénych linii po 24hodinové expozici

50 pmol/l a 100 pmol/l CDDP prokazan pokles hladiny GSH a buné¢né viability na 0 %.
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Graf 4: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu vybranych toxinid — Jurkat buiiky. (DMSO —
dimethylsulfoxid; tBHP — tert-butylhydroperoxid; CDDP — cisplatina; DEM — diethylmaleat). Kontrola = 100 %;
doba inkubace 24 hod.; viabilita buné¢k - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH - fluorometrické stanoveni
(EX/EM = 394/490 nm). Pramér + SD (n = 10-20).

Z dtivodu cytotoxicity CDDP, ktera zptsobila u A549 a Jurkat bunék po 24 hodinach
pokles bunécné viability az na 0 %, byl tento toxin z dalSich experimentli vyloucen. Bylo totiz
tteba charakterizovat vztah bunécné viability a koncentrace GSH v zavislosti na dobé
expozice toxinu. Pokles obou hodnot na 0 % by byl tedy pro takové experimenty nezadouci.
Z hlediska detailniho stanoveni vztahu bunécné viability a koncentrace GSH byly pro dalsi
experimenty vybrany toxiny s koncentracemi 3% DMSO, 50 umol/l tBHP a 0,5 mmol/l
DEM. Zaroven doslo k vyuziti 0,1 mmol/l DEM. Bylo tomu z divodu vychytavani GSH
pomoci DEM, diky ¢emuz hladina GSH i bunééna viabilita poklesli na nulu u bun¢k
inkubovanych s 2 mmol/l DEM.
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4.2 Charakterizace vztahu bunééné viability a koncentrace glutathionu

S vyuzitim bunéénych linii A549 a Jurkat byla stanovena cytotoxicita a koncentrace
GSH po pisobeni toxini o riznych koncentracich. Byly jimi 3% DMSO, 50 umol/l tBHP a
0,1 mmol/l a 0,5 mmol/l DEM. Stejné jako v experimentech piedchozich byla bunéc¢na
viabilita hodnocena pomoci testu WST-1, koncentrace glutathionu byla stanovena pomoci
fluorometrického stanoveni. Oproti pfedchozim experimentim se vSak doba inkubace bun¢k

A549 a Jurkat roz8ifilana 1, 3, 6, 8, 18, 21 a 24 hodin.

4.2.1 Toxicita dimethylsulfoxidu

V experimentech modelového stanoveni cytotoxicity a koncentrace GSH byla zminéna
hypotéza, ze snizeni koncentrace GSH u A549 ovlivnénych DMSO piedchazi snizeni viability
bunck. V detailnéjSim experimentu charakterizace vztahu viability a koncentrace GSH s
vyuZzitim vice Casovych limitd byla tato hypotéza potvrzena. Po stanoveni cytotoxicity a
koncentrace GSH nedo$lo ani po 24 hodinach k rapidnimu sniZeni hladiny GSH a tim 1
bunécné viability. Se stejnym vysledkem se setkavame i nyni v experimentu charakterizace
vztahu bunétné viability a koncentrace GSH. Z grafu 5 je patrno, Ze u expozice 3% DMSO
doslo u A549 ke snizeni hladiny GSH na 7945 % a sniZeni bunéc¢né viability na 87+8 % jiZ po
jedné hoding. V priibéhu plisobeni DMSO na buiiky po dobu 24 hod hladina GSH neklesla
pod 68 % a viabilita se sniZila maximaln€ na 75 %. V ramci odchylek, které jsou zobrazeny
v grafu 5, vidime, ze se hladina koncentrace GSH 1 buné¢na viabilita pohybuji témeéf na stejné

arovni.
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Graf 5: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu — A549 buiiky. DMSO (3 %). Kontrola = 100 %;
doba inkubace 1-24 hod.; viabilita bun¢k - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH - fluorometrické stanoveni
(EX/EM = 394/490 nm). Pramér + SD (n = 4-16).

Bunky Jurkat vykazovaly opacny pokles koncentrace GSH a buné&cné viability nez
tomu bylo u bunék A549. Tento efekt je patrny z grafu 6. Na pocatku inkubace az do 8 hodin
pusobeni 3% DMSO jsou koncentrace GSH a bunécna viabilita témét na stejné urovni. Po
dosaZeni inkubace 18 hodin dochézi nejprve u bunék Jurkat k redukei bunééné viability a poté
koncentrace GSH. Nasledné po 24hodinové expozici klesa bunécna viabilita na 24+6 % a
hladina GSH na 31£17 %. Pii porovnani bun¢k Jurkat s A549 je vidét, Zze po 24 hodinach
pasobeni 3% DMSO doslo u bunék Jurkat k vétsimu poklesu GSH i bunééné viability oproti
buiikdm A549. Bunécna linie Jurkat je tedy k DMSO citlivéjsi a snizeni bunécné viability

predchazi poklesu hladiny GSH. Buitky A549 vykazuji efekt opacny.
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Graf 6: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu — Jurkat buiiky. DMSO (3 %). Kontrola = 100 %;
doba inkubace 1-24 hod.; viabilita bun¢k - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH - fluorometrické stanoveni

(EX/EM = 394/490 nm). Priimér + SD (n = 4-24).

4.2.2 Toxicita tert-butylhydroperoxidu
Stejné tak jako DMSO 1 tBHP uc€inkuje na bunky A549 podobné. Snizend hladina

GSH zde ptedchazi snizeni bunécéné viability. Opét Ize ale vidét, Ze inkubace bun¢k A549 s
50 umol/l tBHP zptisobuje nizsi cytotoxicitu nez u bunék Jurkat. Tento efekt je patrny z grafu
7, kde koncentrace GSH neklesla pod 70 %. Také bunécna viabilita neklesla na méné jak

90 % kontrolnich hodnot ani po 24hodinové expozici 50 pmol/l tBHP.
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Graf 7: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu — AS549 buiiky. tBHP (50 pmol/l).
Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita bunék - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH -
fluorometrické stanoveni (EX/EM = 394/490 nm). Pramér + SD (n = 4-16).

Bunky Jurkat inkubované s 3% DMSO vykazovaly k buitkam A549 opaény trend
poklesu koncentrace GSH a viability. Tento rozdil v poklesu hladiny GSH a bunééné viability
byl zaznamenan i u buné€k Jurkat inkubovanych s 50 umol/l tBHP. Zde opét pokles bunééné
viability pfedchazi poklesu koncentrace GSH. Rozdilem vsak je, Ze pokles hladiny GSH
pfedchazi redukci viability jiz od prvni hodiny expozice. Z grafu 8§ miZeme vidét, ze v osmé
hodin¢ klesla koncentrace GSH pod 30 % a bunécnd viabilita jiz na 13 %. Nasledné po

18hodinové expozici jsou vSechny buiiky Jurkat nejspiSe mrtvé.
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Graf 8: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu — Jurkat buiiky. tBHP (50 pmol/l).
Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita bunék - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH -
fluorometrické stanoveni (EX/EM = 394/490 nm). Pramér + SD (n = 4-24).

4.2.3 Toxicita diethylmaleatu

Byly vyuzity dvé koncentrace diethylmaleatu. Z grafu 9 a grafu 10 si muizeme
povSimnout vztahu viability bunék A549 a koncentrace GSH za ptsobeni 0,1 mmol/l a
0,5 mmol/l DEM. U obou koncentraci byl prokazan podobny trend poklesu hladiny GSH a
bunééné viability. Rozdil byl nalezen pouze u vyssi koncentrace DEM, kdy dochazi k lepsi
ucinnosti. [ ptes to ale stale vice jak 60 % bunék vykazuje svou zivotaschopnost. Koncentrace
GSH je pak ve vétSin€ ¢asovych limitd polovi¢ni v porovnani s viabilitou. Zaroven ubytek
hladiny GSH pfedchazi ztrat¢ bunécné viability. Tento trend je zplsoben schopnosti DEM
vychytavat GSH, ¢imz tedy jeho hladiny ve vztahu k viabilité znac¢né klesly. U expozice
0,1 mmol/l DEM, ani 0,5 mmol/l DEM neklesla koncentrace GSH pod 30 %.
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Graf 9: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu — A549 buiiky. DEM (0,5 mmol/l).
Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita bunék - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH -

fluorometrické stanoveni (EX/EM = 394/490 nm). Pramér + SD (n = 4-16).
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Graf 10: Vztah viability bunék a koncentrace glutathionu — A549 buiikky. DEM (0,1 mmol/l).
Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita bunék - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH -

fluorometrické stanoveni (EX/EM = 394/490 nm). Primér + SD (n = 4-16).
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DEM na bunky Jurkat ptsobi ve stejném trendu jako je tomu u A549. Deplece GSH
ptedchazi poklesu bunécné viability. Bunky Jurkat a A549 se vsak lis§i mirou deplece GSH a
poklesu viability. Zatimco se u A549 koncentrace GSH nesnizila pod 30 % ani po inkubaci s
koncentraci 0,5 mmol/l DEM, bunky Jurkat vykazuji znacny rozdil v mife deplece GSH. Z
grafu 11 se mizeme presvédcCit, ze 0,5 mmol/l DEM indukuje pokles hladiny GSH u bunék
Jurkat pod 30 % a to jiz v osmé hodiné expozice. PO 24 hodindch pak nasleduje Shizeni
buné¢né viability az na 12 %. Stejny trend redukce hladiny GSH a buné&¢né viability mizeme
vidét i v grafu 12. K redukci hladiny GSH a buné&éné viability vSak doslo v mensi mite. Je
tomu z diivodu vyuziti nizsi koncentrace (0,1 mmol/l DEM).

Porovnani s modelovymi experimenty, kde byla vyuzita koncentrace 0,5 mmol/l
DEM, doslo po 24 hodinach inkubace buné¢k k Gplné ztraté koncentrace GSH. Z toho divodu
vymizela 1 bunécnd viabilita (graf 4). U obou bunécnych linii bylo prokézano, ze DEM je
schopen vychytavat GSH. Rozdilem vsak jsou jeho pouzité koncentrace, které¢ by nejspise u
bunécné linie A549 bylo tfeba navysit. Trend poklesu hladin GSH a bunécéné viability je ale u

obou bunéénych linii velmi podobny.
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Graf 11: Vztah viability bunék a Kkoncentrace glutathionu — Jurkat buiiky. DEM (0,5 mmol/l).
Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita bun€k - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH -
fluorometrické stanoveni (EX/EM = 394/490 nm). Pramér = SD (n = 4-24).
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Graf 12: Vztah viability bunék a Kkoncentrace glutathionu — Jurkat buiiky. DEM (0,1 mmol/l).
Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita bunék - WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH -

fluorometrické stanoveni (EX/EM = 394/490 nm). Pramér + SD (n = 4-24).
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5 DISKUZE

Vztah koncentrace glutathionu a bunécéné viability je v dnesni dobé ¢im dal vice
diskutovanym tématem. Glutathion je mozné nalézt v kazdé télni bunce a vyskytuje se
piirozen¢ v mnoha Zzivych organismech. Zastdva funkci antioxidantu, ¢imz detoxifikuje
xenobiotika, udrzuje pribéh bunécného cyklu, podili se na apoptdze a dalsich procesech. Pro
sledovani téchto déji in vitro se vyuzivaji rizné izolované bunécné kultury. Pro experimenty
in vitro se vyuziva uméle pfipravenych médii, atmosféry s vyssim tlakem kysliku, nez je tomu
u in vivo a dale zde nejsou ptitomny dalsi typy bunék. Ke stanoveni glutathionu se dnes
vyuzivaji  spektrofotometrické metody a dale 1 spektrofluorimetrické metody.
Spektrofluorimetrické metody maji oproti spektrometrickym vyssi specificnost a citlivost. Ke
stanoveni lze vyuzivat i elektrochemické a separa¢ni metody. Diky témto metodam je mozné
glutathion stanovit nejen u kultivovanych bunéénych kultur in vitro, ale i v
samotném biologickém materialu.

Testovani toxicity nékterych toxini u rakovinovych bun€k a stanoveni hladiny GSH
muze byt dobrym ukazatelem pro budouci onkologickou 1é¢bu. Pro testovani cytotoxicity jsou
vyuzivany dané in vitro testy. Zejména sem patii metody kolorimetrické, jako MTT test, XTT
¢i WST-1 test, ale i testy s vyuzitim barviv, jako jsou neutralni erven ¢i trypanova modi.
MTT test pracuje na principu méfeni metabolické aktivity bunék, kdy dochazi k redukci
tetrazoliové soli MTT (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) na
nerozpustny formazan. Na stejném principu pracuje i XTT test, kdy je redukovan 2,3-bis[2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilid opét na formazan. U testu
WST-1 je pfeménovano ¢inidlo WST. U vsech téchto metod dochézi k preméné tetrazoliové
soli na formazan za pomoci mitochondridlnich dehydrogendz. Poté je pomoci
spektrofotometrického stanoveni méfena hodnota absorbance (Halberstadt et Emerich,
2011; Kand’ar, 2016; Nydlova et al., 2014; Pastore et al., 2003; Pribst et al., 2017).

V této diplomové praci byly vyuzity fluorimetrické a spektrometrické metody. Diky
nim byly stanoveny koncentrace GSH a viabilita zkoumanych bunék. Pomoci téchto vysledkt
jsme se snazili zjistit, zda nékteré toxiny pusobici na vybrané bunky mohou zpusobovat
pokles koncentrace GSH v buiice, ktery pfedchazi redukci viability, ¢i tomu miiZze byt naopak.
Nejprve byly provedeny modelové experimenty s vyuzitim vice koncentraci jednotlivych
toxind, jez byly inkubovany s bunikami po dobu 3 a 24 hodin. Na zéklad¢ vysledki téchto
experimentll byly déle pouzity jiz konkrétni koncentrace dané toxické latky. Vybrany byly

takové toxiny, jejichz hodnoty koncentrace GSH a bunécné viability neklesly na 0 % ani po
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24 hodinach inkubace u experimenti modelového stanoveni. Takovy pokles diive jak ve
24. hodin¢ by byl nezadouci, protoze by nebylo mozné zachytit zmény hladin GSH a bunécné
viability v jednotlivych ¢asovych intervalech detailnéjsiho experimentu.

Prvnim toxinem vyuzitym pro zkoumani vztahu bunécné viability a koncentrace GSH
byla cisplatina. U linii A549 a Jurkat byly vyuzity koncentrace 50 umol/l a 100 pmol/l
CDDP. U bun¢k A549 doslo jiz po 3hodinové expozici k poklesu bunééné viability na 0 % u
obou vyuzitych koncentraci. U linie Jurkat pfetrvavala viabilita na cca 90 %. Zajimavé je, Ze
Vv experimentu, ktery provedl tym doktora Shi doslo po 24hodinové expozici 80 pmol/l CDDP
u bunék A549 k poklesu bunééné viability na 10 % (Shi et al., 2016). Tym doktora Shi vSak
pro stanoveni bunééné viability vyuzil MTT test (Shi et al., 2016). U nami provedeného
experimentu byl vyuzit test WST-1, ¢imZ se mohou vysledky liSit. Nadale tym doktora Shi
pouzil bunéfnou suspenzi 8§ tis. bunck A549 na jamku, ale ndmi pouzitd suspenze byla
piipravena z 15 tis. bunék A549 na jamku (Shi et al., 2016). Po srovnani studie tymu doktora
Shi s nasimi experimenty lze usuzovat, ze vysledky, které vykazuji bunky A549 si jsou velmi
blizké.

Druhym z vyuZitych toxinGi byl dimethylsulfoxid. V rdmci nékolika studii bylo
zjisténo, ze DMSO kromé svych funkci rozpoustédla téZ vykazuje protinddorové ucCinky.
Tento efekt muze byt disledkem jeho pfimych cytotoxickych ucinki (Hoang et al., 2010;
Jiang et al., 2016; Jovanovic et al., 2016; Koiri et Trigun, 2011). Mezi bunikami A549 a
Jurkat inkubovanymi s 3% DMSO doslo k rozdilnym poklesim hladin GSH a buné&¢né
viability. U buné¢k A549 bylo zjisténo, ze pokles hladiny GSH ptedchazi poklesu bunécné
viability, ale u bunck Jurkat je tomu naopak. Ve studii Dr. Hajighasema a jeho kolektivu
(2017) byla prokazana cytotoxicita DMSO u bun€k Jurkat v koncentracich vysSich jak
2% DMSO po inkubaci 24 hodin. Viabilita bun€k Jurkat u expozice 2% DMSO poklesla na
63 % a u 5% DMSO na 35 %. Zaroven autofi provedli pokus i u jinych leukemickych
bunéénych linii, kde nebyl prokazin zZadny vyznamny rozdil v cytotoxicit¢ DMSO
(Hajighasemi et Tajik, 2017). Vzhledem Kk vysledkim této studie a jimi pouzitych
koncentraci 2% a 5% DMSO lze ptedpokladat, ze u nami pouzité koncentrace 3% DMSO se
bude viabilita bun€k Jurkat pohybovat mezi 35-65 %. Viabilita bun¢k Jurkat u ndmi pouzitého
3% DMSO byla stanovena na 24 %. Hodnota vysledku mize byt ovlivnéna rozdilnosti
pouzitého, kdy dr. Hajighasemi pro stanoveni viability vyuzil TB test (Hajighasemi et Tajik,
2017), zatimco pro nase experimenty byl vyuzit test WST-1. Z porovnani vysledkd Dr.
Hajighasemi a jeho tymu s naSimi experimenty na buiikach Jurkat vidime, Ze si jsou vysledky

velmi blizké. Buiky AS549 vSak po ovlivnéni 3% DMSO vykazovaly znacny rozdil
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V porovnéni s buitkami Jurkat. Za celou dobu expozice 3% DMSO totiz koncentrace GSH u
bunck A549 neklesla pod 68 % a bunéfna viabilita byla zredukovdna na pouhych 75 %.
Koncentrace GSH a viabilita bun¢k se tedy pohybuji témeéf na stejné urovni. I pies to ale
muzeme potvrdit ndlez autorti, ze leukemické bunky vykazuji cytotoxicitu u koncentraci
vyssich jak 2 % DMSO (Hajighasemi et Tajik, 2017). Zavérem lze tedy fici, Ze na rozdil od
bun¢k Jurkat nejsou A549 k DMSO citlivé. Mize tomu byt z divodu jejich rozdilného
charakteru, metabolismu a zaroven mozné ziskané rezistence viuci DMSO.

Dalsim vyuzitym toxinem byl tert-butylhydroperoxid. U bunék A549 exponovanych
50 umol/l tBHP jsme prokazali, Ze snizena hladina GSH ptedchazi redukei viability bunék. K
viceméné stejnym vysledkiim dospéla i studie profesora Tobwala a jeho tymu, kde po
24hodinové expozici 50 umol/l tBHP poklesla viabilita bun€k na polovinu, zatimco hladina
GSH se pohybovala jiz na 1/3 (Tobwala et al., 2014). Po 24hodinové expozici doslo u naseho
experimentu K poklesu viability cca na 90 %. Tym profesora Tobwala stanovil po
24 hodinach pokles viability jiz na 50 % (Tobwala et al., 2014). Tento rozdil muze byt
zpiisoben odliSnym poctem bunék inkubovanych v jedné jamce 96jamkové destiCky. U nami
provedenych experimentii byla pfidavana suspenze 15 tis. bunck na jamku, kdeZto u
kolektivni studie profesora Tobwala byla pfipravena bunétnd suspenze 12,5 tis. bun€k na
jamku. I pfes mirny rozdil v poctu nasazenych buné¢k vSak mohlo dojit k rozdilim
Vv pfichyceni bun¢k ke dnu 96jamkové desticky. Denzita 12,5 tis. bun€k na jamku nasazena
tymem profesora Tobwala nemusela byt upln¢ optimalni (Tobwala et al., 2014). Zaroven u
této studie byla bunécné viabilita hodnocena pomoci Calcein AM assay, oproti tomu nase
hodnoceni viability prob&hlo za pomoci testu WST-1 (Tobwala et al., 2014). Jednou z reakci
tert-butylhydroperoxidu je oxidace thiolové skupiny, kterou GSH obsahuje. Tim oslabuje
buiiku, ktera se pak nemuze branit oxidacnimu stresu. Tento mechanismus vysvétluje pokles
hladiny GSH u bunék A549 i Jurkat. Je ale zfejmé, Ze i ptes vysvétleni poklesu GSH dochazi
u bunék Jurkat k jinému principu ptisobeni tBHP. Je tomu z diivodu ptfedchazejiciho poklesu
viability bunék a naslednému poklesu hladiny GSH, coz bunky A549 vykazuji opacné
(Leverve, 2003). Doc. Kucera dle jeho vyzkumu tvrdi, ze u NH buné¢k jiz po 30minutové
expozici 250 umol/l tBHP klesla koncentrace GSH na 80 %. U SH bunék poklesla
koncentrace GSH na 65 % pfi expozici stejné koncentrace toxinu (Kucera, 2014). V jeho
praci byly ovlivnény hepatocyty a hladina GSH byla stanovena pomoci spektrofluorimetrie
zalozené na reakci GSH a o-ftalaldehydu (Kuéera, 2014). V nasi praci vykazuji buiky A549
hladinu GSH 78 % po hodinové expozici 50 pmol/l tBHP. Nadéle se ale hladina GSH drzi

témet na stejné Urovni. Oproti tomu bunky Jurkat vykazuji 95% hladinu GSH po hodinové
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expozici a tato hladina dale klesa. Procentni rozdil hladiny GSH v nasi praci s porovnanim
studie docenta Kucery muze byt zptisoben rozdilnou koncentraci tBHP (Kucera, 2014). I ptes
lisici se metodu stanoveni, rozdilnou ¢asovou expozici a bunénou linii Ize potvrdit, ze
prvotni mechanismus pusobeni tBHP na buiiky je stejny. Nadale ve studii doc. Kucery doslo
po hodinové inkubaci SH bunék s 10 umol/l tBHP k poklesu bunééné viability na 50 % a
inkubaci se 100 umol/l tBHP na viabilitu 16 % (Kucera, 2014). V nasi praci vykazovaly
buniky A549 po inkubaci s 50 umol/l tBHP 88% viabilitu a bunky Jurkat 85% viabilitu. I ptes
to, Ze v naSem experimentu 1 studii doc. Kucery, byl pro stanoveni viability vyuzit WST-1
test, vysledky jsou rozdiln¢ (Kucera, 2014). Tento rozdil je pravdépodobné zplsoben
hepatotoxicitou tBHP.

Poslednim vyuzitym toxinem byl diethylmaleat. Vzhledem k literatuie a vyhledanym
studiim je ziejmé, ze DEM zpisobuje vychytavani glutathionu, ¢imz zptsobuje jeho depleci.
U modelového experimentu ovlivnéni bun¢k A549 s 2 mmol/l DEM doslo po 3 hodinach
inkubace Kk uplnému vycerpani GSH. Vycerpani koncentrace GSH bylo doprovazeno
bunécnou smrti. Zde nastala hypotéza, Ze pokles hladiny GSH pod 30 % by mohl byt pro
bunky smrtelny. Nekteré studie totiz tvrdi, Ze koncentrace GSH je dilezitym faktorem jak
citlivosti na cytostatika, tak pro predpoklad poklesu bunécné viability (Aquilano et al., 2014).
U bunék Jurkat doslo k poklesu hladiny GSH na 8 % jiz po 3hodinové expozici 0,5 mmol/l
DEM. Tim jsme tedy pfedpokladali, Ze po 24hodinovém plisobeni 0,5 mmol/l DEM na bunky
Jurkat dojde k poklesu bun&éné viability z 67 % téméf na nulu. Tento efekt byl také prokazan
a hypotéza byla potvrzena i u experimentu s vyuzitim §ir§ich asovych limitd. Také studie
Rutherfordové a Dr. Giesega provedena na bunkidch U937 prokazuje na$i hypotézu
(Rutherford et Gieseg, 2011). Vysledkem experimentu Rutherfordové a Dr. Giesega bylo, ze
po 6hodinovém pisobeni 0,25 mg/ml oxLLDL doslo k poklesu koncentrace GSH téméf na
0 %. Bunky vSak jesté v 6. hodiné vykazovaly viabilitu na pfiblizn€ 25 %, ale po 9hodinové
expozici byly jiz vSechny mrtvé (Rutherford et Gieseg, 2011).

U nami provedenych experimentl je ve vét§in€é Casovych expozicich DEM u bunék
A549 i Jurkat hladina GSH v porovnani s buné¢nou viabilitou znatelné nizsi. To je zpisobeno
je tomu u bun€k A549. Zaroven je takto snizena i bun&na viabilita, coZ prokazuje vétsi
citlivost bunék Jurkat na pasobeni DEM. V experimentu provedeném tymem Dr. Kaura byla
stanovena koncentrace GSH a viabilita bun€k po 12hodinové expozici 3 mmol/l DEM za
pomoci testu MTT (Kaur et al., 2006). Pro stanoveni byly vyuzity neurony a astrocyty.

V této praci po 12hodinové expozici vykazovaly neurondlni buiiky 80% viabilitu, koncentrace
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GSH byla 63 %. U astrocytii byla hodnota viability a koncentrace GSH na stejné urovni 85 %
(Kaur et al., 2006). V nasi praci u bunék A549 po expozici koncentraci 0,5 mmol/l DEM
byly hodnoty viability 69 % po inkubaci 8 hodin a 77 % po inkubaci 18 hodin. Ve 12. hodin¢
1ze piedpokladat, ze se hodnoty viability pohybovaly pfiblizné na 73 %. Oproti tomu hodnoty
koncentrace GSH byly proti viabilité v 8. a 18. hodin¢ polovi¢ni, coz by se pravdépodobné
objevilo i ve 12. hodin€ expozice. Z toho miizeme soudit, ze jsou bud’ bunky A549 citlivejsi
nez neurony ¢i astrocyty, nebo je nizsi koncentrace v tomto piipadé ucinngjsi. Stejné pusobil
0,5 mmol/l DEM na bunky Jurkat. Rozdil byl pouze v hodnotach GSH, kter¢ jiz od 8. hodiny
zustaly témét nezménény, zatimco viabilita bunék klesla jesté na polovinu.

Diky Castym experimentim s vyuzitim DEM bylo napftiklad kolektivem Dr. Caseye
prokdzano, ze bunky HepG2, které byly vystaveny ucinku 1,25 mmol/l DEM, vykazovaly
rychly a trvaly pokles hladiny GSH (Casey et al., 2002). Jiz po hodiné expozice poklesla
hladina GSH na 39 % (Casey et al., 2002). U nami vyuzité koncentrace 0,5 mmol/l DEM byl
po jedné hodiné pusobeni stanoven pokles GSH na 62 % u bun¢k A549 a 56 % u bunck
Jurkat. I pfes ndmi vyuzitou koncentraci, kterd oproti studii Dr. Caseye byla vice jak
polovi¢ni, pusobeni DEM vykazuje stejny mechanismus (Casey et al., 2002). Zaroven ve
studii Dr. Caseye bylo stanoveno, ze hladiny GSSG vzrostly jiz po 12 hodinach a do 24 hodin
ztstaly zvySeny. Tim hladiny GSH po 24 hodinach inkubace klesly témét na nulu (Casey et
al., 2002). Tento prukaz souhlasi i s na§im stanovenim GSH u bunék Jurkat. Zde hladina GSH
po 24 hodinach klesla také téméf k nule. OvSem u bunék A549 se koncentrace GSH drZela na
34 %. I ptes to ale hladina GSH klesala. Pokud vezmeme v potaz znalosti o ptisobeni DEM,
1ze ptedpokladat, Ze pifi vyuZiti vyssi koncentrace by hladina GSH po 24 hodinach klesla také
na nulu i u bun¢k A549. Ditkazem jsou i vysledky z naSeho modelového experimentu, kdy pii
pouziti 2 mmol/l DEM u bun¢k A549 doslo k poklesu hladiny GSH na 0 %. Tym Dr. Caseye
se t€z zabyval stanovenim viability bun¢k HepG2 (Casey et al., 2002). Stanovena viabilita
byla po 6hodinové expozici 1,25 mmol/l DEM snizena na 70 % (Casey et al., 2002). Pti nami
provedené 6hodinové expozici 0,5 mmol/l DEM byla u bun¢k A549 stanovena viabilita na
81 % a u bunék Jurkat na 95 %. Toto porovnani v ramci rozdiln€ pouzitych koncentraci opét
souhlasi. Je tomu i z diivodu, Ze bunécna viabilita se snizila na 69 % u bunck A549 az po
expozici 0,5 mmol/l DEM po dobu 8 hodin. Ve stejném ¢ase byla u bunék Jurkat viabilita na
hodnoté 45 %. Vidime tedy, Ze stejny efekt pisobeni DEM se v porovnani s experimentem
tymu Dr. Caseye dostavil o dvé hodiny pozdéji (Casey et al., 2002). To miize byt zptisobeno
pravé vyuzitim niz$i koncentrace, ale i rozdilnym druhem bunécné linie. Dr. Casey spolecné

s jeho tymem tvrdi, ze po 24hodinové expozici 1,25 mmol/l DEM jsou vSechny buiikky HepG2
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mrtvé (Casey et al., 2002). Tomuto zjisténi u nas odpovidaji buiky Jurkat po 24hodinovém
ovlivnéni 0,5 mmol/l DEM a buniky A549 po ovlivnéni 2 mmol/l DEM.

Podobnym mechanismem, jako pisobi DEM na bunky, ucinkuje 1 BSO. N¢které
studie tvrdi, Ze DEM zpusobuje vétsi cytotoxicitu. Ve studii Dr. Zhanga a jeho tymu byly
vyuzity buiiky A549, na které plsobily rizné koncentrace BSO (Zhang et al., 2018). Po
24hodinové expozici 0,1 mmol/l BSO doslo k poklesu bunééné viability u bunék A549 na
90 %. U nami pouzité koncentrace 0,1 mmol/l DEM klesla viabilita bun€k A549 také po
24 hodinéch na 91 %. U vyuziti bunétné linie Jurkat tento pokles €inil 82 %. Zde vidime, ze
v koncentraci 0,1 mmol/l ptisobi BSO a DEM obdobné. Ovsem rozdil nastava pii navyseni
koncentrace. Kolektiv Dr. Zhanga prokézal, ze pii koncentraci 0,4 mmol/l BSO klesla po
24 hodinach bunééna viabilita téz piiblizné na 90 % (Zhang et al., 2018). V nami
provedeném experimentu, kde byla vyuzita koncentrace 0,5 mmol/l DEM vSak bunécna
viabilita po 24 hodinach klesla jiz na 71 % u bunék A549 a na 12 % u buné€k Jurkat. Z téchto
vysledku tedy vyplyva, ze DEM skutecné miize zpisobovat vétsi cytotoxicitu oproti BSO.

Celkovy rozdil vztahu hladiny GSH a buné&¢né viability u bun¢k A549 a Jurkat v ramci
nami vyuzitych toxinil 1ze vysvétlit nasledujici hypotézou. Bunécné linie jsou totiZ rozdilného
charakteru, kdy buiiky A549 jsou adherentni, oproti tomu Jurkat buiky jsou suspenzni. Diky
tomuto rozdilu mize dochdzet i k odlisnému plsobeni toxind na tyto buiky. Zaroven je
mozné, ze kazda bunécna linie obsahuje jiné mnoZstvi hladiny GSH, ¢imZ lze i1 vysvétlit
procentni rozdil pisobeni DEM na buniky A549 a Jurkat a tim 1 jejich procentni rozdil v

poklesu bunééné viability pii ptisobeni stejnou koncentraci.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo vyuzit bunééné linie A549 a Jurkat pro charakterizaci vztahu
bunécné viability a deplece GSH pfi plisobeni vybranych toxind. Byly jimi CDDP, DEM,
DMSO a tBHP. Dle literatury byla u bunék inkubovanych s DEM ptedpokladana znacna
redukce GSH. Deplece GSH byla predpokladana i u expozic ostatnich uvedenych toxind, ale
vV mensi mife, nez je tomu u inkubace bunék s DEM. Provedenymi experimenty jsme potvrdili
Vv literatuie uvedené mechanismy plisobeni toxind na buiiky. Piekvapujicim vysledkem vsak
byla zna¢na rozdilnost mezi buikami A549 a Jurkat v reakci na jednotlivé toxiny. Lze fici, Ze
u buné¢k Jurkat byla prokazana vysoka citlivost k uvedenym toxintim, u bunék A549 tomu tak
nebylo. Zéaroven trend poklesu hladiny GSH a bunécné viability byl pfi expozici DEM stejny
u obou bunéénych linii. Vyjimkou byl u bun¢k Jurkat pokles bunécéné viability predchazejici
poklesu koncentrace GSH pfi inkubaci s DMSO a tBHP. Bunky A549 vykazovaly u plisobeni
DMSO a tBHP pokles hladiny GSH piedchazejici poklesu bunééné viability. Zavérem lze
tedy shrnout, ze bunky Jurkat jsou oproti bukkam A549 vice citlivé. Zaroven GSH hraje

vyznamnou roli u obou bunécénych linii pii dispozici bunék ke smrti.
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