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ANOTACE

Teoreticka Cast diplomové prace je zaméfena na charakterizaci toxinU cisplatiny,
CdClz, t-BHP a nanocastic SiO2 a TiO2 P25. Déale jsme charakterizovali dulezité
proteiny ucastnici se apoptdzy a princip metody Simple Western. V ramci praktické
Casti jsme detekovali bunécné poskozeni u SH-SY5Y bunék po plusobeni vybranych
toxinl a nanocastic. V zavéreCné casti diplomové prace jsme vysledky shrnuli

a diskutovali.

KLICOVA SLOVA
Simple Western, PARP-1, cisplatina, apoptéza, toxiny.



ANNOTATION

The theoretical part of the thesis focuses on the characterisation of cisplatin, CdClz
and t—BHP toxins, and SiO2 and TiO2 P25 nanoparticles. Furthermore, the author
characterizes important proteins involved in apoptosis and also the Simple Western
method principle. In results part, the author provides the description of the cell damage
in SH-SY5Y cells after exposure to selected toxins and nanoparticles. In the final part

of the thesis, the summary of the results is provided and discussed in more detalil.
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Uvod

Apoptoéza je typem programované bunécné smrti, ktera je charakterizovana
smrsténim bunky, kondenzaci chromatinu a rozpadem celé buriky na jednotliva
apoptoticka téliska, ktera jsou nasledné fagocytovana okolnimi bufkami. Jednim
z vyznamnych markrl apoptézy je vystaveni fosfatidylserinu na bunééném povrchu.

Mezi mozné induktory apoptézy fadime Fadu toxinl, mezi které patfi cisplatina,
CdCl2 a t—-BHP. Koordinacni slou€enina cisplatiny tvofi s glutathionem reaktivni thiol,
ktery ma silné cytotoxické ucinky a indukuje apoptdzu. Cytotoxické u€inky CdCl2 zavisi
na redoxnim stavu Cd?*, nebot’ mlze indukovat apoptdzu i nekrézu. Slouc¢enina t—-BHP
indukuje apoptézu tvorbou tert-butoxy radikald. DalS§imi potencialnimi induktory
apoptdzy jsou nanomaterialy, jejichz vlastnosti jsou zavislé na velikosti nanocastic.
Cim jsou ¢&astice nanomateriall mensi, tim snaz se tvofi volné radikaly, a tim
se zvySuje pravdépodobnost indukce apoptézy. Mezi zkoumané nanomaterialy patfi
TiO2 P25, TiO2 a SiO2. Titan existuje ve 3 modifikacich, které maji rozdilné fyzikalné-
chemické vlastnosti, a tim i rozdilnou cytotoxicitu. Krystalicky SiO2 je povazovany
za bezpecnou latku, ale amorfni nanocastice SiO2 vykazuji toxické ucinky.

Cely mechanismus apoptézy zahrnuje fadu vyznamnych proteinQ, které jsou
propojené a navzajem ovliviiované. Protein Fas-L je membranové vazany nebo
se vyskytuje volné v cytoplazmé. Naopak jadernym proteinem je protein PARP-1, ktery
je aktivovany v zavislosti na jaderném poskozeni buriky. K aktivaci proteinu PARP-1
je nutny protein p21. Do rodiny CDKI spolu s proteinem p21 patfi také protein p16.
Kinaza ERK-1/2 aktivuje protein p53, ktery nasledné zplsobuje oligomerizaci proteinu
Bax. Protein Bcl-XL se podili na tvorbé mitochondrialnich péru. Kinaza ASK-1 je
aktivovana oxidacnim stresem a interaguje s JNK-kinazou nebo proteinem p38.
V neposledni fadé se celého mechanismu uc€astni efektorové kaspazy-3, kaspaza-7
a iniciacni kaspaza-9.

Mezi pouzivané metody pro sledovani pribéhu apoptézy patfi mikroskopie
Ci biochemické testy. Mikroskopické a biochemické metody jsou €asto pouzivany pro
popis a detekci procesu apoptozy. Fluorescenéni mikroskopie je velice citliva metoda,
kde se pro sledovani procesu apoptozy vyuziva fada fluorescencnich sond, mezi které
fadime napf.: Anexin V znaceny fluoresceinem isothiokyanatem. Tato sonda se velice
specificky vaze na fosfatidylserin, ktery buriky podstupujici proces apoptozy vystavuji
na svém povrchu. Z biochemickych metod je jednou z moznosti hodnoceni zmény

exprese proteind metoda Simple Western, ktera je rychla, pfesna a reprodukovatelna.
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1. TEORETICKA CAST
1.1 Bunécna smrt

Bunécna smrt je soubor déjl, ve kterych jsou buriky eliminovany z tkané bud
kontrolovanym zplGsobem, ktery zahrnuje Fadu biochemickych procest nebo
nekontrolovatelnym zplsobem, ktery vede k uvolnéni bunééného obsahu do okolnich
tkani s naslednym patologickym efektem, kterym je zanét okolni tkané. Bunétnou smrt
Ize rozdélit na pét zakladnich typl (obr. 1). Mezi programované typy bunécné smrti
patfi napf.: apoptoza, autofagie a entéza. Mezi patologické, neprogramované typy

bunécné smrti patfi napf.: nekréza (Chen Q. et al, 2018).

[nduktory buné&éné smrti

V. typ: Mitoticka
I. typ: Apoptoza smrt, pyroptoza

Viabilni buiiky

N

Obr. 1: Typy bunééné smrti (pfevzato a upraveno z Martins I. et al., 2017).
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1.1.1 Apoptéza

Apoptdza patfi do programovanych bunécnych smrti a fyziologicky se uplatriuje
pfi spermatogenezi, embryogenezi nebo eliminaci nadorovych bunék. Cely prubéh
apoptézy doprovazi charakteristické morfologické zmény. Ranym znakem je
zmenSovani bunky, zhusténi cytoplazmy, pyknéza jadra zplUsobena kondenzaci
chromatinu (obr. 2A). Druhym stadiem je fragmentace jadra zpusobena uvolfiovanim
chromatinu skrz cytoplazmatickou membranu a fragmentace DNA na useky o velikosti
180 bp. Finalné dochazi k tvorbé apoptotickych télisek, které jsou eliminovany
burikami okolnimi nebo burikami imunitniho systému (Chen Q. et al, 2018).

Apoptéza mlze byt aktivovana nékolika zpusoby, mezi hlavny zplUsoby aktivace
patfi vnéjSi draha a vnitfni draha. Vnitfni draha se aktivuje signalem z vnitfniho
prostfedi burfiky a nastava pfi metabolickém rozvratu, nedostatku Zivin, vlivem
cytostatik a volnych radikald, zvySenou koncentraci vapenatych iontd nebo stresovou
situaci, jako je infekce, zvySené teplo a vliv radiace. Vnéjsi draha se aktivuje interakci
ligandu a receptoru. Obé drahy pracuji synergicky, aby eliminace poSkozenych bunék
probéhla v pofadku a cely proces apoptozy je fizeny a zpétné kontrolovany. Pfimym
regulatorem jsou kaspazy, cysteinové proteazy hydrolyzujici peptidové vazby v misté
aspartatu. DalSi klicCovou rodinou proteint v kontrole pribéhu apoptézy je B-cell
lymphoma-2 (Bcl-2) rodina zahrnujici 25 proteinu, které maji ve své struktufe BH-
domény. Domény BH-3 se podili na tvorbé dimerd, u kterych vzajemny pomér
a interakce rozhoduji o tom, zda bude apoptotické draha aktivovana nebo inhibovana.
Mezi anti-apoptotické aktivatory Ize zafadit Bcl-2, B-cell lymphoma extra large (Bcl-
XL), Myeloid cell leukemia-1,Bcl-2-like-2. Mezi pro-apoptotické faktory patfi agonista
smrti interagujici s BH3 doménou (BHS3 interacting domain death agonist; Bid) a Bcl-
2-like protein 11 (Mcllwain D. R. et al, 2013).

Vnitfni draha apoptozy je iniciovana poskozenim prostfednictvim intercelularnich
senzorl, které vyvolaji rozvrat mitochondrialni membrany, skrz kterou pronikaji
do buriky pro-apoptotické faktory, které spolu s Aktivacnim faktorem 1 pro apoptickou
protedzu-1 (Apoptosis proteas activating factor-1; Apaf-1) a kaspazou-9 vytvari
apoptozém. Kaspaza-9, v apoptozému, aktivuje prokaspazu-3, ktera v aktivni formé
zpusobi sebedestrukci (Xu X. et al, 2019; Su Z. et al, 2015). DalSi vnitfni drahou je
aktivace faktory, které lezi na vnitfni membrané mitochondrii po pfemisténi pomoci

jaderného lokaliza¢niho signalu do jadra, kde zplsobuji kondenzaci chromatinu (Xu X.
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et al, 2019). Pokud apoptéza aktivovana vnitini drahou nenastava v mitochondrii,
aktivace je mozna endoplazmatickym retikulem. Spoustéem byva homeostaticky
rozvrat vapenatych iontl, nedostatek Zivin nebo hypoxie. Kli¢ovy je pfesun kaspazy-9
z endoplazmatického retikula (ER) do cytosolu, coz aktivuje kaspazu-3, ktera zpUsobi
destrukci buriky (Chen Q. et al, 2018).

VnéjsSi draha je iniciovana interakci imunitniho systému s poSkozenou bunkou.
Navazani probiha spojenim ligandd smrti s receptory, které jsou umisténé na povrchu
cytoplazmatické membrany. Mezi dulezité ligandy patfi Tumor nekrotizujici faktor
(Tumor Necrosis Factor; TNF), Fas-ligand (Fas-L) a Ligand indukujici apopt6zu (Death
effector domains; TRAIL=APO-2). Kazdy ligand ma konkrétni receptor. Tumor
nekrotizujici faktor se poji s TNF-receptorem 1 nebo s TNF-receptorem 2, Fas-L
se poji s Fas-receptorem (CD95) a s TRAIL se muze pojit pét riznych receptort (DR4,
DR5, DcR1, DcR2, osteoprotegerin) (Xu X. et al, 2019).

Interakce TNF ligandu s TNF receptorem zpusobuje vznik trimeru, ktery zesiluje
prenasejici signal a umoznuje lepsSi vazbu na prokaspazu-8. Prokaspaza-8 se aktivuje
autohydrolyticky na kaspazu-8 za souCasné aktivace efektorové prokaspazy-3
na kaspazu-3. Obdobna kaskada se spousti, pokud nastane interakce Fas-L a Fas-
receptoru. Draha zacinajici spojenim TRAIL s pfislusnym receptorem ma vétsi
aktivaéni rozsah, protoze zahrnuje i aktivaci T-bunék imunitniho systému nebo
destrukci nadorovych bunék, proto ho Ize povazovat za protirakovinotvorného Cinitele.
Na jeho ucinky ma vliv protein p53, ktery se vyskytuje ve zvySené mife v rakovinovych
bunkach. V dnesni dobé je viak stale velké mnozstvi rakovinovych bunék na lécbu
pomoci Ligandu indukujiciho apoptdzu rezistentni, hledaji se ale stale u€inngjsi formy.
Prvni objevenou ucinnéjSi formou je pfisada s arginin-glycin-aspartat proteinem,

a dalSi je kombinace s Annexinem V znama jako TP8 (Xu X. et al, 2019).

1.1.2 Nekréza

Nekroza je vyvolavana fyzikalné-chemickym stresem, jako je teplo, osmoticky Sok,
zvySena koncentrace peroxidu vodiku nebo interakci proteinu 1 (Berghe V. T. et al,
2013; Koubek K., 2010). Pribéh nekroézy je neregulovany a doprovazi ho otok
cytoplazmy, otok mitochondrii s naslednou kalcifikaci, rozpad organel a v poslednim
stadiu dochazi k prasknuti buné€né membrany a k vyliti bunééného obsahu do okoli
(obr. 2B). Zanét vznika dusledkem uvolnéni intracelularnich faktord amphoterinu
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nebo ristového faktoru odvozeného od hepatomu z usmrcené burky. Na tyto faktory
reaguje Neuronovy sitnicovy leucinovy zipovy protein, ktery uvolni prozanétlivy cytokin
Interleukin  1B. Na rozdil od apoptézy se nekrdéza nepoji s kaspazami. Cely
mechanismus doprovazi inhibice syntézy adenosintrifosfatu, zastaveni proteosyntézy
a naopak aktivace pasivniho transportu a prevladajici katabolismus
(Green D. R. et al, 2015; D’Arcy M. S., 2019).

Samostatnym podtypem nekrézy je programovana nekréza, neboli nekroptoza.
Termin oznaCuje neapoptotickou programovanou bunécnou smrt, ktera probiha dle
podobnych signalnich drah jako apoptdza, ale procesu se neucastni kaspazy.
Nekroptéza je vyvolana vazbou receptort smrti s ligandy (Fas, TNF-receptor 1),
navazanim receptort na T buriky, intracelularnimi senzory RNA a DNA, interferony
nebo stresovymi faktory (reaktivni formy kysliku, nadbytek vapniku, fotodynamicka
terapie, ionizujici zafeni). KliCovymi molekulami je receptor interagujici
se serin/threonin-proteinkinazou 3 (Receptor-interacting serine/threonine protein
kinase3; RIPK3) a pseudokinaz doména jako protein (Pseudokinase mixed-lineage
kinase domain-like protein; MLKL). K uskute€¢néni nekroptdzy je nutné, aby RIPK3
kindza fosforylovala MLKL kinazu, ktera nasledné poskodi plazmatickou membranu

a je efektorem bunécéné smrti (Chico F. J. et al, 2017; Schwarzer R. et al, 2020).

1.1.3 Autofagie

Autofagie je proces, pfi kterém se bunééné slozky odstépuji do lysozomd, kde
probiha jejich degradace (obr. 2C). Slozky substrati mohou byt recyklovany za vzniku
novych bunécnych struktur nebo organel, nebo mohou byt pouZity jako zdroj energie.
Je charakteristicka pfitomnosti velkych intracelularnich vacka a zapojeni
autofagocytického aparatu. Iniciace autofagie je zavisla na bunécéné krizi v podobé
nedostatku Zivin, nizké hladiny ATP nebo odstranéni poskozenych organel. Bylo
prokazano, ze autofagie je soucasti adaptivniho i vrozeného imunitniho systému
(Levine B. et al, 2007). Hlavni funkci je degradace intracelularnich patogent a dodani
antigent do MHC II. tfidy. Ackoliv se vétSinou autofagie podili na recyklaci bunéénych
slozek, je schopna také zpusobit destrukci bunék a odstranit je z téla. Timto zpisobem

se odstranuji senescentni bunky (Mizushima N. et al., 2011).
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1.1.4 Entodza

Entéza je mechanismus predstavujici vyjimecCny pfipad xenofagie, ktera je
charakteristicka autofagii cizich mikroorganism(. Poprvé byla entéza objevena
u lidskych nadorovych bunék. Charakteristickym rysem entézy je pohlceni buriky
burikou (Kirsha S. et al, 2016).

(A) Apotéza (B) Nekroza (C) Autofagie

Indukce

Apoptoticka téliska Uvolnéni obsahu buriky Flize autofagozomu-
lysozdmu

Obr. 2: Porovnani apoptoézy, nekrézy a autofagie (prevzato a upraveno z Patil A. A. et al.,
2020).
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Mechanismus pohlceni spociva v interakci epitelialnich adherentll E-kadherinu
a adheznim spojenim s proteinem a-cateninem. Na rozdil od fagocytozy
se vychytavané buriky aktivné ucCastni celého procesu prostrednictvim Rho-
asociovanych protein kinaz | a Il nebo Rho-GTPaz. DalSi odliSnosti entozy je
nevystaveni ,eat-me*“ signalu v podobé fosfatidylserinu na buné&né membrané, ktery
slouZzi pro nasledny proces fagocytozy (Krisha S. et al, 2016).

Po internalizaci jsou pohlcené buriky ve vétsiné pfipadl eliminovany lysozomalnim
systémem hostitelskych bunék, ale v nékterych pfipadech je mozné uvolnéni
pohlcenych bunék do okoli a znovuobnoveni jejich bunécné proliferace.
Dle dosavadnich studii Ize Fici, Zze cely proces je obdobny jako u programované
bunécné smrti anoikis, ke které dochazi u bunék oddélenych od okolni extracelularni
matrice (Krisha S. et al, 2016).

1.2 Induktory bunééné smrti

Induktory bunécné smrti Ize rozdélit podle puvodu na fyzikalni, chemické
a biologické. Mezi fyzikalni induktory fadime rtzné druhy zafeni, do chemickych

endogenni a exogenni chemikalie spolu s toxiny a do biologickych virové infekce.

1.2.1 Toxiny
1.2.1.1 Cisplatina

Jednou z €asto pouzivanych toxinu je cisplatina (CisPt). Z chemického hlediska
se jedna o cis-diamindichloroplatinu (obr. 3), koordinacni slouceninu, ktera ma
pfi pokojové teploté bilou, tmavé Zlutou az ZlutooranzZovou barvu. Je mirné rozpustna
vevodé a rozpustna vdimethylprimanidu a N, N-dimethylformamidu
(Dasari S. et al, 2014).

Obr. 3: Usporadani cisplatiny (pfevzato a upraveno z Dasari S. et al, 2014).
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Za normalnich teplot a tlaku je CisPt stabilni, mUze se vSak transformovat na trans-
izomer. Prvni syntéza probéhla v roce 1844 M. Peyronem a struktura byla objasnéna
Alfredem Wernerem v roce 1893. Diky dalSim vyzkumUm se CisPt prokazala jako latka
se silnym cytotoxickym uc€inkem a vroce 1978 byla schvalena jako slou€enina
pro lécbu malignich onemocnéni (Kelland, 2007).

V dnedni dobé jeji pouziti zahrnuje chemoterapeutickou IéEbu maligniho
onemocnéni hlavy, krku, jicnu, moCového méchyre, varlat, vaje¢nikd, délohy, Zaludku,
prsu a nemalé a malobunécné rakoviny plic. CisPt zesituje purinové baze v DNA
a interferuje s DNA syntézou. Ma schopnost poSkodit bunécné déleni, proto CisPt

vykazuje nejvyssi aktivitu v rychle se délicich burikach (obr. 4) (Dasari S. et al, 2014).

Cisplatina

Ctr1
OCT2 l
Vstup do buiky

GGT
Cystein-S-konjugat b-lyaza l

Aktivace Vv
l | Smrtici receptor
l L ER
DAMPs DNA poskozeni
v . i
Aktivace Rog Eﬂl*’czchondnalm
TLR4  NF-kb e
l dréha Cvtochrome ) Aktivace
Cytokiny/chemokiny / \ ':‘::;2;;12 kaspazy-8
TNF a l Aktivace Na kaspazach
kaspazy-9 nezavisla draha
ZANET L 7% ApoPTOZA J

Obr. 4: Hlavni mechanismy ucinku cisplatiny v tubularnich burikach. Transportér médi 1
(Ctr1), organicky transporter kationtd 2 (OCT2), g-glutamyl transpeptidaza (GGT), Damage
associated molecular patterns (DAMPS), toll-like receptor (TLR), tumor nekrotizujici faktor a
(TNF a), reaktivni formy kysliku (ROS), apoptézu indukujici faktor (AIF) (pfevzato a upraveno
z Manohar S. et al, 2018).

Mezi vedlejSi ucinky IéCby pomoci CisPt patfi nefrotoxicita, dale ototoxicita,
neurotoxicita, vysoké emetické riziko, poSkozeni gastrointestinalniho traktu
nebo myelosuprese. Nefrotoxicita postihuje az 30-40 % pacientt uzivajici tento Iék.

Nastava z divodu kumulace CisPt v ledvinach, kde je jeji koncentrace v tubularnich

21



epitelialnich burikach az pétkrat vyssi nez v krvi. To omezuje zvySovani davek pfi lécbé
a snizuje tedy jeji uc€innost. Toxické ucinky postihuji primarné proximalni tubularni
buriky, konkrétné segment S3 tubularnich epitelialnich bunék, nasledné je postizen
glomerulus a distalni tubulus (Volarevic V. et al, 2019).

Patofyziologicky mechanismus CisPt zahrnuje po akumulaci diky membranovému
transportu konverzi na nefrotoxiny, poSkozeni DNA s mitochondrialni dysfunkci,
oxidaénim stresem, zanétlivou reakci, aktivaci pfevodnikd signalu a intracelularnich
poslu a aktivaci apoptotickych drah (Dasari S. et al, 2014; Peres B. L. A. et al, 2013).
Projevem je akutni poSkozeni ledvin, deplece soli, hofiku a ztrata schopnosti
koncentrovat mo¢. Ke zmirnéni nezadoucich u€inkl se podava kratkodobé a v malém
mnozstvi hof¢ik nebo se uméle vyvola diuréza manitolem, zejména u pacientd, ktefi
se léci vysokymi davkami CisPt nebo trpi hypertenzi. Nezadouci ucinky nejsou vsak
dostatecné zmirnény, ve vétsiné pfipadd dochazi ke snizeni protinadorové aktivity
(Crona D. J. et al., 2017).

Vstup CisPt do bunky je usnadnén bunécnymi transportéry. Mezi dulezité
transportéry patfi Lidsky transporter médi 1, Organicky transportér kationtl, ktery
vychytava CisPt ledvinami, Transportér vyluCovani toxinu, ktery je zodpovédny
za transport CisPt z proximalniho tubulu do moci. Dle dalSi studie enzymy spolu
s konjugatem glutathion-CisPt (GSH-CisPt) vytvofili reaktivni thiol, ktery ma vétsi
schopnost inhibovat Transportér organickych kationtd. Katsuda et al. dokazal,
Ze kontinualni infuze cimetidinu (20 pg/mL po dobu 4 hod) dokazala zabranit

nefrotoxicité bez ovlivnéni protinadorové aktivity (Katsuda H. et al, 2010).

1.2.1.2 Chlorid kademnaty

Chlorid kademnaty je silné toxicka latka, ktera je po absorpci uloZena v jatrech
a ledvinach (obr. 5). Prvni studie pochazi zr. 1919 a zafazeni do toxikologického
vyzkumu kovu nastalo v 60. letech 20. stoleti. Bylo zjisténo, Ze kadmium (Cd?*) je
priinou onemocnéni itai-itai postihujici japonskeé zeny, které konzumovali vodu a ryzi
kontaminovanou kadmiem (Nordberg G. F., 2009).

Toxické ucinky Cd?* postihuji ledviny, jatra, plice, mozek, varlata, srdce a centralni
nervovy systém. DalSim dusledkem puasobeni Cd?* je vznik osteopordzy, anémie,

nehypertrofického emfyzému, eosinofilie nebo anosmie. Neurotoxicita také souvisi
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se vznikem neurodegenerativnich  chorob, mezi které patfi Parkinsonova
a Alzheimerova choroba, myalgicka encefalomyelitida a roztrouSena skleréza. Mimo
jiné je Cd?* klasifikovan Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny jako karcinogen
I. typu (Rani A. et al, 2013).

Obr. 5: Usporadani CdCl..

Na bunécéné urovni ma Cd?* silné cytotoxické ucinky vedouci k apoptéze nebo
nekréze v zavislosti na bunééném redoxnim stavu. Bylo dokazano, ze Cd?* vyvolava
nepfimé oxidacni poSkozeni DNA, coz ma za nasledek indukci buné&éné proliferace,
inhibici apoptotickych mechanismu a blokaci opravy DNA. Je dokazano, Ze jen Cast
bunék po expozici Cd?* vede k apoptdéze a c¢ast bunék se muze stat rezistentni
na apoptézu (obr. 6). Dale se ukazalo, Ze bunky transformované nebo adaptované
po plusobeni Cd?* vykazuji zvySenou odolnost proti apoptéze, coz ma za nasledek
tvorbu nadoru a maligni progresi (Rani A. et al, 2013).

Je prokazano, Zze Cd?* ma vysokou afinitu k thiolovym skupinam, proto mezi hlavni
nosi¢e Cd?* patfi GSH a methionin. Vstup do buriky je Cd?* umoznén napétové
fizenymi Ca?* kanaly a bylo dokazano, ze Cd?* se Uc¢astni tvorby reaktivnich forem
kysliku (Reactive Oxygen Species, ROS), které vyvolavaji stres ER. Nasledné se tvofri
The Growth arrest and DNA damage (GADD153), ktery je c¢lenem rodiny
transkripnich faktord CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP). Molekula GADD153
tvofi heterodimer s jinym faktorem 2z C/EBP prostfednictvim interakci domén
zakladniho leucinového typu, ktery potlacuje navazani v DNA. Ztoho duvodu
GADD153 inhibuje expresi genl reagujicich na transkripéni faktory rodiny C/EBP
a zvysuje expresi dalSich genl obsahujici motiv 5 '- (A/G) (A/G) (A/G) TGCAAT (A/C)
CCC-3 . Relevantnim cilem je protein Bcl-2, jehoz exprese je v nékterych pfipadech
potlacena. Aktivace GADD153 vede k translokaci Bcl-2 asociovaného X proteinu (Bcl-
2- associated X protein; Bax) proteinu z cytosolu do mitochondrie, kde se signal smrti

zesiluje. Dale se do drahy zapojuje protein Bcl-2 homologni antagonista (Bcl-2
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homolougous antagonist Kkiller; Bak) ktery ovliviiuje uvolfiovani cytochromu c

z mitochondrii a nasledné indukuje apoptotickou eliminaci bunék (Kim S. et al, 2013).

Kadmium

R(;/S_ \‘

¢ Intracelularni Ca?* f

ER-stres

v

GADD153
KX v
Bak Bax

S K
Apoptéza

Obr. 6: Schéma CdCl; - zavislych drah indukujicich apoptézu. Reaktivni formy kysliku
(ROS), endoplazmatické retikulum (ER), The Growth arrest and DNA damage (GADD153),
Bcl-2 homologni antagonista (Bak), Bcl-2-asociovany X protein (Bax) (pfevzato a upraveno
z Kim S. et al, 2013).

Na modelu potkanu bylo zjisténo, ze diacerein (5 mg/kg/den) chrani testikularni
toxicitu zpusobenou kadmiem. Diacerein ma antioxidacni, protizanétlivy,
antiapoptoticky ucinek. Projevem je zachovani spermatogeneze, snizeni exprese
NOD-like receptoru rodiny proteinu 3 (Fouad A. A. et al, 2019). Mechanismus ucinku
diacerinu byl potvrzen i u lidi. Hlavnim principem je inhibice kaspazy-1, ktera je jinak
nezbytna pro aktivaci interleukinu 1B a reguluje smérem dolu pfislusné specifické
receptory (Almezgagi M. et al, 2020). Dale bylo prokazano, Ze zinek zmirnuje oxidacni
stres zpUsobeny Cd?* a Se s kofaktorem GSH peroxidazou chrani pfed neurotoxicitou
zpusobenou kadmiem. Protektivni u€inky Se zavisi na neuronovém podtypu, protoze

je ucinny pouze u katecholaminergnich neuronu (Branca J. J. V. et al, 2018).

1.2.1.3 Tert-butylhydroperoxid

Tert-butylhydroperoxid (t-BHP) je organicky peroxid (obr. 7). Do téla se dostava
inhalaci, skrz kuzi nebo pozitim a je metabolizovan na 2-methylpropan-2-ol

a distribuovan po celém téle. Mezi dalSi ucinky patfi urychleni oxidace GSH a je znam
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jako silné oxidacni €inidlo. Je dokazano, Ze t—BHP indukuje apoptdzu v pigmentovém
epitelu sitnice zvySenim permeability mitochondrialni membrany. Bylo také prokazano,
Zze t—-BHP ma mutagenni ucinky a zplUsobuje chromozomalni aberace a aneuploidie
in vitro (Gad S. E., 2014). Dale t-BHP indukuje apoptozu zavislou na mitochondriich
a indukovanou oxida¢nim stresem, ktery vznika generovanim tert-butoxy radikald.
Radikaly zpusobuji zvySenou permeabilitu membrany, zvySeni hladiny Bax/Bcl-2
a cytochromu c, peroxidaci lipidl, spotfebu ATP, modifikaci thiolové skupiny proteind
a deregulaci v koncentraci cytosolickych Ca?* iontd. Rovnovaha Ca?* iontl zvySuje
prepravu kyseliny arachidonové z bunécné membrany do cytosolu a zvySuje tvorbu
malondialdehydu, ktery vede k bunééné smrti aktivaci prokaspazy-3 na kaspazu-3
(Rashid K. et al, 2013; Manu M. T. et al, 2018).

Obr. 7: Strukturni vzorec tert-butylhydroperoxidu.

Jako protektivni latky pfed toxickymi ucinky t—-BHP se osvédcil Luteonil, ktery
obnovuje hladiny prokaspazy-3 a chrani ji pfed aktivaci na kaspazu-3. Jako dalSi
se osvédcil lykopen-NSC, ktery obsahuje faktory zeslabujici bunéCnou apoptézu
sniZzenim Bax/Bcl-2 a hladiny cytochromu c se snizenim exprese kaspazy-3 (Rashid
K. etal, 2013; Manu M. T. et al, 2018).

1.2.2 Nanomaterialy

Nanomaterial je pfirodni nebo vyrobeny material, ktery obsahuje minimalné 50 %
Castic alespofi s jednim rozmérem velikosti 1-100 nm. Nanomaterialy vytvari
prostorové struktury, jako jsou viakna, trubice nebo tenké vrstvy. Obecné je u vSech
nanomateriald popsana velka reaktivita, ktera zpuUsobuje toxické reakce, vCetné
mutagenity tvorbou DNA aduktd nebo senzibilizace haptenovou vazbou
(Nogueira D. R. et al., 2014).
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Chovani nanomaterial v biologickych systémech je ovlivnéno fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi, mezi které patfi velikost, stabilita, zeta potencial nebo
geometrické usporadani. Velikost a povrchovy naboj nanomateriall ovliviuji interakce
mezi nanomaterialem a bunéénym prostfedim (Nogueira D. R. et al, 2014).

Nanocastice jsou Castice, ktery maji alespon jeden rozmér mensi nez 100 nm. Lze
rozliSit nanocastice pfirodniho ptivodu, mohou byt soucasti dymu, prachu nebo koufe,
a vyrabéné. Mezi vyuziti nanocastic patfi regenerativni medicina, tkanove inzenyrstvi,
jako podpurné struktury pro kmenové buriky nebo cileny transport 1€Civ. Diky své
velikosti mohou interagovat s biologickymi systémy a mohou byt snadno absorbovany
burikami (Nogueira D. R. et al, 2014).

MenSi nanocastice s velikosti kolem 50 nm jsou Iépe absorbovany procesem
endocytozy, ktera je umoznéna diky efektivni vazbé nanolastice na membranové
receptory. VétSi nanocCastice se vazi na membranové receptory obtiznéji. U snadno
absorbovanych nanocastic je riziko bioakumulace. Pozitivné nabité nanocastice maji
vySSi bunécnou internalizaci oproti negativné nabitym nanocasticim. Bylo dokazano,
Ze toxicita bunék vyvolana nanocasticemi se zvySuje v zavislosti na koncentraci,
nikoliv v zavislosti na schopnosti absorpce (Rasmussen K. et al, 2018;
Sohaebuddin S. K. et al, 2010).

1.2.21 TiO2

Titan patfi mezi kovy, které se vyskytuji v zemské kufe. Stabilni slou¢eninou je
oxid titaniCity, ktery je pouzivan jako polovodi¢ typu n a jako Casty nanomaterial.
V pfirodé se vyskytuje ve tfech modifikacich: anatas, rutil a brookit (obr. 8). Kazda
modifikace ma rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti, coz uzce souvisi s rliznou
toxicitou. Anatasové nanocastice maji vysSSi toxicitu nez rutilové nanocastice
(Clemente Z. et al, 2015). Aplikace TiO2 zahrnuje antibakterialni pouZiti, protoze jeho
mechanismy fotokatalytické oxidace jsou dobfe zdokumentovany (Lee S.-Y. et al,
2013). Je dokazano, Ze TiO2 zvysSuje tvorbu ROS (Khraisheh M. et al, 2015).

Pro syntézu TiO2 je nejvhodné&jsi kapalny titan tetrafluorid (TiFa4), chlorid titaniCity
(TiCla), siran titaniCity (TiSOa4), alkoxidy titanu (isopropoxid titaniCity nebo
tetrabutoxytitanium). Pfi vyrobé je riziko nezadouci hydrolyzy, proto se kapalné

prekurzory pouzivaji s anorganickou kyselinou nebo chelatacnimi Cinidli (alkohol,
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kyselina karboxylova nebo ethylendiamin). Z pevnych prekurzort se pouziva Ti folie
anatasu (Wei Y. et al, 2018).

Rutil © Anatas Brookit

Obr. 8: Krystalické usporadani TiO, (pfevzato a upraveno z: Ewa Baranowska-Wdjcik. et al,
2020).

Typem TiOz2 jsou nanocCastice TiO2 P25, které jsou komeréné snadno dostupné.
Do téla se TiO2 P25 dostava zejména inhalaci, injekci, kontaktem s kizi a absorpci
v zazivacim traktu a hromadi se v riznych vnitfnich organech (slezina, ledviny, plice).
Prunik TiO2 P25 do buriky je umoznén endocytdzou, aktivaci receptoru epidermalniho
ristového faktoru. Primarni lokace po absorpci TiO2 P25 je vendosomech,
lysozomech, v nékterych pfipadech v cytoplazmé nebo v perjaderné oblasti. TiO2 P25
méni bunécny cyklus, zplsobuje zuzeni jaderné membrany a zpusobuje apoptdzu
generaci ROS spolu se snizenim redukovaného GSH. ROS aktivuji prokaspazu-3
a prokaspazu-9, snizi expresi genu a proteini rodiny Bcl-2, zvySi expresi genu
a proteinu Bax a cytochromu c. Po expozici TiO2 velikosti 20-100 nm, nebyl pozorovan
prinik hluboko skrz statum corneum do spodnich vrstev epidermis a dermis, proto
se pouziva TiO2 do opalovacich krému a k ochrané proti sluneénim paprskim
(Song B., Zhou T. et al, 2016). Bylo dokazano, ze nanocastice TiO2 P25 mohou
zvySovat uvolfiovani histaminu ze zirnych bunék, coz muize zpusobit vznik zanétu.
V mySim modelu bylo prokazano, Ze oxidacni stres vyvolany TiO2 P25 zvySuje expresi

genl proteind p38, c-Jun N-terminalni kinazy (C-Jun N-terminale kinases; JNK
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kinaza), nuklearniho faktoru f a hemoxygenazy-1 (Song B. et al, 2016; Hussain Z. et
al, 2020; Zhang R. et al, 2012; Wdjcik-Baranowska E. et al, 2020).

1222 SiO2

Oxid kfemicity je ve formé kyseliny kifemicCité polymer se vzajemné propojenymi
jednotkami, které tvofi Ctyfbokou strukturu (obr. 9a). Pfirodni SiO2 se nachazi ve formé
krystalll (kfemen, cristobalit, tridymit; obr. 9b) nebo v amorfni podobé (obr. 9c).
Krystalicky SiO2 je povaZzovan za biologicky bezpe&ny material, ktery se pouziva
v potravinarském nebo farmaceutickém pramyslu bez zjevnych zdravotnich probléma.
SiO2 ma nizky index lomu a vysoky stupen tepelné a mechanické stability (Mallakpour
S. et al, 2018).

Nanocastice amorfniho SiO2 vstupuji do krevniho felisté a bylo dokazano,
Ze bunécna smrt se indukuje zvySenou koncentraci €¢astic a snizenou velikosti ¢astic
(Wang W. et al, 2018). Apoptoticka smrt je zprostfedkovana cestou aktivace proteinu
p53, pusobenim ROS s naslednou aktivaci Bcl-2 nebo serin/threonin proteinkinazy.
DalSi moznosti je prostfednictvim koagulacniho faktoru Xll a JNK-jaderného faktoru
kappa drahy. Nanocastice SiO2 o velikosti 12 nm jsou nejsilnéjSimi nanocasticemi
s vyznamnou pozitivni korelaci mezi kyselosti povrchu €astic a biologickou silou,
vCetné cytotoxickych a zanétlivych odpovédi napfi¢  bunéCnymi liniemi
(Sharma N. et al, 2020).
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Obr. 9: Krystalické usporadani SiO. (pfevzato a upraveno z: Coelho R. et al, 1993).
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1.3 Markery apoptézy

Mezi nejCastéjSi marker apoptézy patfi vystaveni fosfatidylserinu (PtdSer)
na bunécny povrch béhem procesu apoptozy. Syntéza PtdSer probiha v ER dvéma
odlisSnymi PtdSer syntazami od fosfatidylcholinu nebo fosfatidylethanolaminu (PtdEtn).
Nasledné je PtdSer katalyzovan na PtdEtn dekarboxylazou PtdSer na mitochondrialni
vnitfni membrané. Ve zdravych burikach jsou fosfolipidy udrZzovany v plazmatické
membrané. Béhem apoptozy, kaspazy Stépi ATP fosfolipid transportni 11C (ATP
phospholipid transporting 11C; ATP11C) afosfolipid skramblazovy komplex
(Phospholipid scrambling complex; Xkr8). Z dliivodu deaktivace flipazy a aktivace
skramblazy dojde k nevratné expozici PtdSer na bunéény povrch. Na rozpoznavani
kaspaz maiji Xkr8 i ATP11C mista ve svych doménach. Komplex ATP11C ma ve své
doméné tfi rozpoznavaci mista kaspazy-3. Stépenim téchto kaspaz nastava inaktivace
ATP11C, coz je nezbytné pro vystaveni PtdSer na bunécny povrch. Komplex Xkr8 je
Stépen kaspazami na C-terminalnim $t€pném misté a nastava dimerizace komplexu
Xkr8 s basiginem na heterotetramer, ktery zabrani navratu vystaveného PtdSer zpét
dovnitf bunky a slouzi jako signal ,eat me“ (Segawa K. et al, 2015;
Nagata S. et al, 2020).

1.4 Vyznamné proteiny u€astnici se bunééné smrti

Prabéh bunécné smrti je zavisly na vlastnostech a aktivaci jednotlivych proteind,
které se procesu ucCastni aktivné nebo cely proces apoptdzy inhibuji (obr. 9).
Monitorovanim exprese jednotlivych proteinid je mozné kontrolovat cely proces
apoptdzy, coz by znamenalo moznost vyuZzit jednotlivé proteiny jako terapeutické cile
pro IéEbu onemocnéni, u kterych byla zaznamenana zména hladin konkrétnich
Fas-L, PARP-1, p53, p21, p16, Bcl-XL, n Bax, ASK-1 kinaza, JNK kinazy, ERK kinazy,
p38 a kaspazy.

1.4.1 Protein Fas-L

Fas-L (CD95, Apo-1) je transmembranovy protein patfici do nadrodiny receptor(
TNF o celkové hmotnosti 48 kDa. Gen Fas-L je lokalizovany na chromozomu 1924.3,

obsahuje 4 exony a celkova délka Fas-L je 7774 bp. Protein Fas-L existuje
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ve 2 isoformach o molekulové hmotnosti 31,5 kDa a 14 kDa. V lidském téle se Fas-L
vyskytuje ve volné formé nebo jako vazany na membranu, kde je ucinnéjSim

induktorem apoptézy (Redza-Dutordois M. et al, 2016).

L,TRNL TNF, FasL, TRAIL

Trofické fakeo ry
L)

DNA fragmentace

Obr. 10: Vyznamné proteiny ucastnici se apoptézy. Tumor nekrotizujici faktor (TNF), Fas-
ligand (FasL), Ligand indukujici apoptozu (TRAIL), Extracelularni signalni regulovana kinaza-
1/2, Apoptoticka signalni kinaza-1 (ASK-1),c-Jun N-terminalni kinaza (JNK), kasp (kaspaza),
B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), apoptézu indukujici faktor (AlF), Bcl-2 interacting mediator of cell
death (Bim), nuklearni faktor kB (NF-kB), Poly (ADP-rib6za) polymeraza-1 (PARP), agonista
smrti interagujici s BH3 doménou (Bid), kinaza 1 aktivovana transformujicim rdstovym
faktorem B (TAK1), kinaza inhibitoru k (IKK), inhibitor kp (IkB), Fas-sdruzené smrtici domény
(FADD), Bcl-2 homologni antagonista (Bak), Bcl-2-asociovany X protein (Bax), Bcl-2 extra
large (Bcl-xL), p53 regula¢ni modulator apoptézy (Puma), Phorbol-12-myristate-13-acetate-
induced protein 1 (NOXA), cyklin dependentni kinazy (Cdc), myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1)
(pFevzato a upraveno z: Yuan J., 2008).
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Funkce Fas-L je jako receptor smrti a jeho zapojeni iniciuje vnéjSi drahu apoptozy.
Aktivace nastava vazbou Fas-L na pfislusny transmembranovy receptor Fas diky
agregaci receptort smrti a jejich domén smrti za tvorby Fas-sdruzené smrtici domény.
Fas-sdruzena smrtici doména obsahuje doménu vazajici kaspazu, kam se iniciacni
kaspazy (kaspaza-8, kaspaza-10) vazi a tvofi komplex zvany signalni komplex
vyvolavajici smrt. Kaspazy jsou syntetizované v neaktivni podobé prokaspaz a aktivuji
se odstépenim prodomény. Aktivované kaspazy mohou aktivovat efektorové
prokaspazy, popfipadé alternativné Stépit protein Bid, ktery podporuje permeabilizaci
vnéjSi membrany mitochondrii s naslednym uvolnénim cytochromu c, ktery se podili
na tvorbé apoptozému (Cullen S. P. et al, 2015; Calmon-Hamaty F. et al, 2015).

Bylo prokazano, ze mutace receptoru Fas nebo Fas-L zpUsobuje autoimunitni
lymfoproliferativni syndrom, ktery se projevuje vraném détstvi lymfadenopatii
a splenomegalii. Z divodu defektni apoptdzy nastava akumulace autoreaktivnich
lymfocytll a dochazi k opakujicim se bakterialnim a virovym infekcim. Kromé toho
se uvadi, Zze u pacientl s autoimunitnim lymfoproliferativnim syndromem je nedostatek

kaspazy-8 a kaspazy-10 (Meynier. S. et al, 2018).

1.4.2 Protein PARP-1

Poly (ADP-rib6za) polymeraza-1 (Poly [ADP-ribose] polymerase-1; PARP-1) je
jaderny enzym koédovany genem PARP-1. Gen PARP-1 je lokalizovany na
chromozomu 1g42.12, obsahuje 23 exonu a celkova délka PARP-1 je 47403 bp.
Enzym PARP-1 existuje pouze v 1 isoformé& o molekulové hmotnosti 113,1 kDa. Enzym
PARP-1 je ¢lenem rodiny ADP-ribosyltransferaz podobny difterickému toxinu, ktera
obsahuje 17 ¢lend véetné enzymu PARP-1. Prvnich 6 enzyma (PARP-1 az PARP-6)
obsahuje triadu His-Tyr-Glu v katalytickych doménach, ktera je alespon u nékterych
Clent této rodiny (PARP-1,-2,-5,-6) indikativni pro PAR-generujici (ADP-ribosyl)
transferazy tim, Ze zaclenuji jednotky ADP-ribdzy v souladu se syntézou PARP.
Polymery ADP-ribézy pfipojené k PARP-1 béhem automodifikacnich reakci mohou
dosahnout velikosti vétsi, nez je 200 zbytkl o délce az 100 nm. Mohou mit
rozvétvenou nebo linearni formu. Neni jasné, jak tyto struktury vznikaji
v unimolekularni modifikaci, ale PARP-1 funguje jako monomer a zbytky jsou pfipojeny
na PARP distalni konec stavajicich fetézcti PAR (Alemasova E. E. et al, 2019).
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Mezi hlavni funkce PARP-1 patfi u€ast na bunécnych procesech, jako je replikace,
regulace deélky telomer, transkripce, oprava DNA nebo regulace bunécné smrti.
Aktivace PARP-1 je zavisla na neopravitelném jaderném poskozeni DNA, zejména
se jedna o jednofetézcové a dvouretézcové zlomy. Detekce DNA zlomu je pomoci
urCitych zinkovych motivii N-koncové domény PARP-1 vazajici DNA. Vazba na DNA
indukuje alosterické konformacni zmény ve struktufe proteinu, které umoznuji vazbu
NAD* na C-koncovou katalytickou doménu, coz aktivuje enzymatickou aktivitu PARP-
1 (Enbrecht M. et al, 2020). Zlomy DNA jsou zpUsobeny vysokou produkci ROS.
Béhem aktivace proteinu PARP-1 nastava masivni spotfeba NAD* na syntézu poly
(ADP-rib6zy). Aktivovany PARP-1 je Stépeny kaspazami na doménu vazajici DNA
a katalytickou doménu, ¢imz se zachovava koncentrace ATP potfebna pro pfipadny
proces apoptoézy, ktery mize burika podstupovat. Enzym PARP-1 je deaktivovan
Stépenim kaspaz a naopak indukuje proces apoptdzy (Breton C. S. et al, 2015; Kumar
Ch. et al, 2019; Jain P. G. et al, 2019).

1.4.3 Protein p53

Jaderny protein p53 je protein o celkové molekulové hmotnosti 43,7 kDa. Gen p53
je lokalizovany na chromozomu 17p13.1, obsahuje 12 exon( a je slozeny z 19070 bp.
Protein p53 existuje v 9 isoformach (tab. 1). Protein p53 hraje kliCovou roli pfi reakci
na oxidacni stres zastavenim bunécného cyklu za ucelem opravy DNA, nebo indukci
apoptozy. Defosforylovany stav proteinu p53 je dulezity pro jeho interakci
s ubikvitinovanymi ligazami, jako je E3 ubikvitin-proteinova ligaza, ktera znadi
defosforylované molekuly proteinu p53 ubikvitinem s naslednou degradaci
zprostfedkovanou proteazomem. Fosforylovany stav proteinu p53 urCuje vazbu
a vybér transkripnich kofaktoru, ktery indukuje expresi genu dle konkrétniho typu
buriky a typu stresu (Martinho M. S. et al, 2020).

Za fyziologickych podminek ma protein p53 kratkou Zivotnost a je udrzovan
v nizkych koncentracich prostfednictvim ubikvitinace proteinu Mouse double minute 2
homolog, ktery je pfitomen v jadfe a degraduje protein p53 v proteazomu. V reakci
na stresové podminky nebo poskozeni DNA se protein p53 uvolfiuje z komplexu,
stabilizuje se postranslacnimi modifikacemi. Nasledné protein p53 aktivuje transkripci
proapoptotickych gent a je translokovan do mitochondrii, jadra nebo ER.

V mitochondriich se podili na permeabilizaci vné&jSi membrany inhibici proteinu

32



myeloidni buné&né linie-1a aktivaci oligomerizace proteint Bax/Bak. V jadfe nastava
regulace transkripci faktorl souvisejicich s apoptozou, jako jsou proteiny Bax, Bak
a dalsi. V ER protein p53 interaguje s ER Ca?* ATPazou 2, kterd umozriuje prostup
Ca?* z ER do mitochondrii, kde spousti apoptotickou smrt pres aktivaci hlavniho

vnéjSiho membranového porinu, skrz ktery unika cytochrom c (Yamada K. et al, 2019).

Tab. 1: Isoformy proteinu p53.

Molekulova

Isoforma hmotnost
[kDa]
p53a 43,6
p53B 37,8
p53y 38,5
del40-p53 39,3
del40-p53p 33,4
del40-p53y 29,5
dell33-p53p3 23,7
del133-p53y 24,4

1.4.4 Cyklin-dependentni kinazové inhibitory

Cyklin-dependentni kinazové inhibitory (Cyclin-dependent kinases inhibitors;
CDKI) je skupina proteinu, které inhibuji cyklin-dependentni kinazy (Cyclin-dependent
kinases; CDK). Maji schopnost koordinovat bun&&nou proliferaci a vyvoj. Clenové
CDKI rodiny obsahuji ve svych doménach konzervovanou N-terminalni doménu, ktera
inhibuje aktivitu CDK (De Bondt H. L. et al, 1993).

1.4.4.1 Protein p21

Protein p21 ma celkovou molekulovou hmotnost 18,1 kDa. Gen p21 je lokalizovany
na chromozomu 6p21.2 o celkové velikosti 10870 bp, obsahuje 6 exonl a ma pouze
1 isoformu. Lokus p21 ma dvé strukturné odlidné, ale funkéné souvisejici varianty genu
p21l. Mezi ucinky proteinu p21 patfi regulace bunécného cyklu, reparace DNA,
modulace apoptozy a indukce starnuti. Protein p21 uzce souvisi s PARP-1, protoze
pokud neni protein p21 aktivovan, zlistava PARP-1 vazan na DNA v automaticky
modifikované formé&, coz zpomaluje reparaci DNA (Moussa R. S. et al, 2019).
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Toxiny pusobici na lidské burnky vyvolavaji bunécny stres, ktery vede k poskozeni
DNA s naslednou aktivaci proteinu p53. Uloha proteinu p21 je zavisla na tom, jaky typ
proteinu p53 je aktivovan. Pokud se aktivuje divoky typ proteinu p53, protein p21
zastavuje bunécény cyklus v G1 fazi a reparuje posSkozenou DNA, nebo indukuje
senescenci Ci apoptozu. Pokud se aktivuje deficitni forma proteinu p53, protein p21
vede k deregulaci aparatu replikace, replikaCnimu stresu a genomové nestabilité.
Buriky se zvySenou expresi proteinu p21 maji vysokou proliferacni schopnost
a zvysenou reaktivitu. Protein p21 ma schopnost aktivovat apoptdézu také aktivaci
prokaspazy-3, stresem aktivované proteinkinazy a apoptézou signal-regulujici kinazou
1. Protein p21 muze mit ale také antiapototicky ucinek, protoZze bunky exprimujici
protein p21 mohou generovat antiapoptotické proteiny, které parakrinnim u€inkem
ovlivni pfeZziti okolnich bunék (Georgakilas G. A. et al, 2017; Moussa R. S. et al, 2019).

1.4.4.2 Protein p16

Protein p16 (CDKN2A) ma celkovou molekulovou hmotnost 16 kDa. Gen kodujici
protein p16 je lokalizovany na chromozomu 9g21.3. Protein p16 je celkové velikosti
27573 bp, ma 8 exonl a existuje v 6 isoformach (tab. 2). Hlavni funkci proteinu p16 je
zpomaleni bunécného cyklu z G1 faze do S faze vazbou proteinu p16 na CDKA4
a CDK6, coz zpusobi hypofosforylaci retinoblastomového proteinu. Tento

mechanismus indukuje napf.: progresi nadoru (Serra S. et al, 2018).

Tab. 2: Isoformy proteinu p16.
Molekulova
Isoforma | hmotnost
[kDa]
16,5
11,2
12,1
13,9
17,9
8,7

OO WINEF

Bylo zjisténo, ze H20:2 indukuje apoptozu prostfednictvim fosforylace proteinu p16,
ktery nasledné interaguje s CDK4. Komplex usnadruje stabilizaci retinoblastového

proteinu s transkripénim faktorem E2F, které zpusobuji zastavu bunééného cyklu
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ve fazi G1 za nasledné degradace fosforylovaného proteinu p16 ubikvitinaci
zprostfedkovanou protesomalniho systému. Po zastavé bunééného cyklu nastava
apoptéza Cisenescence Vv zavislosti na mnozstvi vychozich volnych radikall
(Lu Y. et al, 2017).

1.4.5 Protein Bcl-XL

Protein Bcl-XL (BCL2L1) ma celkovou molekulovou hmotnost 26,1 kDa. Gen
BCL2L1 je lokalizovany na chromozomu 20g11.21 o celkové velikosti 59512 bp
obsahuje 6 exonl a muzZe existovat ve 3 isoformach (tab. 3). Protein Bcl-XL patfi
do rodiny Bcl-2 proteint a konkrétné k antiapoptotickym ¢lenim. Protein Bcl-XL je
lokalizovany na vnéjSi mitochondrialni membrané a v cytosolu. Cytoprotektivni aktivita
proteinu Bcl-XL je spojena se schopnosti vazat cytotoxicky protein Bcl-2, coz zabrani
mitochondrialni permeabilizaci a destabilizaci membrany (Ryzhov P. et al, 2020).

Protein Bcl-XL obsahuje 4 BH domény (BH1-4) a je tvofen ze svazku osmi a-
helixi, které jsou propojené pFes oblasti smycky. Hydrofobni centralni jadrova
Sroubovice (as a as) obsahuje drazku, kam se vaze motiv BH3 proapoptotickych
proteiny a dalSi Sroubovice definuje okraj vazebného mista. Kritickymi rozpoznavacimi
misty pro motiv BH3 proapoptotickych proteint jsou hydrofobni mista zvySené aktivity
(P2 a P4) spolu s navazanym argininem v drazce. BH4 doména je zodpovédna

za apoptotickou aktivitu.

Tab. 3: Isoformy proteinu Bcl-XL.

Molekulova
Isoforma | hmotnost
[kDa]
Bcl-XL 26,0
Bcl-Xs 18,9
Bcl-XB 25,3

Apoptoza je indukovana po presunu Bcl-XL na mitochondrialni membranu, kde
nastava tvorba mitochondrialniho péru, skrz ktery proudi cytochrom ¢ z mitochondrii
ven. Nasleduje navazani cytochromu ¢ na apoptoticky adaptorovy protein a aktivace

prokaspazy-9, ktera vyvola apoptézu. Bylo prokazano, ze Bcl-XL omezuje
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proapoptotickou aktivitu Bak retranslokaci Bak z mitochondrii do cytosolu (Hennessy
E. J., 2016; Li M. et al, 2020).

Hypotéza o nové apoptotické smycCce indukované glukokortikoidy indukovanym
leucinovym zipem- Bcl-XL- prokaspazou-8 je zaloZena na pruniku glukokortikoidl pfes
membranu thymocytl, kde se vazi na glukokortikoidovy receptor. Navazany komplex
se premistuje do jadra a stimuluje transkripci glukokortikoidy indukovaného
leucinovéhu zipu, ktery snizuje expresi Bcl-XL proteinu, coz zpusobuje aktivaci
prokaspazy-8. Aktivovana prokaspaza-8 podporuje apoptdézu zavislou na kaspaze-
3 a zaroven zabrariuje polyubikvitinaci zipu, ktera by zpUsobila proteasomalni
degradaci. = Mechanismus  aktivace  prokaspazy-8 je vSak neznamy
(Muscari I. et al, 2020).

1.4.6 Protein Bax

Protein Bax (BCL2L4) ma celkovou molekulovou hmotnost 21,2 kDa. Gen Bax je
lokalizovany na chromozomu 19q13.33 o celkové velikosti 6974 bp, obsahuje 7 exond
a existuje v 8 isoformach (tab. 4). Struktura proteinu Bax obsahuje spole¢ny zahyb
oznacovany jako jadro Bcl-2. Jadro je slozené z osmi a-helixu, které tvofi hydrofobni
drazku mezi helixy zakon€enou kratkou C-koncovou Sroubovici. Drazka obsahuje
zbytky BH1-BH3 domén a je nazyvana jako BC drazka, protoze vaze oblast BH3
vazebnych partneru a oblast C-terminalniho transmembranového cile. Protein Bax je
primarné lokalizovany v cytosolu a pfed aktivaci musi nastat zapojeni nekanonického
mista na povrchu jadra Bcl-2 proteinu Bax naproti BC drazce (misto, spojeni BH3
domény proteinu s C koncovou doménou proteinu). Toto zapojeni umoziuje aktivaci
proteinu Bax, ktery je schopen se zacilit na vnéjSi mitochondrialni membranu.
Na mitochondrialni membrané nastava oligomerizace Bax proteinu doprovazena
tvofenim mitochondrialnich pérd (Moldoveanu T. et al, 2014).

Antiapoptotické funkce virovych proteinl zavisi na blokovani aktivace Bax pfimou
interakci s virovym proteinem. Komplex mezi Bax a virovym proteinem je slozeny
z kratké amfipatické, pozitivné nabité Sroubovice, ktera se vaze na zaporné nabity lalok
Bax. Lalok Bax obsahuje smyCky spojujici Sroubovice a-3 a a-4 se Sroubovici a-5 a a-
6. Bylo prokazano, ze HA14-1 je prvni makromolekularni inhibitor Bcl-2Z, ktery muze

narusit interakci mezi Bax a Bcl-2 a vyvolat uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii, coz
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vede k apoptéze rlznych nadorovych bunék (Moldoveanu T. et al, 2014,
Liu T. et al, 2020).

Protein Bax spolu s proteinem Bak hraji dualezitou roli pfi vyvoji savcl
a homeostaze tkani. Dale je dokazano, Ze pfi absenci proteinu Bax a proteinu Bak
nastava v hematopoetickém systému akumulace zralych krevnich bunék, zejména
lymfocytl a krevnich desti€ek, z Cehoz se nasledné muaze vyvinout fatalni systémove
autoimunitni  onemocnéni  podobné onemocnéni lupus erythematodes
(McArthur K. et al, 2018).

Tab. 4: Isoformy proteinu Bax.
Molekulova
Isoforma | hmotnost
[kDa]
21,2
24,2
4,7
15,8
18,1
12,9
19,3
19,7
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1.4.7 ASK-1 kinaza

Apoptoticka signalni kinaza-1 (Apoptosis signalling kinase 1; ASK-1) ma
molekulovou hmotnost 154,5 kDa. Gen ASK-1 je lokalizovany na chromozomu 6g23.3
o celkové velikosti 5157 bp, obsahuje celkem 32 exonl a existuje ve 2 isoformach
0 hmotnosti 154,5 kDa a 69,8 kDa.

Aktivita ASK-1 (MAP3K5) kinazy je regulovana intracelularni signalizaci,
fosforylaci a dimerizaci. Mezi inhibitory aktivace ASK-1 kinazy muizeme zaradit
bunécny represor genl stimulovanych E1A, ktery brani fosforylaci ASK-1 kinazy.
Negativnim regulatorem ASK-1 kinazy je Dickkopf-pfibuzny protein 3. Pozitivnim
regulatorem jsou naopak adaptorové proteiny rodiny TNF receptor asociované faktory.
Inaktivace kinazy ASK-1 je mozna fosfatazou-5.

Kinaza ASK-1 je aktivovana plasobenim oxidac¢niho stresu, stresem ER, zvySenou
koncentraci Ca?*, zanétlivymi cytokiny a infekci. Oxidacni stres vznika v dusledku
zvySenych koncentraci ROS. Uplna aktivace kindzy ASK-1 ma nékolik fazi. Nejprve
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ROS oxiduji thioredoxin, ¢imz se indukuje jeho disociace od ASK-1 kinazy. DalSi fazi
je defosforylace specifické domény S967, ktera uvolni 14-3-3 inhibitor ASK-1 kinazy.
Diky pfitomnosti ROS je usnadnéna vazba TRAF adaptorovych proteind, které
podporuji homodimerizaci ASK-1 kinazy. Posledni fazi je autofosforylace Thr845, ktery
se nachazi v aktivacni smycce kinazové domeény. V celém procesu ROS zabranuji
ubikvitinaci aktivované ASK-1 vyvolanou ubikvitin specifickou peptidazou 9.
Aktivovana ASK-1 kindaza mulze interagovat s JNK kinazou nebo proteinem p38. JNK
kinaza je aktivovana fosforylaci mitogenem aktivované protein kinazy kinazy (Mitogen-
activated protein kinase kinase; MKK), vtomto pfipadé MKK4/MKK7. Aktivace
proteinu p38 nastava fosforylaci MKK3/MKKG6 a protein p38 dale aktivuje molekularni
signalizaci apoptdézy (Kovalic A. J. et al, 2018; Mao G. et al, 2014; Redza-
Dutordois M. et al, 2016).

1.4.8 JNK kinazy

Kinazy JNK jsou ¢lenem rodiny MAPK s celkovym pocet 16 exond. V lidském téle
se vyskytuji 3 druhy JNK kinaz kédované 3 geny lezici na chromozomech 10q11.22,
5035.3 a 4g21.3. Velikost jednotlivych genl je 132688 bp, 58941 bp a 584221 bp.
Kinaza JNK1 (MAPKS8) se wvyskytuje v 5 isoformach, JNK2 (MAPK9) kinaza
v 5 isoformach a JNK3 (MAPK10) kinaza ve 3 isoformach (tab. 5). Kinazy JNK1
a JNK2 jsou exprimovany témér ve vSech tkanich lidského téla, zatimco JNK3 se
vyskytuje pouze ve varlatech, mozku a srdci. VSechny druhy JNK kinaz se podili
na embryogenezi a fungovani imunitniho systému. V imunitnim systému reaguji
na antibakterialni, antivirové i antiparazitarni signaly, kontroluji vrozenou imunitu
a podili se na vyvoji T lymfocytd (Grynberg K. et al, 2017; Arthur J. S. et al, 2013).

Tab. 5: Isoformy JNK1 kinazy, JNK2 kinazy a JNK3 kinazy.

Molekulova Molekulova Molekulova
Isoforma hmotnost Isoforma hmotnost Isoforma hmotnost
JNK1 [kDa] JNK2 [kDa] JNK3 [kDa]
JNK1-a-2(2) 48,3 a2 48,1 a2 52,6
JNK1-a-1 44,2 al 44,1 al 48,6
JNK1-3-1 44,0 B1 44,2 3 48,1
JNK1-3-2 48,1 B2 48,3 - -
5 35,3 5 27,3 - -
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JNK kinazy jsou dualni kinazy, které jsou schopny apoptozu indukovat i inhibovat
v zavislosti na vychozich signalech. Jak jiz bylo zminéno, JNK kinazy jsou aktivovany
MKK4/MKKY7 kinazou. Mechanismus aktivace je negativné regulovan signalizaci pfes
extracelularni signalni regulovanou kinazu-1/2 (Extracellular signal-regulated kinase;
ERK-1/2), protein kinazu C a protein kinazu D. DalSi regulace je umoznéna
fosfatazami, kdy je kaktivaci JNK kinaz nutna jejich defosforylace. Nasledné
aktivované JNK kinazy aktivuji c-Jun fosforylaci Ser63 a Ser73, ktery vyvolava
uvolfovani cytochromu ¢ z mitochondrie a nasledné dochazi k aktivaci prokaspazy-3,
jejiz aktivovana forma vyvolava apoptotickou destrukci bunky (Kovalic A. J. et al, 2018;
Ge H.-x. et al, 2017).

Kinazy JNK maji schopnost deaktivovat Bcl-2. Deaktivovany Bcl-2 ztraci
schopnost inhibovat proapoptotické ¢leny rodiny Bcl-2 a neni schopen regulovat odtok
Ca?* z ER. Nasledné nastava priliv Ca?* do mitochondrii, které deaktivuji komplex 1-
methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin a vyvolavaji mitochondrialni otok s narusenim
vnéjS§i mitochondrialni membrany, coz vede k uvolnéni proapoptotickych faktoru
v cytosolu a apoptéze. Aktivované JNK kinazy maji schopnost také fosforylovat
a aktivovat ER proapoptoticky protein Bcl2L11, ktery je za fyziologickych podminek

inhibovan vazbou na dyneinové motorické komplexy (Redza-Dutordois M. et al, 2016).

1.4.9 ERK kinazy

Kinaza ERK se déli na ERK-1 kinazu a ERK-2 kinazu. Kinaza ERK-1 (MAPK3) je
kédovana genem ERK-1, ktery je lokalizovany na chromozomu 16q11.2, velikost
odpovida 9205 bp a celkovy pocet exonu je 10. Kinaza ERK-1 se vyskytuje
ve 3 isoformach. Kindza ERK-2 (MAPK1) je kdédovana genem ERK-2, ktery lezi
na chromozomu 22q.11.22, velikost odpovida 108024 bp, celkovy pocet exonu je
9 a vyskytuje se ve 2 isoformach (tab. 6). Obé kinazy sdili mnoho fyziologickych
i biologickych funkci, maji vysokou podobnost, a proto jsou oznacované jako ERK-1/2.
Obé kinazy jsou exprimované v aktivované podobé (fosforylované pERK-1/2) nebo
inaktivované formé.

ERK-1/2 funguje jako hlavni efektor onkoproteinu Rat sarcoma (Ras). Signal
aktivujici ERK signalni drahu do bunky pronika skrz tyrosinkinazové receptory,
receptory sprfazené s G proteinem nebo iontové kanaly. Nastava kaskadova aktivace

Ras a proteinkinazy Rapidly accelerated fibrosarcoma (Raf). Proteinkinaza Raf ma
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jako hlavni ulohu aktivaci kinazy MAPK/ERK-1/2 (MAPK/ERK kinase-1/2; MEK1/2)
fosforylaci Ser218 a Ser222 v katalytické doméné. Kinaza MEK1/2 aktivuje ERK-1/2
fosforylaci Thr185% a Tyrl87 v aktivaéni smycce Thr-Glu-Tyr. Aktivovany ERK-1/2
se muze translokovat do jadra za ucelem aktivace transkripénich faktort, nebo zustat
v cytoplazmé, kde se vaze na protein p53, ¢imz ho fosforyluje a vede k akumulaci
proteinu p53. ZvySené hladiny proteinu p53 vyvolavaji mitochondrialni apoptozu
aktivaci proapoptotickych faktor (Bax, Bid) a inhibici antiapoptotickych ¢lent (Bcl-2,
Bcl-x) (Yan S. et al, 2021; Borges G. et al, 2015).

Tab. 6: Isoformy ERK-1 a ERK-2 kinazy.

Molekulova Molekulova
ERK-1| hmotnost | ERK-2| hmotnost
[kDa] [kDa]
1 43,1 1 41,3
2 38,2 2 36,4
3 40,0 - -

1.4.10 Protein p38

Protein p38 (MAPK11) ma celkovou molekulovou hmotnost 38 kDa. Gen MAPK11
je lokalizovany na chromozomu 6p21.31 o celkové velikosti 95254 bp, ma 22 exonu
a existuje ve 2 isoformach a, B o molekulové hmotnosti 41,9 kDa a 40,8 kDa. Protein
p38 patfi do rodiny mitogenem-aktivovanych proteinkinaz (Mitogen-activated protein
kinases; MAPK).

Aktivace drahy proteinu p38 je zavisla na stresovych reakcich, jako je osmoticky
Sok, teplo nebo oxidacni stres. Kanonicka aktivaCni draha zahrnuje kaskady MAPKKK
a MAPKK. Fosforylace proteinu p38 na Thr/Tyr zbytcich v aktivacni smyC€ce kinazy
vede ke konformacni zméné, ktera indukuje katalytickou aktivitu kinazy a vazbu
na substraty. Nekanonicka aktiva¢ni draha autofosforylaci proteinu p38 je regulovana
proteinem 1 vazajicim kinazu 1 aktivovanou transformujicim rastovym faktorem .
Protein p38 snizuje anti-apoptoticky protein Bcl-XL, coz indukuje apoptézu
prostfednictvim signalniho prevodniku a aktivatoru transkripce 1, cytochromem c
a proteinem p53. Protein p38 ma vSak také antiapoptoticky ucinek indukci proto-
onkogenu se Ser/Thr kinazovou aktivitou. Isoforma proteinu p38a a isoforma proteinu

p38B maji v procesu apoptéozy opacné vlastnosti, protoze isoforma a ma
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proapoptotickou funkci prostfednictvim aktivace proteinu p53 a isoforma  ma
antiapoptotickou funkci prostfednictvim inhibice tvorby ROS (Yokota T. et al, 2016;
Li Z. et al, 2020).

1.4.11 Kaspazy

Kaspazy jsou cysteinové proteazy, které hydrolyzuji peptidové vazby v misté
aspartatu. Jejich hlavni ulohou je pfima regulace apoptdézy. Kaspazy se skladaji
z aminoterminalni domény s proménnou velikosti nasledované velkymi a malymi
katalytickymi podjednotkami o 20 kDa a 10 kDa, které spole¢né tvofi doménu proteaz.
Kaspazy délime na iniciaCni a efektoroveé. IniciaCni kaspazy jsou na zacatku aktivacni
drahy a efektorové kaspazy se vyskytuji na konci aktivacni drahy, kde zpUsobuiji
Stépeni bunécnych proteint (Opdenbosch N. V. et al, 2019).

V lidském organismu se kaspazy podili na vyvoji mnoha bunék. Jako prvni bylo
dokazano, Ze se kaspazy ucastni diferenciace bunék ¢ocky pomoci inhibitoru kaspazy
fluoromethlyketonu Z-VAD-FMK, ktery potlacil tvorbu enukleovanych ¢ockovych
télisek béhem kultivace explantatovych CoCek. Dale bylo zjiSténo, Zze se kaspazy
ucastni diferenciace, zrani a aktivace kmenovych bunék, erytrocytl, lymfocytd,
makrofagu, megakaryocytl a krevnich destiCek. Dale se kaspazy podileji na aktivaci
mikroglii, hojeni ran a diferenciaci embryonalnich kmenu. Z nefyziologickych uloh
se kaspazy podili na patogenezi salmonely. VétSina dikazu byla prokazana
na kaspaze-3 (McArthur K. et al, 2018).

1.4.11.1 Kaspaza-3

Kaspaza-3 (CASP3) je kodovana genem CASP3, ktery je lokalizovany
na chromozomu 4q35.1. Velikost CASP3 je 21752 bp, s celkovym pocétem 9 exonl
a existuje pouze v jedné isoformé o molekulové hmotnosti 31,6 kDa. Kaspaza-3 je
efektorova kaspaza, ktera se vyskytuje v neaktivni formé proenzymu prokaspazy-3,
ktery prochazi proteolytickym zpracovanim v konzervovanych aspartatovych zbytcich
za vzniku velké a malé podjednotky, které nasledné dimerizuji za vzniku aktivniho
enzymu. VnéjSi i vnitfini drahy se sbihaji u kaspazi-3, ktera spole¢né s dalSimi
efektorovymi kaspazami organizuje eliminaci bunécéné struktury St€penim specifickych
endogennich substratd. Mimo jiné kaspaza-3 S$tépi protein PARP-1. KoneCnym

ucinkem aktivace kaspazy-3 je blebbing plazmatické membrany, kondenzace
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chromatinu, Stépeni DNA a expozice PtdSer na extracelularni strané plazmaticke
membrany (D’Amelio M. et al, 2012).

1.4.11.2 Kaspaza-7

Kaspaza-7 (CASP7) je kodovana genem CASP7, ktery je lokalizovany
na chromozomu 10g25.3. Velikost CASP7 je 51716 bp s celkovym poctem 13 exonu.
Gen CASP7 se vyskytuje ve 4 isoformach (tab. 7). Kaspaza-7 je fazena spolu
s kaspazou-3 do efektorovych kaspaz a vyskytuje se v neaktivni formé prokaspazy-7.
Aktivace prokaspazy-7 probiha stépenim kaspazou-9. Aktivovana prokaspaza-7 Stépi
substraty jako je napf.: enzym PARP-1. Kaspaza-7 ma funkéni podobu s kaspazou-3,
protoZze obé sdili fadu stejnych substratl, které mohou $tépit, ale byly dokazany
odlisné funkce béhem procesu apoptoézy. Kaspaza-3 je nezbytna pro destrukci bunék
a muze blokovat produkci ROS, kdezto kaspaza-7 je zodpovédna za produkci ROS
a béhem apoptézy oddéluje buriky. Mutace kaspazy-7 jsou pozorované u ruznych
druht malignit. Sledovani $tépeni prokaspazy-7 westernovym pfenosem pomoci
protilatek proti kaspaze-7 se pouziva pro sledovani progrese apoptdzy. Diky
protilatkam proti kaspaze-7 bylo mozné sledovat indukci apoptézy a identifikovat roli
tumor supresorovych genu u rakoviny délozniho Cipku (Brentnall M. et al, 2013;
Jin H. et al, 2015).

Tab. 7: Isoformy kaspazy-7.
Molekulova
Isoforma hmotnost
[kDa]
34,2
28,0
37,8
31,6

ArQ|™Q

1.4.11.3 Kaspaza-9

Kaspaza-9 (CASP9) je kodovana genem CASP9, ktery je lokalizovany
na chromozomu 1p36.21. Velikost CASP9 je 33512 bp s celkovym poctem 11 exondu.
Gen CASP9 se vyskytuje ve 4 isoformach (tab. 8). Kaspaza-9 je iniciatni kaspaza,

ktera je potfebna pro signalizaci apoptézy mitochondrialni cestou.
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Kaspaza-9 se vyskytuje v neaktivni formé& prokaspazy-9 a je aktivovana
v komplexu apoptozému dimerizaci za pritomnosti autokatalytického Stépeni
v Asp315. Apoptozém vznika z proteinu Apaf-1, ktery je aktivovan po vazbé
na cytochrom c, ktery je uvolnén z mitochondrii do cytosolu. Po aktivaci nastava
vyména nukleotidl v pfitomnosti dATP a nastava oligomerizace Apaf-1 na heptamerni
komplex apoptozomu. Aktivovana kaspaza-9 proteolyticky aktivuje prokaspazu-3
na kaspazu-3 (Wurstle M. L. et al, 2012).

Tab. 8: Isoformy kaspazy-9.
Molekulova
Isoforma | hmotnost
[kDa]
46,2
30,1
17,3
36,5

A< | ™ Q

1.5 Metody detekce apoptézy

Detekce bunécné smrti zahrnuje zobrazovaci metody a biochemicke testy.
K vSeobecnému rozliSeni mezi viabilni a mrtvou bufikou se pouziva test preziti.
Principem tohoto testu je naneseni pfesné znamého poctu bunék na pevné médium
a nasledny rust za optimalnich podminek. Pfedpokladem tohoto stanoveni je,
Ze kazda nanesena bunka vytvofi kolonii. Pokud tedy zname pocCet naoCkovanych
bunék a pocet vzniklych kolonii, vypocteme pocet Zivotaschopnych bunék a pocet
mrtvych bunék. Metoda je jednoducha, ale blize neurci typ bunécné smrti. Mezi dalSi
jednodussi metody fadime svételnou mikroskopii, ktera je rychla a levna, ale umoznuje
zobrazeni pouze omezené, a to hlavné pro morfologické pozorovani zmén.
Pro vizualizace se pouziva Nomarského diferencialni interferenéni kontrast, ktery
umozni zobrazeni struktur s malym indexem lomu jako prohlubné a struktury s vy$Sim
indexem lomu jako vyvySeniny bez ruSivého halo efektu (Wloch-Salamon
D. M. et al, 2012).

Fluorescen¢ni mikroskopie vyuziva barviva vitalni a vyluCovaci. Do vyluCovacich
barviv patfi trypanova modf, ktera neobarvi neporusené bunky. Test vylouceni

trypanové modfi je bézné pouzivana, standardni rychla metoda, ktera vyZzaduje malou
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cast bunécné populace k rozliSeni mezi Zivotaschopnymi a mrtvymi burikami pomoci
svételné mikroskopie. Vitalni barviva barvi selektivné zivé nebo mrtvé buriky
a vyluCovaci mohou prochazet permeabilizovanymi plazmatickymi membranami.
Pfi detekci apoptézy se pouziva Anexin V, ktery je navazany na fluoresceinu
isothiokyanatu, diky kterému je mozna detekce struktur po navazani na PtdSer. Jako
dalSi barvivo se pouziva propidium jodid, ktery prostupuje membranou mrtvych bunék.
Pokud pouZzijeme obé barviva najednou, jsme schopni rozliSit buiky zivé, nekrotické,
Casné apoptotické a pozdni apoptotické. DalSi fluorescencni barvivo je 4°,6-diamidino-
2-fenylindol, ktery ma vysokou afinitu k A-T oblastem DNA a vaze se do malého Zlabku
dvouSroubovice v poméru jedna molekula barviva na tfi molekuly A-T parl. Toto
barveni se pouziva hlavné pro vizualizaci jadra. DalSi fluorescenéni sondou
pouZzivanou pro vizualizaci jadra je sonda Hoechst. Elektronova mikroskopie umoznuje
detekci ultrastrukturalnich modifikaci (Banfalvi G. 2017; WIloch-Salamon
D. M. et al, 2012).

Imunoblotting umozniuje detekovat bunécné populace jako celek. Metoda je
pfesna a specificka. Pro detekci vybrané frakce se vyuziva Western blotting. Cely
proces je vSak Casové narocCny, je potfeba velké mnozstvi vzorku (10-20 pg / test)
a obvykle umoznuje detekci pouze jednoho proteinu. Z téchto divodu byla vyvinuta
kapilarni a mikroCipova elektroforéza. Metoda ma vyssi citlivost, lepSi rozliseni, je
mozna detekce vice cilovych proteind ze vzorku jednoho lyzatu bunék. Celkovy Cas
analyzy je kratSi ve srovnani s klasickou metodou Western blottting (Wloch-Salamon
D. M. et al, 2012; Mishra M. et al, 2019).

1.6 Metoda Simple Western

Simple Western (obr. 10) je moderni metoda zalozena na separaci a analyze
proteiny bud imunotestem nebo analyzou celkového proteinu. Nejprve byla pouzita
metoda zaloZena na kapilarnim zobrazeni isoelektrické fokusace pro westernové bloty
a pozdéji byla pouzita mikro€ipova kapilarni elektroforéza (CE)-SDS kombinovana
s imunoprecipitaci. Pristroj Wes od spole¢nosti ProteinSimple z Kalifornie ma hlavni
vyhodu v automatizaci celého procesu. Mezi jeho dalSi vyhody patfi rychly postup,
malé mnozstvi vzorku, analyza je mozna s pouzitim 24-90 ruznych protilatek
soucCasné, schopnost reprodukovatelnosti a lepSi kvantifikace. Lze provadét

standardni kvantifikaci kfivky podobné tém, které se provadi pomoci vysokotlaké
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kapalinové chromatografie. Mezi nevyhody patfi potfeba specializovanych cinidel
a maly pocet nezavislych srovnani pfi porovnani tohoto systému s klasickou metodou
westernového pfenosu (ProteinSimple, 2020).

Déleni proteint probiha podle velikosti nebo podle naboje. Nejprve jsou viozeny
vzorky proteind s pozadovanymi protilatkami a markerem molekulové hmotnosti
do testovaci destiCky pfedem naplnéné separaCni matrici a pufry. Obé& varianty
analyzy probihaji v kapilafe, kam se automaticky zavede az 40 nL vzorku. Kazda
kapilara obsahuje separacni gelovou matrici. Nasledné se vzorky rozdéli bud podle
velikosti, nebo podle naboje. Separované proteiny jsou imobilizovany na kapilarni
sténu pomoci proprietarni fotoaktivovanou zachytnou chemickou latkou. Cilové
proteiny reaguji s primarni protilatkou a jsou znaceny pomoci HRP-konjugované
sekundarni protilatky zviditelnéné chemiluminiscencnim substratem. Vysledny
chemiluminiscencni signal je detekovan a kvantifikovan. Pokud chceme analyzu
celkové bilkoviny, nepfidame primarni protilatky, ale pouze rozdélené bilkoviny
oznacCime biotinovym cinidlem. Vysledky jsou automaticky zpracovany v programu
Compass ihned po analyze. Je mozny nahled vysledkl ve virtualnim gelu nebo
ve formé elektroforogramu s pfisluSsnou tabulkou s vysledky (molekulova hmotnost,
plocha intenzity signalu, % plocha intenzity signalu) (ProteinSimple, 2020;
Mishra M. et al, 2019).
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1. Déleni dle velikosti
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Obr. 11: Princip metody Simple Western. Molekulova hmotnost (MW), protilatka (Ab), kienova peroxidaza (HRP), Streptavidin (STREP),
naboj (pl) (pfevzato a upraveno z ProteinSimple, 2020).
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2. CiLE PRACE
1. Detekovat bunécné poskozeni bunécné linie SH-SY5Y pomoci biochemickych
testu po pasobeni toxinu (tert-butylhydroperoxid, cisplatina, CdCl2) a nanocastic

(TiO2 P25, SiOz2) po inkubaci 6 hod, 24 hod a 48 hod.

2. Stanovit zmény exprese proteini PARP-1, f-PARP-1 a JNK kinaz po inkubaci

S vybranymi toxiny.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Seznam pouzitych chemikalii

Cisplatina, CisPt (Pt(NHs)2Cl2; Mr = 300,01; Sigma-Aldrich, USA)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, USA)

Deionizovana voda, DV (G < 0,1uS)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium, DMEM (Sigma-Aldrich, USA)
Ethanol, EtOH (C2Hs0OH; Mr = 46,07; Merck KGaA, SRN)

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, PBS (pH 7,4; GIBCO, USA)
Hovézi sérovy albumin, BSA (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid kademnaty (CdClz; Mr = 183,32; Sigma-Aldrich, USA)

Inhibitor proteaz a fosfatdaz MSSAFE (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina trihydrogenfosfore¢na (HsPOas; Mr = 97,99; Sigma-Aldrich, USA)
Monochlorobiman, MCB (C10H11CIN202; Mr = 226,7; Sigma-Aldrich, USA)
Nanocastice oxidu kfemicitého, SiO2 (Sigma-Aldrich, USA)

Nanocastice oxidu titanicitého P25, TiO2 P25 (Sigma-Aldrich, USA)

RIPA pufr (Sigma-Aldrich, USA)

Tert-butylhydroperoxid, t—-BHP (C4H1002; Mr = 90,12; Sigma-Aldrich, USA)
WST-1 (Roche, Némecko)

Chemikalie pouzité pri metodé Simple Western
1,4-dithiothreitol, DTT (Protein Simple, USA)

10x vzorkovy pufr (Protein Simple, USA)

Biotinylovany marker (Protein Simple, USA)
Fluorescenéni Master Mix (Protein Simple, USA)
Luminol-S (Protein Simple, USA)

Peroxid (Protein Simple, USA)

Primarni protilatka kralici ACTIVE® JNK (Promega, USA)
Primarni protilatka krali¢i PARP-1(Cell Signaling, USA)
Primarni protilatka krali€i B-aktin (Sigma-Aldrich, USA)
Promyvaci pufr (Protein Simple, USA)

Redici pufr protilatky (Protein Simple, USA)

Sekundarni protilatka znaCena kifenovou peroxidazou krali€i (Protein Simple, USA)

Streptavidin-kfenova peroxidaza, streptavidin-HRP (Protein Simple, USA)
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3.2 Priprava roztoku

Kultiva€ni médium pro buniky SH-SY5Y
Dulbecco's Modified Eagle's Medium F12 1:1 (DMEM-F12) — kultivaéni médium jsme

obohatili 15% (v/v) fetalnim bovinnim sérem, 2 mM glutaminem, 50 pg/mL penicilinu,

50 pg/mL streptomycinu a 1% neesencialnimi aminokyselinami.

Pro spektrofluorimetricka stanoveni jsme pouzili médium bez fenolové Cervené.

Roztoky pouzivané béhem stanoveni

Roztok dle Bradfordové (BRR) - 50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 jsme smichali

s 25 mL 95% ethanolu a s 50 mL 85% H3PO4a doplnili destilovanou vodou na celkovy
objem 500 mL. Ddkladné jsme suspenzi homogenizovali a nasledné 2x prefiltrovali

pres filtr. Roztok byl nasledné uchovan v lednici pfi 4 °C.

Zasobni roztok BSA (c =10 mg/mL) — 10 mg BSA jsme smichali s 1 mL deionizovanou

vodou.

Pracovni roztok PBS (1x) — smichali jsme 1 mL PBS 10x s 9 mL deionizované vody.

Zasobni roztok CdClz (c = 20 mM) — 0,37 yg CdCl2 jsme smichali s 1 mL média.

Zasobni roztok CisPt (c = 1 mM) — 0,30 ug CisPt jsme smichali s 1 mL média.

Zasobni roztok SiO2 (c = 100 yg/mL) — 100 pg SiO2 jsme smichali s 1 mL média.

Zasobni roztok t—-BHP (c = 5,5 M) — 0,49 g t-BHP jsme smichali s 1 mL média.

Zasobni roztok TiO2 P25 (c = 100 pyg/mL) — 100 pg TiO2 P25 jsme smichali s 1 mL

média.

Pracovni roztok MCB (c = 240 yM) — alikvot 30 pL z&sobniho roztoku MCB jsme
pipetovali do 1,220 mL pufru PBS.

3.3 Pristroje a laboratorni vybaveni

Pristroje:

Analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, SRN)

Automatické pipety Finnpipette (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Biohazard box SafeFAST Elite (Faster, Italie)
COzinkubator (PHCbi, Japonsko)
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DestiCkovy spektrofotometr a spektrofluorimetr Spark (Tecan, Rakousko)
Lednice s mrazédkem -20 °C (Liebherr, CR)

Odstfedivka Mikro 20 R (Hettich, SRN)

Pocitacka bunék (Beckman, USA)

Trepacky, vortexy (Reax top Heidolph, SRN, IKA Svédsko)

Vodni lazen s termostatem a ultrazvukem (Bandelin Sonorex, SRN)
Vyrobnik ledu (Evermed, Italy)

Wes (Protein Simple, USA)

Pomuicky:

Filtr (pory 2,7 ym; Whatman, UK)

Kultivaéni lahve NUNC T75 s filtrem (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Mikrotitraéni destiCky 96jamkove, 6jamkové (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Mikrozkumavky, objem 0,5; 1,5; 2,5 a 5 mL (Eppendorf, SRN)

Sklenéné nadobi

Software:

Compass for Wes (Simple Western, USA)
i-control 1.6 (Tecan, Rakousko)

Microsoft Office (Word, Excel; Microsoft, USA)
OriginPro 9.0.0.(Origin Lab, USA)

Bunéc¢na linie:

Neuroblastomova bunédéna linie SH-SY5Y

3.4 Kultivace bunék SH-SY5Y

Bunéc&nou linii SH-SY5Y jsme kultivovali v kultivaCnim médiu DMEM/F-12 (1:1).
Do kultivaénich lahvi jsme nasazovali 350 tisic bunék do 10 mL kultivaCniho média.
Buriky jsme umistili do inkubatoru, kde byly kultivovany pfi 37 °C v atmosféfe
obsahujici 5 % CO2. Kazdych 72 hod jsme ménili kultivacni médium za Cerstvé. Buriky
jsme kultivovali do doby, nez konfluence dosahla 70 % a poté jsme buriky pasazovali.
Denzitu bunék jsme pocitali pomoci pocitacky bunék Beckman (USA). Buriky jsme

na experiment nasadili do 6jamkovych a 96jamkovych destiCek. Do 6jamkovych
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destiCek jsme nasadili buiky v po¢tu 500 tisic na jamku, ve 2 mL média. Buriky jsme
inkubovali 6, 24 a 48 hod s vybranymi toxiny - CisPt 5 a 50 umol/L, t-BHP 25 pmol/L,
CdCl2 25 a 50 pymol/L a nanocasticemi SiO2 a TiO2 P25 v koncentraci 100 ug/mL.
Do 96jamkové destiCky jsme nasadili bunky v celkovém poctu 25 tisic na jamku
ve 100 yL média bez fenolové Cervené. Buriky jsme inkubovali 6, 24 a 48 hod
s vybranymi toxiny - CisPt5 a 50 ymol/L, t-BHP 25 pmol/L, CdCl2 25 a 50 pmol/L

a nanocasticemi SiO2 a TiO2 P25 v koncentraci 100 pg/mL.

3.5 Fluorimetrické stanoveni koncentrace gluthationu

3.5.1 Princip metody

Principem fluorimetrického stanoveni koncentrace GSH je intracelularni vazba
fluorescen¢ni sondy monochlorobimanu (MCB) s GSH za vzniku fluorescenénich
produktu. Intenzita fluorescence je méfena spektrofluorimetricky (Aexem = 394/490 nm)

a je umérna koncentraci GSH v burkach.

3.5.2 Pracovni postup

Buriky v 96jamkové desti€ce jsme kultivovali dle podkapitoly 3.4. Po uplynuti
inkubacniho intervalu bunék s latkami jsme si vzdy pfipravili pracovni roztok MCB
0 koncentraci 240 uM. Nasledné jsme do kazdé jamky napipetovali 20 yL pracovniho
roztoku MCB a meéfili zménu fluorescence za 10 min v pfistroji Tecan pfi 37 °C.
Intracelularni koncentrace GSH byla nasledné vyjadiena v procentech vztazenych

ke kontrolnim burikdm (kontrolni buriky = 100 %).

3.6 Stanoveni viability bunék — WST-1 test

3.6.1 Princip metody

Principem stanoveni viability bunék pomoci WST-1 testu je redukce tetrazoliové
soli 4-[3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen-disulfonatu
na formazan za katalyzy mitochondrialnimi dehydrogenazami. Celou reakci doprovazi
barevna zména z rdZové na Zlutou a mnozstvi vzniklého formazanu je pfimo umérné
poCtu metabolicky aktivnich bunék. Mnozstvi formazanu je detekovano

spektrofotometricky pfi vinové délce 440 nm.
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3.6.2 Pracovni postup

Bunky v 96jamkové destiCce jsme kultivovali dle podkapitoly 3.4. Detekce
dehydrogenazové aktivity pomoci WST-1 testu nasledovalo ihned po fluorimetrické
detekci koncentrace GSH. Do pfislusnych jamek jsme napipetovali 12 pL Cinidla WST-
1. Po pfidani WST-1 jsme zméfili absorbanci vzorkd vc&ase 0 a 60 min
ve spektrofotometru Tecan pfi 37 °C a vinové délce 440 nm. Pro vyhodnoceni testu
WST-1 jsme naméfené absorbance v ¢ase 0 odecletli od naméfenych absorbanci
v 60. minuté. Bunéc&nou viabilitu jsme vyjadfili v procentech vztazenych ke kontrolnim
bunkam (kontrolni buriky = 100 %).

3.7 Lyza bunék pomoci RIPA pufru

3.7.1 Princip metody

Metoda umoziiuje izolovat proteiny pomoci RIPA pufru, ktery narusuje integritu
bunécnych membran a je vhodny zejména pro izolaci membranovych, jadernych nebo
mitochondrialnich proteind. Proteiny béhem lyzy bunék pfechazi do lyzaéniho pufru,
jehoz nezbytnou soucasti jsou inhibitory proteaz a fosfataz, které zamezi degradaci
izolovanych proteind. Proteiny jsou oddélené centrifugaci, kdy rozbité bunky jsou
na dné mikrozkumavky ve formé pelety a proteiny se nachazeji v supernatantu. Aby
nedochazelo k degradaci izolovanych proteint prostfednictvim proteaz, lyza bunék

a dalSi prace s izolovanymi proteiny je provadéna na ledu.

3.7.2 Pracovni postup

Buriky SH-SY5Y jsme kultivovali v 6jamkové desticce dle podkapitoly 3.4.
Z jednotlivych jamek odsali supernatant do 2mL mikrozkumavek a centrifugovali (4 °C,
5000g, 5 min). Cela prace probihala na ledu. Po stoeni roztoku v mikrozkumavkach
jsme odpipetovali supernatant. Bunky pfisedlé v jamkach destiCky jsme omyli 500 pyL
sterilnim PBS (4 °C) a opét pfepipetovali do pfislusné mikrozkumavky na jiz stoCené
bunky a centrifugovali (4 °C, 5000g, 5 min). Poté jsme odpipetovali supernatant
do odpadu. V nasledujicim kroku jsme si pfipravili inhibitory proteaz a fosfataz
MSSAFE nafedéné v 500 pL vody na 40x zfedény roztok. Inhibitor proteaz a fosfataz
jsme smichali s RIPA pufrem (1 jamka = 10 pL inhibitoru + 390 yL RIPA pufru) dle

celkového poctu jamek. Z pfipraveného RIPA pufru s inhibitory jsme odpipetovali
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do kazdé jamky 400 pyL a bunky roztokem omyli. Dale jsme roztok pfepipetovali
do pfislusné mikrozkumavky se sto€enymi bunkami a homogenizovali na vortexu.
Takto pfipravené vzorky jsme umistili na rotator v lednici a rotovali (4 °C, 30 min). Poté
jsme vzorky centrifugovali (4 °C, 16 000g, 20 min). Z téchto vzorku jsme odsali

supernatant, ktery obsahoval nami izolované proteiny z bunécné linie SH-SY5Y.

3.8 Stanoveni koncentrace proteinii metodou dle Bradfordové
3.8.1 Princip metody

Metoda stanoveni koncentrace proteind dle Bradfordové je zaloZzena
na kolorimetrickém stanoveni celkového obsahu proteinl ve vzorku. Metoda umoznuje
detekci i kvantifikaci proteina. Principem je interakce bazickych aminokyselin (Lys, Arg,
His) v polypeptidovém fetézci pomoci iontovych a hydrofobnich vazeb s barvivem
Coomassie Brilliant Blue G-250 v kyselém prostifedi. Reakci doprovazi zména barvy
roztoku z Eervenohnédé na modrofialovou, ktera je zplsobena posunem absorpéniho
maxima z 465 nm na 610 nm. NejvysSi rozdil absorb&nich maxim je ale pfi vinové

délce 595 nm, proto se tato vinova délka pouziva pro méfreni spektrofotometrem.

3.8.2 Pracovni postup

Pripravené Cinidlo dle Bradfordové (BRR) jsme vytemperovali na laboratorni
teplotu ve tmé. Jako kalibraéni protein byl pouzit hovézi sérovy albumin (bovine serum
albumine, BSA). Pfipravili jsme si zasobni roztok BSA, ktery jsme naredili
na koncentraci 1 mg/mL odebranim 200 uL zasobniho roztoku BSA a doplnénim
1800 pyL deionizované vody (DV). Ztakto pfipraveného roztoku jsme pfipravili
kalibracni fadu o koncentracich 100, 250, 500 upg/mL. Zroztoku o koncentraci
100 ug/mL jsme si pfipravili zbytek kalibra¢ni fady o koncentracich 10, 50, 70 pg/mL.

Proteinové lyzaty z SH-SY5Y bunék jsme si nafedili 50x na celkovy objem 100 pL.
Do 96jamkoveé mikrotitraCni desticky jsme vzdy pipetovali v tripletu 10 pL kalibracniho
standardu nebo vzorku a na zavér jsme pfidali 300 yL BRR. Nasledné jsme
pripravenou desti¢ku vloZili do pfistroje Tecan Spark bez vicka. Po 10 min inkubace
s Cinidlem BRR jsme zméfili absorbanci pfi vinové délce 595 nm a ze zmérfenych dat

jsme vyhodnocovali koncentrace proteint v jednotlivych vzorcich.
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3.9 Stanoveni vybranych proteinti metodou Simple Western

3.9.1 Princip metody

Princip stanoveni proteini metodou Simple Western kombinuje Western Blotting
a elektroforézu. Prfistroj umoznuje semikvantitativni detekci proteint od 2-440 kDa.
Analyza probiha v kapilarach, kde se jednotlivé proteiny rozdéli podle molekulové
hmotnosti a nasledné imobilizuji UV zafenim. Po imobilizaci se navazi primarni
protilatky, na které se navazi sekundarni protilatky znacené kifenovou peroxidazou.
Chemiluminiscencni substrat je za katalyzy kfenovou peroxidazou preménén
na detekovatelny produkt. Chemiluminiscencni signal je zaznamenan CCD kamerou.

Vysledky jsou prezentovany ve formé grafu i ve formé blotovaciho schématu.

3.9.2 Pracovni postup

Na stanoveni exprese proteind metodou Simple Western jsme pouZzili proteinové
lyzaty bunék SH-SY5Y z j6jamkovych desti¢ek pripravenych dle podkapitoly 3.4. Jako
prvni jsme si pripravili roztoky dle postupu od vyrobce. Roztok 1,4-dithiothreitolu (DTT)
jsme si pfipravili pfidanim 40 pL DV, proto vysledna koncentrace byla 400 mM. Druhym
roztokem od vyrobce byl fluorescenéni master mix, ktery jsme pfipravili pfidanim 20
ML vzorkovaciho pufru a 20 uL pfipraveného roztoku DTT o vysledné koncentraci
400 mM. Poslednim roztokem od vyrobce je biotinylovany marker, ktery jsme pfipravili
nafedénim s 40 yL DV.

Ve druhém kroku jsme si pfipravili vzorky a z dlivodu zabrany degradace proteind,
probihala prace na ledu. Do jedné jamky jsme potfebovali 3 yL kazdého vzorku, proto
jsme si dle poctu pouzitych protilatek nafedili vzorky na vyslednou koncentraci
0,4 g/mL a jako Fedici roztok jsme pouzili 1x vzorkovaci pufr. Ke kazdému vzorku jsme
pridali 10 pL fluorescenéniho mixu a promichali na vortexu. V dalSim kroku jsme
potfebovali vzorky denaturovat, proto jsme je umistili na 5 min do termobloku
vyhiatého na 95 °C a nasledné promichali na vortexu.

Ve tfetim kroku jsme si nafedili primarni protilatky (tab. 9). Pouzily jsme primarni
protilatky B-aktin, JNK kinazu a PARP-1. Kazdé protilatky jsme potfebovali do jedné
jamky 10 uL. Jako referencni gen jsme pouzili -aktin. Nasledné jsme zacali pipetovat
dle schématu do desticky (obr. 11). Pfed vlastni analyzou jsme celou destiCku
se vzorky centrifugovali (2500g, 5 min), abychom odstranili pfipadné bubliny.
Nasledné jsme destiCku bez vika vlozili na drzak desticky v pfistroji Wes, vlozili
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kapilary a nastavili parametry v Compass software na samotnou analyzu a spustili

jsme ji.
Tab. 9: Pouzité primarni protilatky u metody Simple Western.
Primarni protilatka Pavod Molekulov'a hmOthSt Redéni
detekovaného proteinu
B-aktin Kralik 43,7 kDa 1:500
ACTIVE® JNK Kralik 46-54 kDa 1:50
PARP-1 Kralik 113,4 kDa 1:100

Biotinylovany marker, 5 ul l Pfipravené vzorky, 3 pL
Redici pufr protilétky, 10 pL
Redici pufr protilatky, 10 uL [I Primarni protilatky, 10 pL

Streptavidin-HRP, 10 uL D Sekundamni protilatky znacené
kifenovou peroxidazou, 10 pL

Luminol-Peroxid, 15 pyL

Promyvaci pufr, 500 pL/jamku

A Evaporation sensitive

. Peel off immediately before
placing in instrument

Obr. 12: Schéma desticky do pfristroje Wes.

3.10 Statisticka analyza namérenych dat

Vysledky analyz jsou vyjadifovany jako pramér + SD. Vysledky byly podrobeny
statistické analyze, pfi zvolené hladiné vyznamnosti: *, p<0,05; **, p<0,01; ***
p<0,001. Vysledky testd WST-1 a MCB pro posouzeni toxického plsobeni latek
na buniky byly analyzovany jednorozmérnou analyzou rozptylu (jednorozmérna
ANOVA) s naslednym Tukey post-testem (OriginPro 9.0.0., USA).
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4. VYSLEDKY
4.1 Fluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu

Ke fluorimetrickému stanoveni koncentrace GSH jsme pouzili SH-SY5Y bunécénou

linii, kterou jsme kultivovali dle podkapitoly 3.4. Intracelularni koncentraci GSH jsme
stanovovali u bunék po 6, 24 a 48 hod inkubace toxinu s CisPt, CdClz, t-BHP
a nanocastic SiO2 a TiO2 P25 (graf 1).
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Graf 1: Stanoveni koncentrace glutathionu. Buriky SH-SY5Y; inkubace 6, 24, 48 hod,;

cisplatina

(CisPt); tert-butylhydroperoxid (t-BHP); kontrolni buriky (CTRL); absorbance

(Aexem = 394/490 nm; 37 °C); %prdmér + %SD; n=6-12; *** p<0,001; originalni
data - priloha 1.

Snizeni koncentrace GSH v porovnani s kontrolnimi bufikami (CTRL) pozorujeme

po plUsobeni 5 umol/L CisPt. Pokud zhodnotime pokles GSH v zavislosti na Case
po pusobeni 5 ymol/L CisPt, koncentrace GSH se po 6 hod (84,7+4,4 %) a 24 hod

inkubace

(85,214,5 %) témér nezmeénila. Naopak po 48 hod inkubace s 5 pmol/L CisPt

jsme zaznamenali snizeni koncentrace GSH téméf na polovinu (56,8+3,4 %) oproti

CTRL. NejvyraznéjSi snizeni GSH po pulsobeni vSech toxind jsme detekovali
u 50 umol/L CisPt, kdy doSlo k upIné depleci GSH.
Vyrazné zvySeni koncentrace GSH v porovnani s CTRL jsme detekovali po 6 hod

inkubace

bunék s 25 umol/L CdCl2 po 6 hod (152,1+7,4 %) a 24 hod inkubace
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(153,0+7,4 %). Po 48 hod inkubace bunék s 25 pmol/L CdCl2 se koncentrace GSH
ve srovnani s kratSimi inkubacnimi intervaly snizila. Buriky ovlivnéné vysSi koncentraci
CdCl2 (50 ymol/L) mély vyssi intracelularni koncentraci GSH ve srovnani s CTRL
v inkubacnich intervalech 6 hod (119,155 %) a 24 hod (119,8t5,5 %). Pokud
porovname bunky ovlivnéné 25 pmol/L a 50 pmol/L CdCl2 ve vSech Casovych
intervalech, koncentrace GSH je u méné koncentrovaného toxinu vyssi. Koncentrace
GSH se po pusobeni 25 umol/L t-BHP nepatrné zvysila po inkubacnim intervalu 6 hod
(111,5+2,4 %) a 24 hod (112,2+2,4 %), ale po 48 hod inkubace byla koncentrace GSH
srovnatelna s koncentraci GSH u CTRL (99,515,2 %). Pusobeni nanocastic
nezpusobilo pfiliSné rozdily v koncentraci GSH oproti CTRL. Lehké zvySeni
pozorujeme po pusobeni nanocastic SiO2 100 ug/mL po 48 hod inkubace
(114,4+2,9 %), které je srovnatelné se zvySenim koncentrace GSH po inkubaci
se 100 pg/mL TiO2 P25 6 hod (110,7+3,9 %) a 24 hod (111,4+3,9 %).

4.2 Stanoveni dehydrogenazové aktivity bunék — WST-1 test

Stanoveni dehydrogenazové aktivity bunék jsme provedli pomoci WST-1 testu.
Bunécnou linii SH-SY5Y jsme kultivovali dle podkapitoly 3.4. Dehydrogenazovou
aktivitu bunék jsme detekovali po inkubaci 6, 24 a 48 hod s vybranymi toxiny
a nanocasticemi (graf 2).

Snizeni dehydrogenazové aktivity ve srovnani s CTRL pozorujeme u vétSiny
toxind mimo pusobeni 25 ymol/L CdClz po 24 a 48 hod, u kterého jsme zaznamenali
lehké zvySeni dehydrogenazové aktivity. U bunék inkubovanych s 5 umol/L CisPt jsme
zaznamenali ve vSech inkubacCnich intervalech snizeni dehydrogenazoveé aktivity. Toto
sniZzeni dehydrogenazové aktivity je zavislé na daném Casovém intervalu, kde jsme
zaznamenali signifikantni pokles dehdydrogenazové aktivity po 48 hod inkubace
bunék s toxinem (42,4+3,0 %). Dehydrogenazovou aktivitu bunék po plsobeni
50 umol/L CisPt jsme detekovali pouze po inkubacnim intervalu 6 hod, kde jsme
zaznamenali snizeni oproti CTRL (78,7£6,0 %). Po inkubacnim intervalu 24 hod
a 48 hod s 50 mol/L CisPt jsme detekovali depleci dehydrogenazové aktivity.

VyrazngjSi snizeni dehydrogenazové aktivity bunék jsme zaznamenali
u inkubacniho intervalu 48 hod po pusobeni 50 umol/L CdClz (70,1+4,3 %), ale kratSi
pusobeni tohoto toxinu nezpusobilo vyrazné zmény. Po plsobeni t—-BHP o koncentraci

25 ymol/L nastalo sniZzeni dehydrogenazové aktivity po 6 hod inkubace (84,9+4,9 %).
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Po delSich inkubacnich intervalech 25 pymol/L t-BHP je dehydrogenazova aktivita
ve srovnani s CTRL mirné snizena. Pusobeni nanocastic TiO2 P25 (82,414,9 %)
zpusobuje vyraznéjSi snizeni dehydrogenazové aktivity ve srovnani s plsobenim
nanocastic SiO2 (91,615,9 %) uz po 6 hod inkubace. SniZzeni dehydrogenazové aktivity
po pusobeni TiO2 P25 je zavislé na daném ¢asovém intervalu, kde jsme signifikantni
pokles dehydrogenazové aktivity zaznamenali po 48 hod inkubace bunék s témito

nanocasticemi (61,5+3,8 %).
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Graf 2: Stanoveni dehydrogenazové aktivity bunék WST-1 testem. Burky SH-SY5Y;
inkubace 6, 24, 48 hod; cisplatina (CisPt); tert-butylhydroperoxid (t—-BHP); kontini buriky
(CTRL); absorbance (440 nm, 37 °C); Y%pramér £ %SD; n = 6-12; **, p<0,01; ***, p<0,001,;
originalni data - pfiloha 2.

4.3 Stanoveni koncentrace proteint dle Bradfordové

Ke stanoveni koncentrace proteind jsme pouzili buné&Cnou linii SH-SY5Y
kultivovanou dle podminek uvedenych v podkapitole 3.4. U vSech vzorkl jsme
po uplynulé inkubaci provedli lyzu bunék pomoci RIPA pufru a nasledné jsme stanovili
koncentraci vSech proteini pomoci metody dle Bradfordové. Ke stanoveni je nutné
vychazet z kalibracni kifivky BSA, ze které ziskame rovnici regrese. Rovnice regrese
slouzi k vypoctiim koncentraci proteint. Uvadim vzorovou kalibrani kfivku, kterou

jsme pouzili pro vyhodnoceni plsobeni toxind a nanoc&astic po 6 hod (graf 3). Hodnoty
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absorbance jsou uvedené jako prumér hodnot po odecteni pozadi. Rovnice regrese
pro 24hod interval byla y = 0,0015x + 0,0031 a pro 48hod interval
y = 0,00108x + 0,00009 (originalni data - pfiloha 3).
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Graf 3: Kalibraéni fada BSA pro 6 hod inkubaci. Absorbance (595 nm, 30 °C, t = 10 min);
n = 3; hovézi sérovy albumin (BSA); originalni data - pfiloha 3.

Vypocitané koncentrace proteinu v jednotlivych bunéénych lyzatech po inkubaci 6,
24 a 48 hod jsou uvedené jako prumér hodnot po odecteni pozadi + smérodatna
odchylka (tab. 10).
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Tab. 10: Stanoveni koncentrace proteinti metodou dle Bradfordové. Buriky SH-SY5Y,
inkubace 6, 24, 48 hod; cisplatina (CisPt), tert-butylhydroperoxid (t-BHP); kontrolni buriky
(CTRL); lyza bunék pomoci RIPA pufru; absorbance (595 nm, 30 °C, t = 10 min); Prmér = SD;
n = 3-4.

Koncentrace proteinti [ug/mL]
Toxiny [koncentrace]

6 hod 24 hod 48 hod
CTRL [0 pmol/L] 836 + 91 1829 + 64 1346 + 30
CisPt [5 pmol/L] 457 £ 192 1478 + 59 985 + 31
CisPt [50 pmol/L] 749 £ 127 1573 £ 42 371 +68
CdCl2 [25 pmol/L] 661 + 103 1882 + 21 900+ 70
CdCl2 [50 pmol/L] 586 + 15 2070 + 23 1016 + 33
t—BHP [25 pmol/L] 1144 + 21 1790 £ 75 1034 + 61
SiO2 [100 pg/mL] 1105 + 47 1783 + 66 525 + 149
TiO2 P25 [100 pg/mL] 1038 + 112 1443 + 71 960 + 109

4.4 Stanoveni zmén exprese proteint pomoci Simple Western

Zmény exprese proteini PARP-1 a JNK kinazy jsme detekovali pomoci pristroje
Wes. K detekci jsme jesté zahrnuli fragment PARP-1 (f-PARP-1), ktery se objevuje
v dusledku apoptotické aktivace kaspazy-3. Vychazeli jsme ze stanovenych
koncentraci proteinid metodou dle Bradfordové (tab. 10). Stanovili jsme i zmény
exprese fosforylované JNK kinazy, ktera se u€astni riznych buné&nych mechanismd,
ale béhem danych podminek fosforylovana JNK kindza nebyla detekovana. Hodnotili
jsme expresi proteinu PARP-1 a f-PARP-1 u SH-SY5Y bunék po inkubaci s vybranymi
toxiny a nanocasticemi po 6, 24 a 48 hod. Vysledky stanoveni pomoci Simple Western
jsou semikvantitativni. Kvantitativni vyhodnoceni vychazi ze zaznamu, ktery je
podobny zaznamu z elektroforézy, a na kterém jsou zaznamenany jednotlivé piky
odpovidajici stanovovanym proteinim dle jejich molekulové hmotnosti a pouzitych
primarnich protilatek (obr. 12). Kvalitativni vyhodnoceni je formé blot zaznamu, ktery
je obdobny jako u metody Western Blotting (obr. 13). My jsme vysledky
semikvantitativniho hodnoceni uvedli ve formé& poméru plochy piku proteinu PARP-1
k ploSe piku referencniho genu B-aktinu (tab. 11). VySka piku musi byt alespon

1000 jednotek, abychom dany signal mohli vyhodnotit.
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Obr. 13: Exprese proteinti PARP-1, f-PARP-1 a B-aktinu. Bunky SH-SY5Y, inkubace 48
hod; 50 ymol/L cisplatina; lyza bunék pomoci RIPA pufru.

Vysledné plochy piku proteinu PARP-1 jsme vyjadfili ve formé poméru k plose piku
referenéniho genu B-aktinu a po puasobeni 6 hod s toxiny v porovnani s CTRL jsou
mirné zvySené. NejvétSi plochu piku proteinu PARP-1 jsme detekovali po 6 hod
inkubace s 50 ymol/L CisPt (2,91). Naopak po pusobeni nanoc&astic SiO2 se plocha
piku PARP-1 po 6 hod inkubace snizila témérf trojnasobné (0,50) v porovnani s CTRL
(1,43). Po6 hod inkubace s vybranymi latkami nebyl f-PARP-1 detekovany.
Po pusobeni nanocastic TiO2 P25 jsme protein PARP-1, ani f-PARP-1 nedetekovali.

Po inkubaénim intervalu 24 hod jsme protein PARP-1 detekovali po pusobeni
v8ech vybranych toxinl i nanocastic. V porovnani s CTRL se exprese proteinu PARP-
1 vyrazné zvysila po 24 hod inkubace s 5 pmol/L CisPt (5,43) a 25 uymol/L t-BHP
(5,47). Mirné zvySeni exprese proteinu PARP-1 v porovnani s CTRL nastalo po 24 hod
inkubace s 25 pymol/L CdClz (3,43) a 50 ymol/L CdCl2 (3,46).
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Obr. 14: Zaznam proteinii pomoci metody Simple Western. Bunky SH-SY5Y; inkubace 6,
24, 48 hod; cisplatina (CisPt), tert-butylhydroperoxid (t-BHP), kontrolni buriky (CTRL); lyza
bunék pomoci RIPA pufru.

Naopak sniZzeni exprese proteinu PARP-1 v porovnani s CTRL jsme zaznamenali
po 24 hod inkubace s nanocasticemi SiOz (0,31) a nanocasticemi TiO2 P25 (0,85).
Dale jsme v inkubaénim intervalu 24 hod detekovali f-PARP-1 po pusobeni CisPt
o koncentraci 5 umol/L (0,54) a 50 umol/L (0,45). Exprese f-PARP-1 je po pusobeni
obou koncentraci totoZného toxinu srovnatelna.

Po 48 hod inkubace jsme opét detekovali protein PARP-1 po plsobeni viech
vybranych toxini a nanodastic. V porovnani s CTRL je zvySena exprese proteinu
PARP-1 po 48 hod inkubace pouze po pusobeni 50 umol/L CisPt (16,74), a to vice
nez trojnasobné. Po pusobeni ostatnich vybranych toxind a nanocastic jsme
detekovali v porovnani s CTRL sniZzenou expresi proteinu PARP-1 po 48 hod

v v,

nanocastic SiO2 (0,67).

62



Tab. 11: Exprese proteinti PARP-1, f-PARP-1 metodou Simple Western. Bunky SH-SY5Y;
inkubace 6, 24, 48 hod; cisplatina (CisPt), tert-butylhydroperoxid (t-BHP), kontrolni buriky
(CTRL); lyza bunék pomoci RIPA pufru; pod limitem detekce ( < LOD, vySka piku nizSi nez
1000 chemiluminescencnich jednotek).

Plocha piku stanovovaného proteinu / plocha piku B-actinu
6 hod 24 hod 48 hod
Toxiny [koncentrace] | PARP-1 | f-PARP-1| PARP-1 | f-PARP-1 | PARP-1 | f-PARP-1
CTRL [0 pmol/L] 1,43 <LOD 2,47 <LOD 4,93 <LOD
CisPt [5 pmol/L] 2,64 <LOD 5,43 0,54 4,28 0,64
CisPt [50 pmol/L] 2,91 <LOD 0,76 0,45 16,74 5,30
CdCl; [25 pmol/L] 2,05 < LOD 3,43 < LOD 2,61 <LOD
CdCl3 [50 pmol/L] 2,03 < LOD 3,46 < LOD 2,67 <LOD
t-BHP [25 pymol/L] 2,19 < LOD 5,74 <LOD 3,26 <LOD
SiO2 [100 pg/mL] 0,50 < LOD 0,31 < LOD 0,67 <LOD
TiO2 P25 [100 pg/mL] | <LOD <LOD 0,85 <LOD 1,67 <LOD

Exprese proteinu PARP-1 je po pusobeni 48 hod 25 pmol/L CdCl2 (2,61)
1 50 ymol/L CdClz (2,67) srovnatelna. Dale jsme po inkubacnim intervalu 48 hod
detekovali f-PARP-1, a to opét po pusobeni 5 a 50 pmol/L CisPt. Po ptsobeni 5 umol/L
CisPt 48 hod je exprese f-PARP-1 mirné zvySena (0,64) ve srovnani s inkubaci 24 hod
(0,54), ale po 48 hod inkubace s 50 pymol/L CisPt je exprese f-PARP-1 pétinasobné
zvySena (5,30) ve srovnani s inkubaci 24 hod (0,45).
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5. Diskuze

Bunécné poSkozeni vznika disledkem fyzikalnich, chemickych a biologickych
vlivd. Mira bunééného poskozeni mize nasledné vést k bunééné smrti. RozliSujeme
nékolik zakladnich druhd bunééné smrti a mezi nejvice dosud prostudované muzeme
zaradit apoptdzu, autofagii a nekrézu. Kazdy druh bunécné smrti je specificky a je
doprovazeny charakteristickymi morfologickymi zménami (Chen Q. et al, 2018).

Apoptdza patfi mezi programované bunécné smrti. Fyziologicky se objevuje pfi
embryonalnim vyvoji, spermatogenezi nebo pfi destrukci nadorovych bunék
(Snaha C. et al, 2010). Apoptdza je aktivovana vnéjsi a vnitfni signalni drahou, které
se vzajemné doplfuji. Iniciatorem apoptézy muize byt metabolicky rozvrat buriky,
nedostatek Zivin nebo zvySena produkce volnych radikald (Koubek K., 2010).

V na$i praci jsme se zamérili na detekci bunéného poskozeni a zmén v expresi
nékterych proteint po pusobeni vybranych toxint a nanocastic. Jako testované latky
jsme zvolily zastupce riznych druhd toxind a nanoc&astic. Zastupcem kovu je CisPt,
ktera je typickym induktorem apoptdézy a zaroven je u€innym chemoterapeutickym
lékem. Toxicita kovu je spojena s poruchou regulace hospodareni v organismu s kovy,
protoze jsou dulezitou soucasti fungovani bunénych mechanismi. Mezi jejich
specifické vlastnosti patfi redoxni aktivita Cireaktivita vici substratiim. Jejich
intracelularni dostupnost je vSak pfisné regulovana a nerovnovaha koncentraci kovu
vede k patologickym porucham, mezi které fadime napf.: karcinogenni onemocnéni.
Expozici CisPt dochazi k fradé vedlejSich ucinkl, mezi které patfi nefrotoxicita,
ototoxicita a neurotoxicita (Staff N. P. et al, 2019; Florea A.-M. et al, 2011). Druhym
zastupcem kovu testovanym v nasi praci je CdClz, které patfi mezi tézké kovy,
se kterymi se setkavame expozici z Zivotniho prostfedi, a muze mit karcinogenni
vlastnosti. Toxicita CdCl2 spocCiva v mozné indukci ROS, které mohou zpusobit
apoptotickou smrt bunék. Skodlivé uginky CdCl. maiji vliv na fadu organd véetné plic,
ledvin, jater a nervové soustavy (Pak E. J. et al, 2014). Tretim zvolenym toxinem je
peroxid t—-BHP, ktery ma mutagenni ucinky. Toxicita spociva v indukci produkce ROS
(Rashid K. et al, 2013). Z nanocastic jsme zvolili TiO2 P25 a SiO2. Nanocastice
TiO2 P25 jsou bé&zné pouzivany v kosmetice nebo léCivech, maji vSak potencialni
toxicky ucinek (Song B., Zhou T. et al, 2016). Nanocastice SiO2 pak mohou indukovat

apoptdzu prostiednictvim proteinu p53 (Sharma N. et al, 2020).
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VétSina toxinG a nanocastic indukuje tvorbu ROS, ktera mize vést k poSkozeni
mnoha organovych soustav. (Ruffels J. et al, 2004). My jsme si vybrali testovani toxinu
na nervovych burikach, konkrétné na neuroblastomovych burfikach SH-SY5Y.

Prvnim cilem diplomové prace bylo charakterizovat bunééné poskozeni SH-SY5Y
bunécéné linie po pusobeni vybranych toxinl a nanocastic. Pro studium buné¢ného
poskozeni in vitro jsme zvolili fluorimetrické stanoveni koncentrace GSH a stanoveni
dehydrogenazové aktivity WST-1 testem.

Koncentrace toxinu jsme zvolili: 5 a 50 uymol/L CisPt, 25 a 50 ymol/L CdCl2
a 25 ymol/L t—BHP. Zvolené koncentrace jsou bézné pouZzivané, protoze dle literatury
toxiny o koncentraci do 50 ymol/L ovéfené indukuji apoptdzu v rakovinnych burikach
(Frankfurt O. S. et al, 2003). Koncentrace nanocastic 100 ug/mL, kterou jsme zvolili
v nasi praci, koresponduje s pracemi ostatnich autord (Tokgun O. et al, 2015).
Bunécné poskozeni jsme také charakterizovali v zavislosti na ¢asovych intervalech,
které jsme zvolili 6 hod, 24 hod a 48 hod.

Ve studii Altun et al. (2010) autofi naméfili snizeni koncentrace GSH po 24 hod
inkubace bunék SH-SY5Y s 7,5 ymol/L CisPt a koncentraci GSH vypocetli ode¢tenim
koncentrace zméfeného GSH od koncentrace celkového GSH s naslednym
pfepocCtenim na obsah bilkovin v burikach. Tyto vysledky se shoduji s vysledky
z naseho experimentu, kde jsme detekovali snizeni koncentrace GSH po 24 hod
inkubace s 5 umol/L CisPt. Dle studie Mahmoudinasab et al. (2018) autofi porovnavali
relativni expresi genu glutathion-S-transferazy P1 po 24 hod inkubace s 4 ug/mL CisPt
metodou PCR. Vysledkem studie Mahmoudinasab et al. (2018) je snizeni exprese
genu glutathion-S-transferazy P1 v porovnani s kontrolnimi bufikami, coz asociuje
s naSemi vysledky sniZeni koncentrace GSH po 24 hod inkubae s 5 pymol/L CisPt.
Autofi Lawal et al. (2010) ve své studii stanovovali GSH peroxidazovou aktivitu pomoci
GSH peroxidazoveého kitu po 24 hod inkubaci s 10 umol/L CdClIz na bufkach jaterniho
karcinomu, embryonalnich ledvinnych bunkach a na astrocytomalnich burkach
lidského mozku. Ve v8ech bunécénych linii zméfili pokles GSH peroxidazové aktivity
po 24hod plsobeni 10 pmol/L CdCl2 ve srovnani s kontrolnimi bunkami, coz
neodpovida vysledkiim v naSem experimentu.

DalSi metodou, kterou jsme stanovovali bunééné poskozeni v bunkach SH-SY5Y,
je stanoveni dehydrogenazové aktivity pomoci WST-1 testu. Dehydrogenazova
aktivita po 24 hod inkubace s 5 ymol/L CisPt je dle naSich vysledkl 75,8+5,1 %.

Ostatni autofi stanovovali pokles dehydrogenazové aktivity pouzitim MTT testu, ktery
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vyuziva pfeménu 3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-difenyltetrazolium bromidu na MTT-
formazan za katalyzy sukcinat dehydrogenazy (Chacon E. et al, 1997). Autofi
Altun et al. (2010) stanovovali dehydrogenazovou aktivitu po 24 hod inkubace
s 5 pg/mL CisPt u bunék SH-SYS5Y pomoci MTT testu a detekovali snizeni na 63 %
ve srovnani s kontrolnimi burfikami (= 100 %). Vysledky v naSem experimentu jsou
obdobné, zméfili jsme dehydrogenazovou aktivitu 75,8+5,1 % po 24 hod inkubace
s 5 ymol/L CisPt. Dal8im pouzitym obdobnym testem je MTS test, ktery stanovuje
pokles dehydrogenazové aktivity za premény 3-[4,5, dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-
karboxymethoxyfenyl]-2-[4-sulfofenyl]-2H-tetrazolia na MTS-formazan (Luca De A.
et al, 2019). Dle autort Luca et al. (2019), ktefi stanovovali dehydrogenazovou aktivitu
MTS testem, je dehydrogenazova aktivita bunék po 24 hod inkubace s 5 pmol/L CisPt
pfiblizné 35 % ve srovnani s kontrolnimi bufikami (= 100 %). Pokud porovname
vysledek autort Luca et al. (2019) s nasimi vysledky po 24 hod inkubace s 5 pmol/L
CisPt, naméfili dehydrogenazovou aktivitu o vice nez polovinu niZsi, nez jsme naméfili
v naSem experimentu.

DelSi pusobeni 5 ymol/L CisPt na buriky SH-SY5Y jsme porovnavali se studii
autort Li et al. (2018), kde viabilitu bunék stanovili pomoci WST-8 testu. Princip testu
je zaloZzeny na pfeméné [2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-
disulfofenyl)-2H-tetrazolia] na oranzovy formazan. Dobu inkubace zvolili 24-72 hod.
Vyslednou dehydrogenazovou aktivitu bunék vyjadfili jako pramér z namérenych
hodnot vztaZzenych ke kontrolnim burikam (= 100 %) a odpovida 65 %. Pokud vysledek
experimentu autort Li et al. (2018) porovname s inkubaci 48 hod 5 umol/L CisPt
v nasem experimentu, zjistime, Zze jsme naméfili nizSi dehydrogenazovou aktivitu.

Pdsobeni 50 pmol/L CisPt jsme srovnavali se studii autord Donzeli et al. (2004),
kde testovali viabilitu pomoci MTT testu po inkubaci 24 hod s 50 umol/L CisPt. Dle
vysledku byla viabilita po 24 hod inkubace 0 %, coz je shodné s nasSim experimentem.
Ve studii autort Gao et al. (2019) stanovovali dehydrogenazovou aktivitu MTT testem
po 24 hod inkubace s 40 pmol/L CisPt a dehydrogenazova aktivita odpovidala pfiblizné
30 % (Gao J. et al, 2019). Vysledek autorll Gao et al. (2019) je odliSny od naseho
stanoveni dehydrogenazové aktivity po 24 hod inkubace s 50 pmol/L CisPt.

Dle studie autorll Kim et al. (2005), ve které provadéli MTT test, je po 12 hod
inkubace s 25 pymol/L CdClz> dehydrogenazova aktivita 55 %. Vysledek studie autoru
Kim et al. (2005) je vyrazné odliSny v porovnani s nasim experimentem, kde jsme

naméfili dehydrogenazovou aktivitu po 6 hod inkubace s 20 pmol/L CdCl2
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témer 100 %. Autofi Oh et al. (2009) stanovovali dehydrogenazovou aktivitu také MTT
testem, kde po 13 hod inkubace s 10 pmol/L CdCl2 je dle jejich vysledk
dehydrogenazova aktivita téméf 60 %. V naSem experimentu jsme zméfili
dehydrogenazovou aktivitu po 6 hod inkubace s 25 pmol/L CdCl2 témér 100 %, coz je
vyrazné odlisny vysledek. Ve studii autorl Kim et al. (2005) je dehydrogenazova
aktivita stanovena MTT testem. Po 12 hod inkubace s 50 pmol/L CdCl2 je
dehydrogenazova aktivita 25 %. V naSem experimentu jsme naméfili odlisné vysledky
dehydrogenazové aktivity po inkubaci 6 hod s 50 mol/L CdClz (92,6+4,5 %).

Plsobeni t-BHP studovali autofi Huang et al. (2019) na bunkach mySich
cerebrokortikalnich neuront pomoci MTT testu. Pouzili 20 ymol/L t-BHP a inkubacéni
interval 24 hod. Dle jejich studie je dehydrogenazova aktivita pfiblizné 25 %. V naSem
experimentu je odliSna dehydrogenazova aktivita po inkubaci 24 hod s 25 uymol/L t-
BHP, 92,517,4 %.

Dle téchto vysledku je patrné, Ze nami zvolené toxiny zpusobuji bunécné
poSkozeni. Monitorovani zmén exprese proteinl nam umozfiuje zhodnoceni
bunééného poskozeni, bez pouziti mikroskopickych metod. My jsme se rozhodli v nasi
diplomové praci sledovat zménu proteinu PARP-1, ktery je nezbytny pro prabéh
apoptotické smrti bunék. Béhem apoptdézy je PARP-1 Stépen kaspazami na dva
fragmenty, coz zpUsobi jeho inaktivaci a umozni spravnou funkci apoptotického
aparatu. Z tohoto dlvodu jsme sledovali i zménu f-PARP-1 (Green A. R. et al, 2015).

Druhym cilem diplomové prace je stanoveni zmény exprese proteinu PARP-1
po inkubaci s vybranymi latkami pomoci pfistroje Wes.

Ve studii autord Donzeli et al. (2004) je protein PARP-1 stanovovany metodou
imunoblotting v €asovych intervalech 6, 16 a 24 hod. Autofi protein PARP-1 detekovali
od inkubac¢niho intervalu 6 hod s 50 umol/L CisPt a od ¢asového intervalu 16 hod
detekovali f- PARP-1, ktery pfetrvaval az do 24 hod inkubace. Lze fici, ze vysledky
autort Donzeli et al. (2004) jsou shodné s nasimi vysledky, kdy jsme detekovali protein
PARP-1 po 6 hod i 24 hod inkubace s 50 ymol/L CisPt a f-PARP-1 jsme detekovali
pouze po 24 hod inkubace s 50 pmol/L CisPt. Dle studie autord Santin et al. (2013) je
f-PARP-1 detekovany jen pfi inkubaci 48 hod s 50 ymol/L CisPt, ale pfi kratSich
inkubacnich intervalech je patrny pouze nefragmentovany protein PARP-1. Vysledky
autort Santin et al. (2013) nejsou shodné s nasimi vysledky, kdy my jsme f-PARP-1
detekovali uz po 24 hod inkubace s 50 ymol/L CisPt.
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Pokud porovname plsobeni podobné koncentrace CisPt (30 umol/L) na pisobeni
He-La bunék, fragmentovany protein PARP-1 detekovali autofi Wang et al. (2000)
od inkubace 14 hod. Autofi Wu et al. (2021) detekovali protein PARP-1 spolu s f-
PARP-1 v ledvinnych burfikach po 16 hod inkubace s 20 ymol/L CisPt. Dle studie Xu
et al. (2014) autofi detekovali protein PARP-1 i f-PARP-1 u bunécné linie
adenokarcinomu zaludku po 24 hod inkubace s 5 pg/mL CisPt. V jiném experimentu
autofi Singh et al. (2018) detekovali protein PARP-1 v bunikach HEK-293 spolu s f-
PARP-1 po 24 hod inkubace s 20 ymol/L CisPt. Z vysledkd experimentu Singh et al.
(2018) je exprese proteinu PARP-1 v porovnani s CTRL téméf trojnasobna. Pokud
porovname v nasem experimentu 6hod plsobeni 5 umol/L CisPt a 50 ymol/L CisPt,
vysledné exprese proteinu PARP-1 jsou téméf identické. Autofi Park et al. (2015)
porovnavali expresi proteinu PARP-1 v ledvinnych bufkach po pusobeni 10 uymol/L
a 50 ymol/L CisPt. Inkubaéni interval zvolili 8 hod. Dle jejich vysledkd je zvySena
exprese proteinu PARP-1 po plsobeni 50 umol/L CisPt. Ty samé toxiny testovali jesté
na epitelovych bunéénych liniich a na mnohojadernych nadorovych sféroidech.
Exprese proteinu PARP-1 v epitelovych bunécnych linii po 8 hod inkubace s 10 ymol/L
CisPt a 50 pmol/L CisPt je srovnatelna, ale exprese proteinu PARP-1
v mnohojadernych nadorovych sféroidech je vysSi po ptusobeni 50 umol/L CisPt.

Fosforylovanou JNK kinazu jsme dle naseho experimentu nedetekovali, ale autofi
Donzeli et al. (2004) ve studii zaznamenavali JNK kinazu pomoci metody
imunoblotting. Donzeli et al. (2004) detekovali JNK kinazu, bez ohledu na jeji
fosforylovany stav, po 6 hod inkubace s 50 umol/L CisPt. Po pusobeni 14 hod
50 umol/L CisPt JNK kinazu stale detekovali, jeji aktivita vS8ak od této koncentrace
klesala, zlOstala vS8ak mimé& patma az do 24 hod inkubace
s CisPt. (Donzeli E. et al, 2004).
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6. Zaver

V ramci diplomové prace jsme charakterizovali bunécné poskozeni po pusobeni
toxind CisPt, CdClz, t-BHP a nanocastic SiO2, TiO2 P25 na neuroblastomovou
bunéCnou linii SH-SYS5Y. Dale jsme stanovovali metodou Simple Western zménu
exprese proteini PARP-1, f-PARP-1 a JNK kinazy.

Pro charakterizaci bunécného poskozeni jsme zvolili metodu fluorimetrického
stanoveni intracelularni koncentrace GSH a stanoveni dehydrogenazové aktivity
WST-1 testem. Koncentrace jednotlivych toxinO a nanocastic byla zvolena
nasledovné: 5 a 50 ymol/L CisPt, 25 a 50 pmol/L CdClz, 25 ymol/L t-BHP, 100 ug/mL
SiO2, 100 pg/mL TiO2 P25 v €asovych intervalech 6, 24 a 48 hod.

Zjistili jsme, Ze koncentrace GSH se po 24 hod inkubace s vybranymi latkami
témér shoduje s namérfenou koncentraci GSH po 6 hod inkubace s totoznymi latkami.
Ze stanoveni dehydrogenazové aktivity jsme zjistili, Ze s prodluzujicim se inkubacnim
intervalem CisPt se dehydrogenazova aktivita sniZuje.

Exprese proteini PARP-1, f-PARP-1 a JNK kinazy byla stanovena metodou
Simple Western v proteinovych lyzatech SH-SY5Y za pouZziti primarnich protilatek 3-
aktin, JNK kinazy a PARP-1. Pozorovali jsme zménu exprese vybranych protein(
v ramci 6, 24 a 48 hod inkubace. Protein PARP-1 jsme detekovali po pUsobeni vSech
vybranych latek v inkubaénich intervalech 6 hod, 24 hod i 48 hod, mimo inkubaéni
interval 6 hod s TiO2 P25. Fragment proteinu PARP-1 jsme detekovali pouze
po pusobeni toxinu CisPt o koncentraci 5 umol/L a 50 pmol/L v inkubacénich intervalech

24 hod a 48 hod. Exprese proteinu JNK kinazy nebyla detekovana.
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8. PRILOHY

Priloha 1: Stanoveni koncentrace glutathionu. Buriky SH-SY5Y; inkubace 6, 24, 48 hod;
cisplatina (CisPt), tert-butylhydroperoxid (t—-BHP); kontrolni bunky (CTRL); absorbance
(Aexem = 394/490 nm; 37 °C); %Pramér £ %SD; n = 6-12; ***, p<0,001 (graf 1).

% CTRL * % SD
Toxiny [koncentrace]
6 hod 24 hod 48 hod
CTRL [0 pmol/L] 100,0 £ 5,8 100,0 £ 5,9 100,0 £ 8,6
CisPt [5 pmol/L] 84,7+4.4 852+4,5 56,8 + 3,4
CisPt [50 umol/L] 0,0+ 6,0 0,0+£6,0 0,0+3,2
CdCl; [25 pmol/L] 152174 153,0+ 74 138,0+ 8,4
CdCl; [50 pmol/L] 119,11+ 5,5 119,8 £ 5,5 94,347
t—BHP [25 pmol/L] 1M11,5+£24 1122+24 99,5+5,2
SiO2 [100 pg/mL] 103,7 + 3,4 104,3 + 3,4 114,4 + 2,9
TiO, P25 [100 pg/mL] 110,7 £ 3,9 111,4 £ 3,9 101,5+5,6

Priloha 2: Stanoveni dehydrogenazové aktivity bunék WST-1 testem. Buriky SH-SY5Y;
inkubace 6, 24, 48 hod; cisplatina (CisPt), tert-butylhydroperoxid (t-BHP), kontrolni buriky
(CTRL); absorbance (440 nm, 37 °C); hodnoty pro 60-0 min; %Primér £ %SD; n = 6-12; **,
p<0,01; *** p<0,001 (graf 2).

% CTRL = % SD
Toxiny [koncentrace]

6 hod 24 hod 48 hod
CTRL [0 pmol/L] 100,0+ 7,9 100,0 + 6,6 100,0 £ 6,8
CisPt [5 pmol/L] 96,2 + 6,2 75,8 £ 5,1 42,4 + 3,0

CisPt [50 pmol/L] 78,7+ 6,0 0,0+3,0 0,0+1,7
CdCl; [25 pmol/L] 99,9+5,8 108,9+9,9 104,0 £ 9,7
CdCl: [50 pmol/L] 926+4,5 90,6 + 10,3 70,1+4,3
t—BHP [25 pmol/L] 849+49 925174 93,4 £6,7
SiO2 [100 pg/mL] 91,6+5,9 90,5+7,4 76,4+ 8,5
TiO2 P25 [100 pg/mL] 82,4+4,9 76,7+4,8 61,5+ 3,8
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Priloha 3: Pramér absorbanci kalibraénich fad BSA. Absorbance (595 nm, 30 °C,

t =10 min); n = 3; (graf 3).

Absorbance
Koncentrace BSA [ug/mL] | 6 hod | 24 hod | 48 hod
100 0,12 0,15 0,11
70 0,08 0,11 0,08
50 0,06 0,08 0,05
10 0,01 - 0,01
0 0,00 0,00 0,00
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