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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméiena na studium neurotoxicity tézkych kovi in vitro
pomoci modernich bioanalytickych metod. Pro sledovani neurotoxicity CdCl> a HgCl, byla
pouzita bunécna linie lidského neuroblastomu SH-SYSY. V teoretické ¢asti prace jsou shrnuty
mechanismy pisobeni kadmia a rtuti na nervové buiiky, informace o hlavnim intracelularnim
antioxidantu glutathionu a dale jsou také popsany bioanalytick¢é metody, které lze vyuzit
pro sledovani neurotoxického uc€inku tézkych kovl. Zvlastni pozornost je vénovana stanoveni
bunécné viability, miry oxidacniho stresu a apoptdzy. Experimentdlni ¢ast je zamétena
natestovani vlivu CdCl, a HgCl, nakoncentraci intracelularniho  glutathionu
a na dehydrogenazovou aktivitu bunék SH-SYSY. Dale jsou svyuzitim pokrocilych
mikroskopickych technik detekovany zmény bunééné morfologie v redlném case. Pomoci
mikroskopie ve fadzovém kontrastu a fluorescencnich sond jsou navic vizualizovana bunécna
jédra a cytoskelet. V posledni ¢asti diplomové prace jsou shrnuty namétené vysledky, které jsou

nasledné diskutovany.

KLICOVA SLOVA

Bunécna linie SH-SYSY, neurotoxicita, kadmium, rtut’, glutathion



ANNOTATION

This diploma thesis is focused on the study of neurotoxicity of heavy metals in vitro
using modern bioanalytical methods. The human neuroblastoma cell line SH-SYS5Y was used
to monitor the neurotoxicity of CdCl, and HgCl,. The theoretical part summarizes
the mechanisms of action of cadmium and mercury to neural cells, the main intracellular
antioxidant glutathione and also bioanalytical methods that can be used to monitor
the neurotoxic effect of heavy metals. Special attention is paid to the determination of cell
viability, oxidative stress and apoptosis. The experimental part is focused on testing the effect
of CdCl, and HgCl, on the concentration of intracellular glutathione and on the dehydrogenase
activity of SH-SYSY cells. Furthermore, changes in cell morphology are detected in real time
using advanced microscopic techniques. Cell nuclei and the cytoskeleton are visualized using
phase contrast microscopy and fluorescent probes. The last part of the diploma thesis

summarizes the results.
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UvVoD

Tezké kovy predstavuji rozmanitou skupinu prvkia zahrnujici jednak kovy, které jsou
v nizkych koncentracich dulezité¢ pro spravnou funkci lidského metabolismu, ale také kovy,
které pro cloveka predstavuji zdvazné riziko. Toxické uCinky tézkych kovi zahrnuji
nefrotoxicitu, hepatotoxicitu, neurotoxicitu nebo plicni toxicitu. Vyznamné a zavazné je
piredevSim plsobeni nanervovy systém a jeho soucasti, ztohoto divodu je studium
neurotoxického pusobeni tézkych kovl dulezitym bodem pro vyzkum.

Pro ucely analyzy toxického plisobeni vybranych latek jsou hojné vyuzivany in vitro
bunécné modely, které umoznuji sledovani zmén, ke kterym dochazi po jejich vystaveni dané
latce. Pro testovani neurotoxicity je s vyhodou pouzivan model lidské neuroblastomové linie
SH-SYS5Y. Bunky mohou byt prosttednictvim tézkych kovli poskozeny na nékolika urovnich.
Muze dochézet jak ke zménam biochemickych drah, tak k morfologickym a funkénim zménam
jednotlivych organel nebo i celych bunck. Pro charakterizaci bunééného poskozeni a zmén je
mozné vyuzit Sirokou Skalu bioanalytickych metod zahrnujici metody zaméfené naptiklad
na zménu bunééné viability, oxida¢niho stavu bunék, aktivity enzymiti, biochemickych procest
nebo koncentrace biomolekul.

Dulezitym prvkem obrany bunck proti toxicit¢ nejen tézkych kovl je stav
antioxidacniho systému. Nejvyznamnéj$i soucasti antioxida¢ni obrany bunky je glutathion.
Tento nizkomolekularni intracelularni antioxidant se ucastni regulace bunécného cyklu,
ovliviiyje funkci imunitniho systému a m4 mimo jiné také vliv na regulaci bunééné smrti
a bunécéného déleni. Pti oxida¢nim stresu dochdzi k jeho vy€erpavani. Jak jsme ale v této praci
pozorovali, v reakci na stres mliZze dochazet 1 ke zvySeni jeho intracelularni hladiny. Stanoveni
schopnosti bunék vyrovnat se s oxida¢nim stresem je vhodné doplnit o posouzeni stavu jejich
metabolické aktivity, resp. bunééné viability. Proto jsme vyuzili studium dehydrogenazové
aktivity a na zdklad¢ vysledkl jsme do studia cytotoxicity u vybranych koncentraci tézkych
kovii zahrnuli také pozorovani bunék a jejich posSkozeni v redlném case a s vyuzitim

fluorescencnich sond.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Tézké kovy

Existuje nékolik definic tézkych kovii. Obecné se jedna o vSechny kovy, které maji
hodnotu hustoty rovnu nebo vétsi nez 5, atomové Cislo vetsi nez 11 a predstavuji riziko
pro zivotni prostfedi a pro ¢lovéka (Sall et al., 2020). Patii sem napiiklad kadmium, rtut’, olovo,
arsen, antimon, baryum, beryllium, cesium, kobalt nebo platina a dalsi (Sas-Nowosielska
and Pawlas, 2015). Nékteré tézké kovy (zelezo, kobalt, méd’, mangan, zinek, molybden) jsou
v nizkych koncentracich dilezité pro metabolismus a jsou povazovany za zékladni prvky. Kdyz
vSak jejich koncentrace piekro¢i prahovou hodnotu, maji neptiznivé tcinky. Arsen, kadmium,
olovo, rtut’ a chrom jsou bezprahové toxické latky a jsou popisovéany jako nejproblematictéjsi
t&7ké kovy. Casto jsou oznatovany jako toxické t&zké kovy, které se v piirodé vyskytuji
v riznych oxidacénich stavech s riznou urovni toxicity (Rahman and Singh, 2019). Tyto kovy
jsou toxické 1 vevelmi nizkych koncentracich a nejsou biologicky odbouratelné
(Sall et al., 2020). To znamend, Ze se akumuluji v Zivotnim prostiedi, ze které¢ho se dostavaji
do lidského organismu a zde narusuji metabolismus a fyziologické pochody.

Znecisténi zivotniho prostredi t€zkymi kovy je zplisobeno spalovanim fosilnich paliv,
odpadt, vyfukovymi plyny vozidel a t€Zbou. V disledku rozsifovani mést, rozvoje prumyslu
a zemé&d¢lstvi zaloZzeném na pouzivani uméle vyrabénych hnojiv, pesticidil a herbicidd, dochazi
ke kontaminaci pfirodnich ekosystémil tézkymi kovy, dusi¢nany a fosfaty. Tézké kovy
se ale v pfirod¢ také vyskytuji ptirozené v disledku eroze, ¢innosti sopek a termalnich pramenti
(Sall et al., 2020).

Tézkeé kovy maji negativni dopad na rostliny a zvifata. V mikroskopickém métitku maji
nepifiznivé ucinky na bakteridlni populace, které maji pfimy vliv na fungovani celého
ekosystému (Sall et al., 2020). Tézké kovy vazné poskozuji i1 lidské zdravi. Pochopeni jejich
toxicity u ¢lovéka je vsak slozité. Rizné tézké kovy jsou spojeny s riznymi u¢inky v zavislosti
na mnoha faktorech. Mezi tyto faktory patii pfijata davka, zplsob expozice, vék jedince,
pohlavi, genetické predispozice a stav vyzivy (Rahman and Singh, 2019). Tézké kovy mohou
pfispivat ke zvySenému vyskytu kardiovaskuldrnich a respiracnich onemocnéni. Znamy jsou
rovnéZ nefrotoxické, neurotoxické a imunotoxické Uc€inky a vlastnosti naruSujici endokrinni
systém (Sas-Nowosielska and Pawlas, 2015). VétSina tézkych kovil je silné karcinogenni
(Sall et al., 2020). Navic mohou prochdzet placentou a zasahovat do vyvoje plodu

(Rahman and Singh, 2019).
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Tézké kovy mohou do bun&k vstupovat mnoha rtiznymi cestami. Casto vyuzivaji
konstitutivni slozky bunééné membrany, jako jsou proteinové transportéry a iontové kanaly.
Kovy, které jsou ve fyziologickych koncentracich diilezité pro metabolismus, prochazeji
membranou prostfednictvim iontové specifickych kanal. VétSina znamych toxickych tézkych
kovli napodobuje tyto ionty a vstupuje do bunék prostiednictvim jejich specifickych kanali
a transportéri. Po piekonani plazmatické membrany mohou kovy negativné pusobit
1 na bunécnd jadra, interferovat s nukleovymi kyselinami a indukovat poSkozeni genetické

informace (Sas-Nowosielska and Pawlas, 2015).

1.1.1 Kadmium

Kadmium je velmi toxicky tézky kov a primyslova znecistujici latka piitomna
v zivotnim prostfedi. Hlavni zdroje expozice kadmiu jsou kouieni, primyslové znecisténé
ovzdusi a kontaminovana voda. Mezi dalsi zdroje expozice patii hnojiva, pesticidy, pigmenty
nebo plasty. Kadmium ma4 biologicky poloc¢as kolem 20 let a jeho negativni Gi€inek je umocnén
tim, Ze je schopno hromadit se v organech. Asi 30 % absorbovaného kadmia se akumuluje
v jatrech a stejné mnozstvi v ledvinach. Zbytek je distribuovan do dalSich organti vcéetné
mozku. Jeho akumulace v organismu miize zptisobit vazné poskozeni reprodukéniho systému,
gastrointestindlniho traktu, sliznic a periferntho 1 centrdlniho nervového systému
(Elkhadragy et al. 2018). V mozku kadmium pfispivd ke vzniku neurodegenerativnich
onemocnéni. U Alzheimerovy choroby zhorSuje toxicky ucinek apolipoproteinu E4, ¢imz
podporuje progresi tohoto onemocnéni. Také pfispiva ke vzniku Parkinsonovy choroby
prostfednictvim naruseni ubikvitin-proteazomového systému (Ijomone et al., 2020). Kadmium
déale napomaha vzniku amyotrofické lateralni skler6zy nebo roztrousené skler6zy. Také ma vliv
na vznik myalgické encefalomyelitidy, periferni neuropatie, ¢ichové dysfunkce, mentélni
retardace a poruch uc€eni (Branca et al., 2019).

Narusenim buné€nych signalnich drah podporuje karcinogenezi. Kadmium se nepiimo
podili na tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS). Inhibuje antioxida¢ni obranu tim, ze dokéaze
reagovat s exogennimi, ale 1 endogennimi antioxidanty, jako je glutathion (GSH)
(Genchi et al., 2020). Také inhibuje opravné mechanismy DNA. Z toho vyplyva, Ze oxidac¢ni
toxicita ovliviiuje fadu organti a tkani pii akutni i chronické expozici. Utinek je zavisly
na davce. Pii vysokych davkach miize kadmium postupné vyvolat poSkozeni bunék, bunécnou

smrt a selhani organti (Obr. 1) (Branca et al., 2019).
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Obr. 1: Nasledky intoxikace kadmiem v bunkach. HSP — proteiny teplotniho Soku (upraveno
podle Bertin and Averbeck, 2006).

K absorpci kadmia dochézi predevsim dychacimi cestami a gastrointestindlnim traktem.
Absorpce pres kiizi je malo ¢asta (Genchi et al., 2020). Vzhledem k podobnosti transportniho
systému je absorpce kadmia do ur€ité miry zavisla na velikosti ¢astic a pritomnosti dalSich
kovt, jako je Zelezo, vapnik a zinek. Nedostatek nékterého z téchto kovi je spojen se zvysenim
absorpce kadmia (Ijomone et al., 2020). Poté, co kadmium vstoupi do organismu, je
transportovano  krevnim  feCiSt€ém  prostfednictvim  albuminu  nebo  ve vazbé
na metalothionein (MT), jehoz expresi indukuje (Genchi et al., 2020; Wang and Du, 2013).

Metalothioneiny jsou proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti, vysokym obsahem
cysteinu a vysokou afinitou ke koviim (Wang and Du, 2013). Jedna se o reaktanty akutni faze
spojené s oxidativnim metabolismem, které jsou schopny svymi volnymi thiolovymi skupinami
cysteinu redukovat volné radikaly. Mezi jejich dilezité funkce patii udrZzovani homeostazy
esencialnich kovlih médi a zinku. Usavcid jsou exprimovany C¢Etyfi rizné izoformy,

které se oznacuji MT1, MT2, MT3 a MT4. MT1 a MT2 jsou exprimovany témeét ve vSech
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tkanich, zatimco MT3 a MT4 jsou tkanove specifické. U savci jsou metalothioneiny
lokalizovany v cytoplazmé, lysozomech, mitochondriich a bunéfnych jadrech
(Genchi et al., 2020). Bylo prokazano, ze erytrocyty, leukocyty a trombocyty mohou
metalothioneiny exprimovat také (Lu et al., 2005; Rahman et al., 2000; Sugiura et al., 1994).
U téchto krevnich elementt fyziologicky pravdépodobné slouzi k regulaci homeostazy kovi
nebo jako zasoba kovi pro aktivaci enzymui. Po intoxikaci kadmiem jsou ale vyuzity
k transportu tohoto tézkého kovu po organismu (Sugiura et al., 1994). Ackoliv zralé erytrocyty
nejsou schopny syntetizovat proteiny, v jejich ranych prekurzorech v kostni dfeni,
v normoblastech a retikulocytech k biosyntéze MT dochazi. Proto zralé¢ erytrocyty
metalothioneiny obsahuji (Lambert et al., 1996; Rahman et al., 2000).

Kadmium mé vliv i na mitochondrie, u kterych indukuje oxida¢ni stres a produkci
reaktivnich forem kysliku, aktivuje apoptozu, zptisobuje mutace mitochondrialni DNA, zmény
genové exprese, inhibuje komplexy dychaciho fetézce, snizuje syntézu adenosintrifosfatu
(ATP) a méni propustnost vnitini mitochondrialni membrany (Obr. 2). Toxicky ucinek je
zpusoben hlavné blokovanim elektronového transportniho fetézce, konkrétné komplext II a 111
(Genchi et al., 2020). Intoxikace kadmiem vede k akumulaci semi-ubichinoni v misté Qo
komplexu III, ktery je hlavnim mistem tvorby ROS. Semi-ubichinony mohou byt zodpovédné
za ptenos jednoho elektronu na molekularni kyslik za vzniku superoxidového radikalu.
Superoxidovy radikal 1ze ptevést spontanni nebo enzymatickou pfeménou na H>O», ktery mlize
pomoci  Fentonovy reakce generovat velmi reaktivni  hydroxylovy  radikal
(Bertin and Averbeck, 2006). Navic sniZenim potencidlu mitochondrialnich membran naruSuje
kadmium oxidac¢ni fosforylaci a syntézu ATP. Kadmium indukuje zvySeni permeability vnitini
mitochondridlni membrany proionty tim, Ze zplsobi otevieni ptechodového poru
mitochondrialni permeability. Tento kov mize také zménit aktivitu mitochondrialnich enzymu
a transportnich systémul inhibici enzymil dychaciho fetézce. Kadmium piimo zvySuje
propustnost a snizuje potencidl mitochondridlni membrany, coz vede k uvoliovani
cytochromuc a aktivaci kaspaz. Kadmium dale inhibuje aktivitu ATPazy,
laktatdehydrogenazy, superoxiddismutdzy a glutathionperoxidazy, ¢imz zvySuje hladiny ROS
a stimuluje peroxidaci lipidi. Ionty kadmia zaroven vykazuji vysokou afinitu k biologickym
strukturdm obsahujicim thiolové skupiny, kam patii naptiklad cystein a glutathion. Také ma
afinitu ke sloucenindm obsahujicim disulfidové skupiny jako je cystin a glutathiondisulfid.
To zplsobuje naruseni jejich funkci. Inaktivace thiolovych skupin enzymi miiZze zpisobit
funkéni deficit v jadre, endoplazmatickém retikulu a mitochondriich (Genchi et al., 2020).

V dutsledku tohoto piisobeni dochézi k naruseni antioxida¢nich mechanismu bunék.
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Obr. 2: Mitochondridlni zmény zptsobené intoxikaci kadmiem. IMM — vnitini mitochondrialni
membrana; ROS — reaktivni formy kysliku (upraveno podle Genchi et al., 2020).

Snizeni aktivity nebo hladiny antioxida¢nich enzymi zprostfedkované timto tézkym
kovem muze zplsobit akumulaci ROS v buiikach. Nésledna nadprodukce oxidantii mize byt
nepiimo zodpovédna za tvorbu abnormdlnich nebo Spatné sloZenych proteint, ale také
za poSkozeni DNA. Vysoké koncentrace kadmia jsou spojeny s jednofetézcovymi zlomy
DNA, chromozomélnimi aberacemi a selhdnim DNA vazebnych proteini (Bertin
and Averbeck, 2006; Mour6n et al., 2004). Intoxikace kadmiem také modifikuje expresi dalSich
dalezitych proteinii reagujicich na stres, jako jsou proteiny teplotniho Soku (HSP)
(Misra et al., 2003). Po expozici kadmiu dochézi k nadmérné expresi genti, které tyto proteiny
koéduji. HSP hraji dilezitou roli pfi skladéani, ale také pii degradaci proteinti. Nékteré navic
aktivuji nebo inhibuji apoptdzu (Bertin and Averbeck, 2006).

Kadmium je zaroven schopno nepiimo plisobit na buné¢ény cyklus. Velké mnoZstvi genti
zapojenych do regulace bunécného cyklu je po expozici kadmiu nadmérné exprimovano
a mnoho proteinil je upregulovano. Naptiklad GRB2 a SHC, coz jsou dva dulezité proteiny
signalni drahy RAS, které jsou zapojeny do buné¢né proliferace a diferenciace. Kadmium také
zvySuje hladinu kindz RAF-1, MAPK, MEK1/2, ERK1/2, p38 a JNK, kter¢ jsou taktéz soucasti
dradhy RAS (Misra et al., 2003). Vsav¢ich bunkidch kadmium indukuje expresi
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cyklinu D a cyklinu E aktivaci transkripéniho faktoru typu Myb, coz ma vliv pfedevsim
na G1 fazi bunééného cyklu. Vyznamnym negativnim ucinkem kadmia je i jeho schopnost
zvysovat expresi protoonkogenti C-FOS, C-MYC a C-JUN a nékterych translacnich faktort.

Diusledkem je stimulace proliferace bun¢k a vyvoj nadorti (Bertin and Averbeck, 2006).

1.1.1.1 Neurotoxicita kadmia

Diisledkem pasobeni kadmia je také «centrdlni a periferni neurotoxicita
(Rahimzadeh et al., 2017). Kadmium zplsobuje zmény v histologickych a morfologickych
charakteristikach hematoencefalické bariéry, které vedou k jeji zvySené permeabilité, nasledné
intracelularni akumulaci kadmia a jeho toxicité (Ijomone et al., 2020). Neurotoxicita kadmia
zahrnuje tvorbu reaktivnich forem kysliku a volnych radikald, peroxidaci lipidii, dysregulaci
systému pro opravu bunék a epigenetické modifikace (Branca et al., 2018). Oxidacni stres je
mechanismus, ktery pti expozici kadmiu ovliviiuje methylaci DNA. NartGst hladiny reaktivnich
forem kysliku mé zanasledek nizkou interakci methyltransferazy s DNA a néslednou
hypomethylaci cytosinu v CpG mistech. To miiZe byt také zpiisobeno piimou interakci kadmia
s DNA vazajici doménou methyltransferdzy. Modifikace histonti je dal§im mechanismem,
kterym kadmium indukuje toxicitu. Kadmium zptisobuje zménu methyla¢niho stavu lysinovych
zbytkl histonu H3 a také snizuje fosforylaci H3 prostfednictvim inhibice kindzy VRKI1/2
(Ijomone et al., 2020).

V centralni nervové soustavé (CNS) kadmium vyvolava poskozeni tkani oxidacnim
stresem vedoucim k apoptoze, dale naruSenim intracelularni homeostazy vapniku. Kadmium
miize blokovat pfiliv Ca** pres membranové kanaly do nervového zakondeni po ak&énim
potencidlu. Tato blokace pfitoku vapniku je spojena sezménénym uvoliovanim
neurotransmitert (Ijomone et al., 2020). CdCl> ubun¢k SH-SYSY inhibuje bunécnou
proliferaci a ovliviiuje bunécny cyklus. Po expozici dochazi ke snizeni poctu bunék v G1 fazi
a zvySeni poctu v S fazi (Sudo et al., 2019). Pisobenim kadmia dochézi k poSkozeni bunék
a peroxidaci lipidit v mozku (Rahimzadeh et al., 2017). Peroxidace lipidi miiZze zpusobit
zesitovani a polymeraci sloZzek membrany. Timto zpiisobem muiZe byt modifikovano lipidové
sloZzeni membran, a v disledku toho i bunééné funkce. Produkty rozkladu lipidovych peroxidi
mohou také reagovat s dusikatymi bazemi DNA a proteiny (Bertin and Averbeck, 2006).

Utinek kadmia na monoaminooxiddzu je zodpovédny za oxidaéni deaminaci
monoaminovych neurotransmiteri. Kadmium zvySuje produkci volnych radikald v CNS
a snizuje bunécnou obranu pred oxidaci. Vysledkem tohoto mechanismu je ¢ichova dysfunkce,

neurobehavioralni poruchy pozornosti, porucha psychomotorické aktivity a paméti
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(Rahimzadeh et al., 2017). K dalSimu poskozeni dochazi vlivem vytvaieni epigenetickych
zmén v DNA, které méni genovou expresi. Epigenetickych zmén je dosazeno metylaci DNA,
modifikaci histoni a miRNA. Mezi dal§i patologické mechanismy patii kompetitivni
interference s fyziologickym piisobenim zinku nebo hoi¢iku. Zinek a kadmium jsou kationty
podobné velikosti a naboje. Bylo prokazano, ze kadmium brani absorpci zinku pomoci

transportnich systémd, které slouzi ke kontrole hladin zinku v mozku (Ijomone et al., 2020).

1.1.1.2 Apoptoza indukovana kadmiem

Bylo prokézano, Ze po intoxikaci kadmiem dochdzi k indukci apoptdzy. U potkanich
gliomovych bun¢k C6 a mySich fibroblastt NIH3T3 bylo prokazano, ze mnozstvi
apoptotickych bun¢k je zavislé na koncentraci kadmia. U mySich fibroblastd 1929, mysich
preadipocyti 3T3L1, lidskych fibroblastt VH16 a bun¢k lidského plicniho adenokarcinomu
A549 ale tato skute¢nost prokézana nebyla. V1iv ma tudiz s nejvétsi pravdépodobnosti i typ
pouzit¢ bunécné linie. Apoptdéza spojend s kadmiem je charakterizovana poklesem
mitochondridlntho membranového potencialu, kondenzaci chromatinu a fragmentaci DNA
a jadra (Witjen et al., 2002). Bylo prokazano, ze kadmium indukuje stres endoplazmatického
retikula. Ten vede k bunééné smrti cestou, kterd neni zavisla na mitochondriich. K apoptoze
neurdlnich bun€k vede také aktivace MAP kinazové a mTOR signalni drahy
(Branca et al., 2018).

Hlavnim zdrojem ROS jsou mitochondrie. Mitochondridlni dychaci fetézec hraje
zasadni roli pfiudrzovani energetick¢é homeostazy prostfednictvim oxidativni fosforylace,
pti které dochéazi k produkci ATP. Kromé toho jsou mitochondrie zapojeny do syntézy
aminokyselin, lipidi a fosfolipidd, do iontové homeostdzy a apoptdzy. Pocet a funkce
mitochondrii se li§i v zévislosti natypu tkan€, na energetickych potiebach bunék
a na podminkach, ve kterych se bunky nachdzi (Genchi et al., 2020). Jako indikator
mitochondrialni funkce mize slouzit enzym cyklooxygenaza, protoze jeji dysfunkce zvySuje
tvorbu ROS a zhorSuje energeticky metabolismus (Wang and Du, 2013).

Apoptoza vyvolana kadmiem zahrnuje dv€ hlavni apoptotické cesty — vn&jsi a vnitini.
Vnégjsi cesta je zprostiedkovand receptory smrti Fas na plazmatické membrané a reaguje
na vnéj$i podnéty. Vnitini cesta zprostiedkovand mitochondriemi spousti apoptézu v reakci
na vnitini  podnéty, jako je napiiklad poSkozeni DNA nebo pisobeni ROS
(Bertin and Averbeck, 2006). Tyto stresové podnéty vedou k permeabilizaci vnéjsi
mitochondridlni membrany a uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondriadlniho mezimembranového

prostoru do cytosolu. Obé cesty jsou vzajemné propojeny a molekuly z jedné drahy mohou
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ovliviiovat molekuly z drahy druhé (Genchi et al., 2020). Kazda dréha aktivuje své iniciatory,
jako je kaspdza-8 nebo kaspdza-10 pro vnéjsi drahu a kaspaza-9 pro vnitini drdhu. Tyto
poté aktivuji efektorové enzymy kaspdzu-3 a kaspazu-7, které spoustéji bunénou smrt
Stépenim proteinovych substratii. V dasledku intoxikace mize byt apoptdza vyvoldna také
vlivy nezavislymi na kaspazach, naptiklad procesy vadzanymi na Ca’" s kalpainem
nebo translokaci faktoru indukujiciho apoptdzu do jadra (Bertin and Averbeck, 2006).
Kadmiem indukovana apoptoza je spojena se zvySenymi hladinami proteinu p53.
Zanormalnich podminek obsahuje protein p53 doménu vézajici zinek se tfemi cysteiny
a jednim histidinem. Jednim z moznych vysvétleni u¢inku kadmia je, Ze tento kov narusi
fungovani p53 vazbou na thiolové skupiny v této struktufe. Bylo zjisténo, ze u mysich
splenocytii a bunéénych linii lidského hepatomu je kadmiem indukovana apoptoéza nezavisla
na expresi p53, ale zavisi na produkci ROS, zatimco u plicnich bunék primarniho epitelu
potkana je tomu naopak. Zapojeni p53 do apoptdzy vyvolané kadmiem tedy miize zaviset

na typu buné¢k (Bertin and Averbeck, 2006).

1.1.2 Rtut

Hlavni cesta, kterou se rtut’ dostdva do organismu, je oralni. Priichod gastrointestinalni
bariérou je zadsadnim krokem, ktery ovliviiuje vstup tohoto prvku do systémové cirkulace
a naslednou distribuci do cilovych organii (Vazquez et al., 2015). Bylo zjisténo, Ze transport
rtuti pres plazmatickou membranu enterocyti muze probihat jak pasivné, tak aktivné.
Vstiebavani v lumen stieva je zavislé na slozeni pfijimané potravy. Ta €asto obsahuje vysoké
koncentrace aminokyselin a peptidii obsahujicich thiolové skupiny, se kterymi se mize rtut’
vazat a vytvaret linedrni koordina¢né kovalentni komplexy. Konjugaty s thiolem vytvofené
v lumen gastrointestinalniho traktu mohou mit podobny tvar a velikost jako endogenni
molekuly, které jsou absorbovany v tenkém streve. Vzhledem k témto podobnostem, a protoze
v enterocytech je velké mnozstvi prenaSeci aminokyselin a peptidi, jsou konjugaty
vychytavany témito transportéry. PoZitd rtut’ mize byt po disociaci z thiolového konjugétu
vychytavdna a transportovdna prostiednictvim iontovych transportéri. Zde muze hrat
vyznamnou roli divalentni kotransportér dvojmocnych ionti DMTI1 (Bridges
and Zalups, 2017). DMT]1 transportuje pifechodné kovy lokalizované v apikalni membrané
epitelidlnich bunék stfeva. Tento protein je schopen transportovat velké mnoZstvi esencialnich
dvojmocnych kationtli Fe?*, Zn**, Mn**, Co?*, Cu*" a Ni*". Existuji také ditkazy o tom, Ze by
se DMT1 mohl podilet i na absorpci toxickych kationtt kovii, jako je Hg?", Cd** a Pb**. Studie

prokazaly, ze buiiky v reakci na rtut’ snizuji expresi DMT1, coz by mohl byt jeden z obrannych
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mechanismt (Vazquez et al., 2015). Krom¢ DMTI1 jsou pfi transportu a eliminaci rtuti
vyuzivany také transportéry organickych aniontd (OAT) a proteiny mnohocetné Iékové
rezistence (MRP) (Yang et al., 2020). Po pfechodu do krve je diky svym elektrofilnim
vlastnostem vétSina rtutnatych iontd pritomnych v plazmé navézéna na proteiny obsahujici
thiol. Mnozstvi rtuti v krvi se nasledné rychle snizuje, coz naznacuje, Ze jsou ionty rtuti
pfijimany cilovymi buiikami (Bridges and Zalups, 2017).

ProtoZze jsou receptory v bunécnych membrandch sloZeny z proteind, jsou pro rtut’
snadnym cilem. Pokud se tento kov navaze nanéktery zaminokyselinovych zbytka
v receptorovych proteinech, blokuje nebo zeslabuje normdlni metabolickou funkci buiiky.
Dusledkem vazby rtuti tedy miize byt ohroZeni spravné fyziologické funkce buriky nebo jejich
organel (Risher and Tucker, 2017).

1.1.2.1 Neurotoxicita rtuti

Anorganické soli rtuti jsou obecné méné neurotoxické nez organické slouceniny.
S nejvétsi pravdépodobnosti je to proto, Ze rychlost jejich transportu do parenchymu CNS je
niz§i nez v ptipad¢ organickych. Presto mize HgCl, pusobit jako pfima toxicka latka
pro hematoencefalickou bariéru (Zheng et al., 2003). Anorganickd rtut miize vzniknout
v mozku po dlouhodobé expozici methylrtuti jeji demethylaci. HgCl» je velmi reaktivni formou
rtuti, protoze interaguje s mnoha makromolekulami a ma spoustu negativnich U¢inka
na nervové bunky. Ukdazalo se, ze vbunkdch SH-SYS5Y zvySuje sekreci P-amyloidu,
coZ ptispiva ke vzniku Alzheimerovy choroby (Gasso et al., 2001). Po dlouhodobé inkubaci
s HgCl, bylo pozorovano silné zvySeni integrity lysozomu (Lohren et al. 2015).

Neurotoxicita rtuti zahrnuje nespocet mechanismt a bunécnych cild. Patii mezi né
porucha homeostazy véapniku, dysfunkce mitochondrii, zména glutamatergni excitability,
naruSeni struktur cytoskeletu, ovlivnéni aktivity Na’/K® ATPazy a mnoho dalSich
(Abdel Moneim, 2015; Xu et al., 2012). Dilezitymi znaky neurotoxicity rtuti jsou inhibice
transportu glutamatu, inhibice glutaminsyntetazy, branéni migraci neuronti a oxidacni stres
(Branco et al., 2017; Xu et al., 2012). Na zaklad¢ studii in vitro bylo zjisténo, Ze toxicita rtuti
zahrnuje odpovédi HSP nebo stresovou reakci zprostiedkovanou nuklearnim transkripénim
faktorem Nrf2, u kterého dochdzi k jeho zvySené aktivaci a transpozici (Yang et al., 2020).
HgCl, déle zpisobuje degeneraci a narusuje excitabilitu neuronti. Ma vyrazné skodlivé ucinky
na vyvijejici se kortikalni neurony, spousti v nich proces apoptodzy a v disledku tak zpisobuje
sniZzené preziti bun€k. NaruSuje riist neuritll, brani spravnému sestaveni neuronalni sité a vede

k degeneraci jiz vytvofenych siti. Neurony vystavené¢ HgCl, jsou také mnohem mensi.
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Degenerace struktur cytoskeletu je spojena s glutamatergni excitaci. Charakteristickymi znaky
glutamatergni excitace indukované HgCl jsou naruseni cytoskeletu a bunécna smrt v disledku
poruchy homeostazy vapniku nebo jinych bunéénych signalnich drah vyplyvajici z nadmérné

stimulace N-methyl D-aspartatovych receptort (NMDA) (Xu et al., 2012).

1.1.2.2 Indukce oxidac¢niho stresu rtuti

Rtut’ ovliviiuje redoxni rovnovahu. Jak vysoké hladiny ROS, tak snizena regulace
endogennich antioxidacnich systémt mohou vést k oxidacnimu stresu. Ackoli se tvorba ROS
podili na cytotoxicit¢ HgCly, neni zatim s jistotou prokdzano, ze by tato sloucenina rtuti
zpusobovala i peroxidaci lipida (Gasso et al., 2001). Nadmérné hladiny ROS zpiisobuji znacné
poskozeni bunék, coz vede k apoptdze a dalsim formam bunécné smrti. HgCl> déle zplisobuje
zmény v bunééném cyklu. Po expozici HgCl se snizuje pocet bunék v G1 fazi a zvysuje pocet
v S fazi. Tyto vysledky dokazuji, ze dochéazi k inhibici bunécné proliferace a dysregulaci
bunécéného cyklu. Inhibice proliferace mize byt jednou z vyznamnych pficin snizeni bunééné
viability (Sudo et al., 2019).

Ackoli HgCl> vyvolava zvyseni tvorby ROS, v nékterych studiich nebyla prokazana
zména aktivity kaspaz ani populace bun¢k sub-G1. To naznacuje, ze i kdyz HgCl, ovliviiuje
apoptotické cesty, ROS pfi indukei apoptdzy nemusi hrat zdsadni roli (Sudo et al., 2019). Rtuti
indukovana apoptoza a nekrdza v buiikéch je regulovdna MAPK p38 a tumor nekrotizujicim
faktorem a (TNF-a). Rtut’ aktivuje receptory rastovych faktor, G-proteiny, tyrosinkinazy,
transkripéni faktory jako je naptfiklad jaderny faktor kappa B (NF-kB), nuklearni faktor
aktivovanych T bunék (NFAT), aktivatorovy protein 1 (AP-1), protein p53, hypoxii
indukovatelny faktor 1 (HIF-1) a signalni drahu JAK/STAT (Yang et al., 2020). Slou¢eniny
rtuti zptisobuji naruseni plazmatické membrany a vyznamny Unik laktatdehydrogenazy (LDH),
coz znaci, Ze indukce nekrozy je jednou z hlavnich pficin sniZeni Zivotaschopnosti bunck
(Lohren et al. 2015; Sudo et al., 2019).

Je dobfe znamo, Ze anorganicka i organicka rtut’ mize tvofit silnou vazbu s thiolovymi
skupinami, coz nasledn¢ vede k ovlivnéni funkci proteinti. Pfedevsim se jedna o cysteinové
1 selenocysteinové zbytky v peptidech a proteinech (Branco et al., 2017). Rtut’ mize negativné
ovlivitovat slozky hlavnich bunéénych antioxidacnich systémui. NaruSuje expresi a aktivitu
enzymli a neenzymatickych lapac¢i volnych radikdlii. To nasledné vede ke sniZeni
antioxidacnich schopnosti, a tim i1 ke zvySeni néachylnosti intracelularniho prostfedi vici
oxidaci. V buiikdch neuroblastomu N18TG-2 zptisobuje HgCl, vyznamny pokles glutathionu.

Snizovani bunéénych koncentraci GSH snizuje zivotaschopnost bunck. Deplece
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intracelularnich thioll prostfednictvim vazby se rtuti mize zménit aktivitu téchto proteint,
coz muze piispet k oxidacnimu stresu (Becker and Soliman, 2009). HgCl, mize také zménit
pomér redukovan¢ho a oxidovaného glutathionu bud’ pfimou vazbou na redukovany GSH,
depleci GSH nebo snizenim hladin glutathionperoxidazy (Yang et al., 2020). Diky své vysoké
koncentraci v bunikdch mtze byt GSH prvnim cilem ROS generovanych rtuti. Glutathion také
slouzi jako zalozni molekula pro thioredoxinreduktazu (TrxR), ktera udrzuje thioredoxin (Trx)
v redukovaném stavu. Toho Ize dosahnout bud’ pfimou redukci Trx pomoci GSH nebo nepiimo
prostiednictvim glutaredoxinu. Deplece glutathionu po pisobeni HgCl> je piimo spojena
se zvySenou oxidaci Trx (Branco et al., 2017). Slouceniny rtuti mohou také narusit
pentozafosfatovou drahu, coz vede k ovlivnéni thioredoxinového systému a produkce NADPH
(Yang et al., 2020). Na aktivité thioredoxinového systému jsou zavislé dllezité bunééné funkce
jako syntéza DNA, vychytavani ROS, regulace bunécné signalizace a skladani a opravy
proteinti. Oxidace Trx ma za nasledek snizeni antioxidac¢ni kapacity a dysregulaci specifickych
proteinti, konkrétné peroxiredoxintl. Selenoenzym thioredoxinreduktaza je extrémné¢ nachylny
k inhibici rtuti. Tato citlivost je zpsobena reaktivitou a polohou selenocysteinového zbytku
v otevieném C-konci aktivniho mista TrxR. Aktivita TrxR je po expozici HgCl> vyznamné
ovlivnéna jak v cytosolickych, tak v mitochondridlnich kompartmentech. Naruseni aktivity
tohoto enzymu lze povazovat za biomarker akutni toxicity rtuti, protoze je jednim z prvnich
cilt, na které tento téZzky kov piisobi (Branco et al., 2017).

Expozice HgClx také vede k disociaci Nrf2 z komplexu Nrf2/Keapl, coz nésledné
zpisobi zménu redoxniho stavu uvnitt buiikky. Ta potom pfispiva ke zvySeni tvorby ROS
a indukci oxidacniho stresu. Inhibice cytokinové signalizace prostiednictvim oxidacniho stresu
je dalS$im dualezitym divodem, pro¢ jsou neurony po expozici rtuti nachylnéjsi ke smrti

(Yang et al., 2020).

1.1.2.3 NaruSeni intracelularni homeostazy vapniku

K neurotoxicité zprosttedkované HgCl, ptispiva kromé oxidacniho stresu také naruseni
intracelularni homeostazy vapniku. HgCl, u¢inné aktivuje vapnikové kanaly TRPC4 a TRPCS
prostiednictvim vazby na dva extracelularni cysteinové zbytky v blizkosti téchto kanala. Z toho
diivodu dochazi ke zvyseni intracelularni hladiny Ca**, coz miize ovlivnit délku axont a spojeni
mezi synapsemi (Yang et al., 2020). V cerebelarnich granularnich buiikdch indukuje HgCl,
apoptozu v zavislosti na vstupu véapniku do buiiky. Vzestup hladiny Ca®" v buiikich mize byt
zpusoben jeho nadmérnym uvolnénim z endoplazmatického retikula nebo zvySenim prostupu

pies plazmatickou membranu. ZvySeny influx vapniku do buniky vedouci k apoptéoze miize

25



probihat pies napétové fizené kanaly L-typu. Intracelularni koncentrace Ca®" se potom zvysuje
umérné s dobou expozice HgCl (Gasso6 et al., 2001). Porucha synaptické aktivity a homeostazy
vapniku aktivuje fadu kaskad, které zahrnuji aktivaci proteinazy, generovani reaktivnich forem
kysliku a mitochondrialni selhani. To vSe ma za nasledek letalni ti¢inek na slozky bunécného
cytoskeletu ana DNA. Bylo prokdzano, Ze intracelularni hladiny Ca** vyrazné stoupaji
nad optimalni hladinu, a tim inhibuji rist neuriti. HgCl, zptisobuje ireverzibilni, dvojnasobné
az pétinasobné zvyseni intracelularni koncentrace vapniku. HgCl, také zvySuje frekvenci
spontannich synaptickych potenciali nasledovanych trvalou depolarizaci membrany
(Xu et al., 2012). Je dobfe znamo, Ze zvyseni hladiny Ca®" vyvolané poruchou homeostizy
muze indukovat tvorbu ROS a vést k neuronalni smrti (Gasso et al., 2001).

Toxické ucinky naneurony jsou zprostiedkovany nadmeérnou aktivaci NMDA
receptorti. Konkrétné se ukazalo, Zze nadmérna stimulace NMDA receptoril a nasledné pietizeni
vapnikem zptisobuje rychlé naruseni komponent cytoskeletu nebo inhibici sestavovani novych
prvki cytoskeletu (Heo et al., 2008; Xu et al., 2012). Konkrétné¢ se jedna o aktinova vlakna
(F-aktin) a mikrotubuly (B-tubulin). Neuronalni cytoskeletdlni proteiny jsou extrémné citlivé
na hladinu intraceluldrniho vapniku. Jejich skladani a degradace miiZze byt ovlivnéna vapnikem
bud’ ptfimo nebo neptimo prostiednictvim regulace proteind asociovanych s cytoskeletem, jako
je naptiklad tau protein vazajici se na tubulin. Experimentaln¢ indukovana trvald elevace
vapniku zplsobuje hyperfosforylaci tau proteinu, coz vede k depolymerizaci mikrotubuld
a neuronalni degeneraci v kultivovanych lidskych kortikalnich neuronech. Pfeziti neuront
vyznamné zavisi na stavu slozek cytoskeletu. Jakékoli naruSeni téchto dynamickych struktur
v disledku environmentélnich nebo genetickych faktorti miize ohrozit pfeziti bunck. Protoze je
Ca?" diilezitym regulatorem bun&éné drazdivosti a genové exprese, ukéazalo se, Ze jeho vstup
prostiednictvim NMDA receptori ovliviiuje synaptickou aktivitu, kterd hraje zasadni roli
ve vyvoji neurond, synaptické plasticité, preziti bun€k a zpfesiiovani synaptickych obvodi.
Bylo zjisténo, Ze thiolova skupina v cysteinovych zbytcich NMDA receptord je potencialnim
cilem pro regulaci funkce NMDA receptoru redoxnimi nebo alkylaénimi &inidly. Cinidla
oxidujici thiolovou skupinu sniZuji aktivitu tohoto receptoru, zatimco redukujici ¢inidla ji

zesiluji (Xu et al., 2012).

1.1.2.4 Zména genové exprese proteini
Soucasné poznatky naznacuji, ze nepiimym disledkem buné¢ného stresu vyvolaného
Hg?* ionty vbunkdch jsou zmény genové exprese proteini  zapojenych

do ubikvitin-proteazomového systému, antioxidacniho obranného systému, regulacnich drah
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bunéén¢ho cyklu, proliferace bunék a apoptéozy. U vétSiny proteintt v lidskych
neuroblastomovych buiikach ovlivnénych piisobenim HgCl, jsou zménény procesy modifikace
proteinti véetné skladani a degradace. HgCl, vyznamné upreguluje transkripcni faktory ATF2,
ATF3, FOS, FOS-like antigen 1, stejn¢ jako MafG a MafK. Ovlivnény jsou také geny
pro proteiny zapojené do bunééného metabolismu véetné cytochromu P450. Slouceniny rtuti
ovlivituji metalothioneiny, které hraji dilezitou roli pii ochrané pifed jejich cytotoxickymi
ucinky (Yang et al.,, 2020). HgCl, indukuje expresi genti koédujici metalothioneiny
(Zalups and Koropatnick, 2000). Dokdze se hromadit v astrocytech a zde indukovat expresi
astrocytarnich metalothioneinii (Zheng et al., 2003).

Piisobeni ROS v dusledku expozice HgCl, je spojeno s klastogennim ucinkem,
ktery se projevuje poskozenim DNA. Konkrétné dochdzi ke vzniku zlomil a strukturnim
pfestavbam chromozomt. HgCl mé kromé toho také aneugenni Ucinky, coZ znamena,
7e dcefiné buiiky obsahuji abnormalni pocet chromozomti neboli aneuploidii. Cast éinku
HgCl, je pravdépodobné zplsobena narusenim funkce motorického proteinu kinesinu
a mikrotubulli, coz vede k poruchdm v distribuci chromozomi. Aneugenni slouceniny rtuti
mohou mit vliv na tvorbu tubulii nebo segregaci chromozomil, coz mlize nasledné vést ke ztraté

chromozomtl (Bonacker et al., 2004).

1.2 Glutathion

Glutathion neboli y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycin je nevyznamné;jsi nizkomolekularni
intracelularni antioxidant, jez je pfitomny ve vSech sav€ich tkanich v milimolarnich
koncentracich. Jeho nejvyssi koncentrace je v hepatocytech (Forman et al., 2009; Lu, 2013).
Ucastni se regulace bunééného cyklu, modulace imunitnich funkci a fibrogeneze a je dilezity
v riznych bunéénych kompartmentech. Naptiklad v mitochondriich méa vyznam pfi regulaci

apoptozy a nekrozy a v jadre je regulatorem bunécného déleni (Forman et al., 2009).

1.2.1 Syntéza glutathionu

Syntéza glutathionu (Obr. 3) se skladéa ze dvou krokti. V prvnim kroku dochézi k reakci
cysteinu s glutamatem, kterd je katalyzovand enzymem vy-glutamylcysteinligdzou neboli
y-glutamylcysteinsyntetdzou. K vytvofeni amidové vazby mezi y-karboxylovou skupinou
glutamatu a aminoskupinou cysteinu je potieba hydrolyza adenosintrifosfatu. Produktem prvni
reakce je y-glutamylcystein, ke kterému se ve druhém kroku ptipojuje glycin. Druhd reakce je
katalyzovana enzymem glutathionsyntetdzou a je zde také nutna hydrolyza ATP. Vyslednym

produktem je glutathion (Bachhawat and Yadav, 2018; Forman et al., 2009).
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Obr. 3: Syntéza glutathionu (upraveno podle Forman et al., 2009).

1.2.2 Funkce glutathionu

Ackoliv je glutathion intracelularni antioxidant, mize byt transportovan z bunék. Tento
mechanismus je velmi dilezity v hepatocytech. GSH transportovany z hepatocyti do plazmy
je vyuzivan jako zdroj cysteinu pro syntézu GSH v jinych buiikédch. Jedinym enzymem,
ktery dokaZe hydrolyzovat y-vazbu mezi glutamatem a cysteinem, je y-glutamyltranspeptiddza,
ktera je pfitomna pouze navngjSich povrSich nékterych bunék. V disledku toho je
glutathion odolny vici intracelularni degradaci a je metabolizovan pouze extracelularné
bunkami, které y-glutamyltranspeptidazu exprimuji (Lu, 2013). Pfistépeni GSH
y-glutamyltranspeptiddzou vznika cysteinylglycin, ktery je nasledné Stépen dipeptiddzou,
pficemz vznika cystein a glycin. Tyto aminokyseliny jsou do ostatnich bunék transportovany
specifickymi  prenaSeCi a v buitkdch jsou potom vyuzity pro biosyntézu GSH

(Forman et al., 2009).
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Klicovou c¢asti GSH je thiolova skupina cysteinu, kterd se ucastni redukénich
a konjugacnich reakci. Ty napomahaji odstraniovani ROS a dalSich xenobiotickych sloucenin.
Pti konjugaci ve fazi II biotransformace se xenobiotika vazi na GSH pravé prostfednictvim této
skupiny na cysteinu. Rozstépenim y-vazby se uvoliiuje glutamat a vznika cysteinylglycinovy
produkt, ktery je transportovan z buiiky. Nasledné dipeptidazy rozstépi vazbu mezi cysteinem
a glycinem. Vysledkem je cysteinovy konjugat s xenobiotikem, ktery je N-acetylovan
pusobenim N-acetyltransferazy. Kone¢nou slouceninou je N-acetylcystein neboli merkapturat,
ktery je vylou€en z organismu moci (Forman et al., 2009).

V antioxidaéni ochran¢ (Obr. 4) je glutathion vyuzivan enzymy zrodiny
glutathionperoxiddz a peroxiredoxinti. V cytosolu a mitochondriich je peroxid vodiku
metabolizovan glutathionperoxiddzou na vodu. Glutathion je pfitéto reakci oxidovan
na glutathiondisulfid (GSSG), kde jsou dvé molekuly GSH spojeny disulfidickou vazbou.
GSSG je poté pomoci glutathionreduktazy preménén zpét na GSH piijetim vodiku z NADPH,
¢imz se vytvari redoxni cyklus. Glutathion také hraje kli¢ovou roli v proteinové redoxni
signalizaci. Béhem oxidacniho stresu muze byt cystein obsaZeny ve struktuie proteinli
oxidovan na sulfenovou kyselinu, kterd mize s GSH reagovat za vzniku glutathionylovanych
proteinti. Ty lze ndsledné ptes glutaredoxin nebo sulfiredoxin redukovat zpét na proteiny.
Kapacita bunky redukovat GSSG na GSH muze byt ptekrocena v disledku tézkého oxidaéniho
poskozeni, coZ vede k akumulaci GSSG. Aby se zabranilo posunu v redoxni rovnovaze, byva
GSSG aktivné transportovan ven zbuilky nebo se tvofi glutathionylované proteiny

(Forman et al., 2009; Lu, 2013).
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Obr. 4: Antioxidac¢ni funkce glutathionu (upraveno podle Lu, 2013).

Glutathion ma dutleZitou roli pfiudrZzovani odolnosti bunék proti exogennim
a endogennim reaktivnim forméam kysliku. Soucasna zjisténi ukazuji, Ze pokles intracelularniho
glutathionu pod prahovou hladinu ptedstavuje apoptoticky signal, ktery iniciuje aktivaci Fas
receptoru smrti nebo mitochondridlni apoptotickou signalizaci. Naproti tomu jeho zvySené
hladiny v bunkach poskytuji ochranu pted apoptéozou. Bylo zjisténo, Ze naruSeni redoxni
homeostazy GSH zpiisobené oxidaci nebo efluxem GSH z bunky pfispiva k apoptoze. BEhem
nékolika minut po expozici oxidantu dochazi ke sniZeni hladiny GSH, coz pfedchazi aktivaci
mitochondrialni apoptotické signalizace. Ani obnoveni intracelularniho poméru GSH/GSSG
po expozici oxidantiim nedokaze bunky zachranit pred apoptozou. Export glutathionu z buiiky
do extracelularniho prostoru je dulezity jev, ktery bud’ iniciuje apoptotickou signalizaci,
nebo podporuje progresi apoptézy (Circu and Aw, 2012).

Oxidac¢ni stres aktivuje mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK), které se ucastni
apoptdzy. Soucasti rodiny MAPK jsou extracelularnim signdlem regulované kinazy (ERK),
c-Jun N-terminalni kinazy (JNK) a p38 kindzy. Transdukce signdlni kaskady je sloZita
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adochazi pfini k postupné fosforylaci, kdy aktivace specifické MAPK kinazy kinazy
(MAP3K) vede k nasledné aktivaci MAPK kinazy (MAP2K), ktera dale aktivuje MAPK.
Aktivace JNK a p38 je spojena se stresem indukovanou apoptdzou, coz je proces, ke kterému
dochazi prostiednictvim drahy sestavajici z kindzy regulujici apoptoticky signal 1 (ASK-1),
MAPK kinazy 4/7 (MAP2K 4/7) a JNK, nebo prostiednictvim drahy ASK-1, MAPK kinazy 3/6
(MAP2K 3/6) ap38. Redoxni nerovnovaha GSH/GSSG a naruseni de novo syntézy glutathionu
aktivuje MAPK signalizaci a apoptézu. Diivod aktivace apoptotickych signali pii nizké hlading
glutathionu miize mit souvislost sjeho bunéénym prahem. Piizahajeni mitochondrialni
apoptotické signalizace je zajimava role glutathiondisulfidu. Extracelularni glutathiondisulfid
v bunikach U937 selektivné aktivuje osu ASK-1/MAP2K3/6/p38. Tento redoxni stres aktivuje
komplex Trx-1/ASK-1 a drahu p38. Builkky SH-SYS5Y jsou vii¢i této apoptdze indukované
glutathiondisulfidem rezistentni. Pro U¢inek glutathiondisulfidu v signalizaci MAPK
a apoptoze u téchto bunék je nutné prahova hodnota glutathionu (Circu and Aw, 2012).

Pro GSH existuji v lidskych bufikach rtizné transportéry. Pro transport z bunky slouzi
transportéry ptitomné v plazmatické membrané vyuzivajici hydrolyzu ATP k ziskani energie.
Lidské buiiky exprimuji 13 proteinti z rodiny MRP. Z této rodiny jsou vyuzivany napiiklad
transportéry ABCG2 a CFTR. Dal§im typem exportéru je RalA-binding protein I, ktery je
povazovan za vyznamny mediator 1ékové rezistence urakovinnych bunék. Plvodné
se predpoklédalo, ze pro import glutathionu do bunck jsou v sav€ich bunkach vyuzivany
organické anionické transportéry OAT1 a OAT3. Daéle potom transportér dikarboxylatu
sodného NaC3. V soucasnych studiich bylo zjiSténo, Ze tyto pfenaSeCe nemaji v importu
glutathionu zadnou roli, ale spiSe zprostiedkovavaji transport glutamatovych derivati.
Momentaln€¢ tedy usavci nejsou zndmy Zadné importéry GSH  do bunck

(Oestreicher and Morgan, 2019).

1.2.3 Stanoveni hladiny glutathionu

Glutathion se v buiikach vyskytuje ve dvou rliznych formach: redukovany a oxidovany.
Za fyziologickych podminek byva pomér hladin redukovaného GSH ku oxidovanému GSSG
vysSi neZ 99 %. Plsobenim oxida¢niho stresu se ale tento pomér miliZze vyznamné zménit
(Rousar et al., 2012). Pro stanoveni koncentrace glutathionu bylo vyvinuto mnozstvi
analytickych metod. Mezi nejpouzivané;jsi separacni techniky pro stanoveni GSH a ptibuznych
sloucenin patii vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) (Camera and Picardo, 2002;

Rousar et al., 2012).
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Protoze GSH a GSSG ve své molekule postradaji ptitomnost silnych chromofort
nebo fluorofort, je nutné tyto slouceniny derivatizovat (Camera and Picardo, 2002). Existuje
celd fada derivatizaCnich Cinidel. Pro spektrofotometrickd stanoveni se vyuzivaji naptiklad
Ellmanovo ¢inidlo (5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, DTNB), 4,4'-dithiopyridin nebo
1-fluoro-2,4-dinitrobenzen. Pro spektrofluorimetricka stanoveni se pouzivaji ortho-ftalaldehyd
(OPA), naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (NDA), bimany a fluorobenzofurazany. Pro stanoveni
pomoci plynové chromatografie v tandemu s hmotnostni spektrometrii je vhodné pouzit
trifluoroacetanhydrid, pentafluoropropionanhydrid a N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
(Kand’ar, 2016). Hlavnim problémem pii téchto stanovenich je oxidace thioll, ke které mtize
dojit béhem manipulace se vzorkem. V jejim duasledku casto dochézi k nadhodnoceni
koncentrace. K prevenci tohoto jevu se riiznymi ¢inidly blokuji thiolové skupiny. Vyuzivé se

naptiklad N-ethylmaleimid, kyselina jodoctova nebo 2-vinylpyridin (Pastore et al., 2003).

1.2.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Velmi ¢asto pouZivanou metodou je vysokotc€innd kapalinova chromatografie. Mezi jeji
vyhody bezesporu patii vysoka specifita a citlivost. Hlavni nevyhodou je ale nakladnost
a dlouha doba analyzy. Citlivost analyzy je zavisla na typu detekce (Rousar et al., 2012).
Pro stanoveni GSH a GSSG lze vyuzit ultrafialovou, fluorescencni, elektrochemickou detekci
nebo detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). Oblibenou metodou je HPLC
s coulometrickym detektorem. Nevyhodou této metody je pouziti vysokého oxidac¢niho
potencialu pfti stanoveni hladiny GSSG (Kand’ar, 2007). HPLC separace derivatizovanych
sloucenin se ve vétSiné piipadl, vzhledem k pomérné hydrofobni reakci s fluorescencni
znackou, provadi naobracenych fazich. Nejcastéji pouZivanou stacionarni fazi je
oktadecylsilikagel. Pokud jsou GSH a GSSG analyzovany bez derivatizace nebo pokud je
provedena postkolonova derivatizace, jsou také separovany v modu obracenych fazi. V tomto
ptipadé jsou pouzity kyselé eluenty, které udrzuji GSH, GSSG a piibuzné slouceniny
v nedisociované formé&, coZ zlepSuje interakci se stacionarni fazi. Navic nizka hodnota pH
minimalizuje autooxidaci thiolll. Naptiklad kyselina trifluoroctova pfidand do mobilni faze
snizuje vznik chvostujicich chromatografickych piki, k ¢emuz dochazi predevsim u stanoveni
GSSG (Camera and Picardo, 2002).

HPLC metody s UV/VIS fotometrickou detekci nebo s pouzitim diodového pole jsou
relativné malo vyuzivany. Pravdépodobné tomu tak je kvili nizké senzitivité a specifi¢nosti
ve srovnani s dal§imi detektory (Camera and Picardo, 2002). HPLC s ultrafialovou detekci

vyzaduje derivatizaci s UV/VIS absorbujicimi thiol-reaktivnimi latkami. Vzhledem
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ke Spatnému limitu detekce neni tato metoda pro nékteré biologické vzorky dostatecné citliva
(Kand’ar, 2007).

Mezi oblibené a velmi citlivé metody patii HPLC s fluorimetrickou detekci. Casta je
piredkolonova derivatizace fluorogennimi derivatizaCnimi Cinidly. Ta s glutathionem tvofi
adukty s takovou intenzitou fluorescence, ktera je dostacujici pro méfeni GSH v pikomolarnich
a nizSich koncentracich. Ideélni ¢inidlo by mélo byt nefluorescenéni, nemélo by obsahovat
zadné fluoreskujici necistoty a meélo by reagovat rychle a specificky s glutathionem
za vzniku stabilnich produktt. Zadné realné ¢inidlo nespliiuje viechny tyto pozadavky,
ale mezi dostupnymi fluorogennimi ¢inidly byly shledany vhodnymi bimany
a halogensulfonylbenzofurazany (Pastore et al., 2003). Nespornou vyhodou fluorimetrické
detekce je, Ze systtm HPLC je mozné pfipojit k reaktoru, do kterého se zavadéji
nederivatizované aminothioly oddélené v koloné a nechaji se reagovat s fluorogennimi €inidly.
Takové systémy lze optimalizovat za i¢elem standardizace doby a teploty reakce pied detekei.
Tento piistup minimalizuje chyby zptsobené preanalytickym zpracovanim vzorku a zkracuje
¢as analyzy (Camera and Picardo, 2002).

Dé¢leni pomoci HPLC a MS vyznamné zvySuje moZnost automatizované analyzy
biologickych vzorkl. Senzitivita a specificnost detekéniho systému je velmi vysoka a miize byt
dale zlepSena spojenim zafizeni HPLC standemovym hmotnostnim spektrometrem.
Mezi riiznymi kombinacemi dostupnych chromatografickych a hmotnostné spektrometrickych
reziml se ukdzalo, Ze HPLC s obracenymi fazemi a elektrosprejova ionizacni hmotnostni

spektrometrie jsou nejvhodnéjsi pro ptimé propojeni HPLC a MS (Camera and Picardo, 2002).

1.2.3.2 Spektrofotometrické metody

Analytické metody vyuZivajici kolorimetricka ¢inidla a detekci absorbance v UV/VIS
oblastti jsou méné citlivé, ale jednoduché vesrovnani s elektrochemickym
nebo fluorimetrickym stanovenim (Pastore et al., 2003). Pro stanoveni glutathionu lze vyuzit
enzymatickou metodu, kterd je zndmd také jako recykla¢ni test. Tato metoda je zalozena
na spektrofotometrické detekci chromoforu generovaného v ptfitomnosti glutathionreduktazy.
Dochézi zde k reakci glutathionu s 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinou (DNTB) neboli
Ellmanovym ¢inidlem, pii které vznikd konjugét 5-thionitrobenzoatu (TNB) s glutathionem
GS-TNB. GS-TNB je za katalyzy glutathionreduktazy redukovan na glutathion za sou¢asného
uvolnéni barevného TNB (Kand’ar, 2016). Donorem elektront je zde NADPH. Pro stanoveni
se sleduje bud’ produkce TNB pii 412 nm, nebo spotfeba NADPH (Kamencic et al., 2000).

Koncentrace celkového glutathionu a GSSG se méti nezavisle na sob€. Pro stanoveni GSSG je
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nutné ke vzorku ptidat N-ethylmaleimid. Hladina redukovaného GSH se potom vypocita jako
rozdil mezi témito hodnotami (Kand’ar, 2016; Rousar et al., 2012). Vyhodou tohoto testu je
vysoké senzitivita, kratkd doba analyzy a jednoduchost zpracovani. Nevyhodou je mozna

interference slou¢enin inhibujicich glutathionreduktazu (Capek et al., 2017).

1.2.3.3 Spektrofluorimetrické metody

Spektrofluorimetrické metody vyuZzivaji schopnost nékterych latek fluoreskovat. Tyto
latky jsou nejdiive excitovany elektromagnetickym zéatfenim. Primarni zéfeni je témito latkami
absorbovano a po navratu do zakladniho energetického stavu dochazi k vyzareni sekundarniho
fluorescen¢niho zaieni o nizsi energii a vyssi vinové délce ve srovnani se zarenim primarnim.

Bimany jsou nefluorescenc¢ni slouceniny, které po reakci s thiolem tvoii fluorescencni
adukty. NejpouzivangjSimi bimany jsou monochlorobiman (MCB) a monobromobiman
(MBB). Ob¢ tyto slouceniny dokazi pronikat pies bunéénou membranu intaktnich bunék a lze
je pouZit pro stanoveni glutathionu. Oproti OPA je pravé tato vlastnost zna¢nou vyhodou.
Ackoli 1ze oba bimany vyuZit pro detekci GSH, MCB je pro detekci glutathionu specifictéjsi
nez MBB. To je zptsobeno tim, ze reakce mezi GSH a MCB je katalyzovéana intracelulérni
glutathion-S-transferazou (Capek et al., 2017; Kamencic et al., 2000). Pro Gsp&sné barveni GSH
v zivych bunikédch je nutné, aby fluorescencni sonda byla pro buniky netoxickd a snadno
pronikala skrz membranu. Samotné nenavazané barvivo by nemélo fluoreskovat a po navazani
na GSH musi dojit k selektivnimu zvyseni fluorescence. Fluorescen¢ni produkt musi byt
stabilni a m¢l by zlstat uvnitt bunck (Stevenson et al., 2002).

Test vyuzivajici MCB je jednoduchy, levny, rychly a umoZziiuje méfeni koncentrace
GSH buikéach bez nutnosti preanalytického zpracovani vzorku. Lipofilni MCB je pfidan
do kultivacntho meédia a  difunduje = do builkky, kde pomoci intracelularni
glutathion-S-transferazy vznikéd fluoreskujici konjugat GSH-MCB (Kamencic et al., 2000;
Stevenson et al., 2002). Nasledné je vyuzita spektrofluorimetrickd detekce vazby MCB
na GSH. Nenavazany MCB nevykazuje zadnou fluorescenci v disledku zhaSeni svou
chlorovou skupinou (Stevenson et al., 2002). Diky prichodu MCB pies membranu intaktnich
bunék je eliminovano riziko mozné oxidace GSH, ke které miiZe dojit pfi postupu vyZadujicim
lyzu bunék. Nevyhodou ovSem je, ze vysledky mohou byt hodnoceny jen jako procenta hladin
GSH ovlivnénych bunék ku procentim hladiny GSH kontrolnich neovlivnénych bunck
(Capek et al., 2017).

Monobromobiman je Cinidlo specifické pro thiolovou funkéni skupinu a tvoti adukty

s relativné vysokou fluorescencni emisi, kterd umoziuje detekci analyt 1 pfi nizké koncentraci
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(Camera and Picardo, 2002). V porovnani s MCB reaguje MBB s bunéénymi thioly vyrazné
rychleji. Pti vyuziti MBB je ale nevyhodou, Ze reaguje s mnoha bunéénymi redukovanymi
thioly, a tudiz neni specificky jen pro GSH (Stevenson et al., 2002). Negativnim faktorem je
také fakt, ze MBB je samofluorescencni a podléha fotodegradaci za vzniku fluorescencnich
produkti, které nasledné¢ interferuji se stanovenim thiolu ve vzorku (Camera
and Picardo, 2002).

Dalsim spektrofluorimetrickym testem je o-ftalaldehydova metoda. O-ftalaldehyd je
Siroce vyuzivan, jelikoz s GSH reaguje za vzniku vysoce fluorescenc¢nich produktid. OPA
je sdm o sobé nefluorescencni, ale pokud reaguje s primarnim aminem v pfitomnosti thiolu,
vznikéd siln¢ fluorescencni 1-alkylthio-2-alkylisoindol. Derivatizace GSH pomoci OPA je
zavisla na pH. Maximélniho fluorescen¢niho vytézku je dosazeno pfi nastaveni pH reakce
mezi 9,5 a 12,0. Pfestoze GSSG nemize piimo reagovat s OPA za vzniku fluorescenéniho
derivatu, diky jeho hydrolyze piipH 12,0 za vzniku GSH lze nésledné reakci s OPA
fluorescenéni derivat ziskat (Camera and Picardo, 2002; Pastore et al., 2003). Hlavni
nevyhodou tohoto testu je Spatnd specifita v disledku vyznamné interference aminokyselin

a jinych thiola (Pastore et al., 2003).

1.2.3.4 Chemiluminiscen¢ni metody

Pro stanoveni GSH a GSSG bylo vyvinuto také n€kolik chemiluminiscenénich metod,
které jsou zalozeny na oxidaci GSH silnym oxidantem. Po oxidaci luminoforu je zméfena
chemiluminiscence. Pfikladem chemiluminiscen¢niho systému miize byt luminol v kombinaci
s H2O2. Modifikaci enzymatické recyklacni metody je detekovana spotieba NADPH vysoce
citlivou luminiscenéni reakci v systému flavinmononukleotidu (FMN) a oxidoreduktazy,
ptipadné muze byt pouzita luciferaza (Kand’ar, 2016). GSH je napojen na redoxni systém
NADP/NADPH+H" prostiednictvim specifickych enzymil. Tento redox systém potom mize
byt spojen s oxidoreduktidzou, ptipadné luciferdzou prostfednictvim FMN. Métenou veli¢inou
je zde vyzarend chemiluminiscence. Tato metoda je vysoce flexibilni, protoZe kazda latka,
ktera mize byt kvantitativné spojena se systémem NADP/NADPH-+H', mize byt takto
testovana. Tento test mize byt pouzit v SirSim rozsahu koncentraci GSH. Nevyhody testu
spo¢ivaji vtom, ze je semikvantitativni a touto metodou nelze stanovit GSSG

(Pastore et al., 2003).
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1.3 Testy metabolické aktivity a bunééné viability

Existuje tada testii, které Ize pouzit ke zjiSténi poctu metabolicky aktivnich bunék.
Pti téchto testech jsou buiiky inkubovéany s reakénim Cinidlem obsahujicim substrat, ktery je
metabolizovan za vzniku barevného nebo fluorescencniho produktu. Inkubace substratu
s aktivnimi buikami vede k vytvofeni signalu, ktery je umérny metabolické aktivité bunék.
Pokud jsou buniky usmrceny nebo je zpomalena az zastavena jejich metabolicka aktivita, dojde

ke ztraté schopnosti pfeménit substrat na produkt (Riss et al., 2013).

1.3.1 Formazanové testy

K detekci viabilnich bun¢k se vyuzivaji tetrazoliové soli, coz jsou slouc¢eniny obsahujici
kladn€ nabité jadro kvartérniho tetrazoliového kruhu (Xie et al., 2018). Chemicke a biologické
vlastnosti tetrazoliovych soli zavisi na kladné nabitém kvartérnim tetrazoliovém kruhu
obsahujicim ctyfi atomy dusiku. Tato centralni struktura je obklopena tfemi aromatickymi
skupinami, které obvykle obsahuji fenylové skupiny (Berridge et al., 2005). Redukce téchto
sloucenin vede k rozpadu tetrazoliového kruhu a pfeméné na formazany odlisné barvy, nez byla
barva pivodni slouceniny. Mezi nejcastéji pouzivané patii 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid (MTT), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-
2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium (MTS), 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium-5-karboxanilid (XTT) a vevod¢é rozpustné tetrazoliové soli (WST)
(Riss et al., 2013).

MTT test byl vyvinut jako neradioaktivni alternativa k zaclenéni tritiovaného thymidinu
do DNA, vyuzivaného pro stanoveni bunécné proliferace (Riss et al., 2013). Tento test byl
dlouho povazovén za zlaty standard mezi testy cytotoxicity. Byl miniaturizovan a jedna se
o vysoce citlivy screeningovy test (Van Tonder et al., 2015). MTT tetrazolium je ve vod¢
rozpustné Zluté barvivo. Jedna se olipofilni a amfifilni kationt, ktery pifechazi
pfes plazmatickou membranu a hromadi se v zivych bunikach. Nejdfive se akumuluje
v mitochondriich, nasledné v endoplazmatickém retikulu. Redukénim Stépenim tetrazoliového
kruhu se pfevadi navevodé nerozpustny fialovomodry formazan (Obr. 5)
(Stockert et al., 2018). Pfesny bunéfny mechanismus redukce MTT na formazan
pravdépodobné zahrnuje reakci s NADH nebo podobnymi redukénimi molekulami, které

pfenaSeji elektrony na MTT.

36



Br NADH NAD*

—NH CH
N—N s._CHs \ /4 N s 3
\ 4 _ [ N
LA ,\/( i v \<\NI
N CH, CH;
MTT Formazan

Obr. 5: MTT formazanovy test (upraveno podle Riss et al., 2013).

Mnozstvi vzniklého formazanu je pfimo timérné poctu viabilnich bun¢k. Pokud bunky
nejsou viabilni, nedokdzi MTT pieménit (Riss et al., 2013). Pro vyhodnoceni je potieba
odstranit kultivaéni médium a formazan extrahovat, aby byl kolorimetricky stanoven
(Stockert et al., 2018). Tato metoda se v prib¢hu pouzivani vyvijela. Zpocatku nebyly zahrnuty
zadné promyvaci kroky a formazanové krystaly se solubilizovaly v kyselém isopropanolu, coz
je Casové narocné. Toto rozpoustédlo navic zplsobuje nizké hodnoty optické absorpce.
Ke zjednoduseni a zvySeni citlivosti se vyuziva solubilizace krystalli v dimethylformamidu
nebo dimethylsulfoxidu. Dalsi rozpoustédla, kterd se mohou pouZzivat, jsou naptiklad dioxan,
cyklohexan nebo tetrahydrofuran (Stockert et al., 2018; Van Tonder et al., 2015).

Nezbytny krok odstranéni média a solubilizace formazanu pted jeho kvantifikaci mtize
vést k chybam. Z tohoto diivodu byly popsany dalsi tetrazoliové soli, které Setfi cas
a potencialni chyby eliminuji (Funk et al., 2007). Nov¢jsi tetrazoliova ¢inidla jsou viabilnimi
bunikami redukovana na formazany, které jsou rozpustné ve vodé a v bunééném kultivaénim

médiu. Sem spadaji slouceniny MTS, XTT a WST-1 (Obr. 6) (Riss et al., 2013).
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Obr. 6: Vzorce tetrazoliovych soli MTS, WST-1 a XTT (upraveno podle Stockert et al., 2018).

MTS, WST a XTT tetrazoliové soli jsou hydrofilni anionty, pro které je membrana
nepropustna (Stockert et al., 2018). WST-1, neboli 2-(4-jodfenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-
disulfofenyl)-2H-tetrazolium se extracelularni redukci preméiuje na ve vodé rozpustny
formazan, a proto je idealni pro pfimou spektrofotometrickou detekci (Bommer
and Ward, 2016). Redukovan je béhem transportu elektroni pies plazmatickou membranu
bun¢k (Berridge et al., 2005). Jeho negativni naboj sice pfispiva k rozpustnosti, ale snizuje
schopnost pronikat do buiiky. Proto je nutné ptidat intermediarni akceptory elektront, jako je
fenazin methyl sulfat nebo fenazin ethyl sulfat. Intermediarni akceptor elektront fenazin ethyl
sulfat prenasi elektrony z NADH na N-ethyl fenazin v cytoplazmé a ten je vyuzit k redukci

tetrazoliové soli v médiu na rozpustny formazan (Obr. 7) (Riss et al., 2013).

38



NADH

N-ethyl fenazin >< Fenazin ethyl sulfat

HOOCH,CO N—NH

HOOCH,CO N—N / N s CH

/ ‘I‘\]+ s NZ \( 3

y CH
N/ \( 3 N /
'31 ] CH

3

MTS CHs Formazan

Obr. 7: Schéma redukce MTS (upraveno podle Riss et al., 2013).

Béhem poslednich let bylo vyvinuto nékolik slou¢enin WST, které se odliSuji ve své
struktufe a jsou inovovany k lepSim vlastnostem. Naptiklad WST-8, neboli 2-(2-methoxy-4-
nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium  vyuzivd stejny reakcéni
mechanismus jako WST-1 (Chamchoy et al., 2019). WST-8 kombinuje vysokou stabilitu
WST-1 s vysokou citlivosti WST-3. Citlivost této latky neni tolik zavisld na hodnoté pH,
proto naptiklad pti pH 8 probiha redukce WST-8 témét kvantitativné, zatimco redukce WST-1
pouze z 60 %. V porovnani s WST-1 zajistuje pouZiti této slouceniny vyssi citlivost, ktera je
déana tim, Ze snaze reaguje s NADH (Ishiyama, 1997).

U tohoto druhu testd vSak muze dochéazet k interferencim rﬁznych testovanych
vyskytujicich se v mitochondriich zivych bunék. Do redukce se ale zapojuji také enzymy
umisténé v jinych organelach, napiiklad v endoplazmatickém retikulu
(Van Tonder et al., 2015). Bylo popsdno, Ze interferuji také slozky médii, jako jsou
antioxidanty, glukéza a vitaminy (Funk et al., 2007; Van Tonder et al.,, 2015).
Mezi nejvyznamnéjsi interferujici latky patii kyselina askorbovd, cystein, kyselina

dihydrolipoova, glutathion, glutathion S-transferaza a a-tokoferoly (Stockert et al., 2018).
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Také sérovy albumin hovéziho nebo lidského piivodu miize vést ke zvySeni signalu, coz vede
k nadhodnoceni poctu bun¢k a k podhodnoceni potencialnich cytotoxickych uc¢inki sloucenin,
které¢ jsou testovany (Funk et al., 2007). Kultivacni médium pfizvySeném pH
nebo dlouhodobém vystaveni Cinidel pfimému svétlu mize také zplisobit zrychlenou spontanni
redukci tetrazoliovych soli a vést ke zvySeni hodnot absorbance pozadi (Riss et al., 2013).
S testem MTS interferuji naptiklad inhibitory glykolyzy, jako je 3-brompyruvat, dale fytolatky

s vnitfnim reduk¢énim potenciadlem, antioxidanty nebo polyfenoly (Van Tonder et al., 2015).

1.3.2 Barveni trypanovou modfi a fluorescenénimi barvivy

Jednou z nejbéznéjSich metod stanoveni zivotaschopnosti bun¢k je vyluCovaci test
s trypanovou modii. Tento test umoziuje kvantifikaci Zzivotaschopnych bunék pomoci
svételného mikroskopu (Strober, 2015). Jedna se o pfimé stanoveni poctu zivych a mrtvych
bunék v dané populaci (Chan et al., 2015). Zivé buiiky maji neporusené bunééné membrany
ajsou navic schopny aktivné vypumpovéavat néktera barviva, jako je trypanovd modf
nebo eosin, zatimco mrtvé buiiky nikoli (Strober, 2015).

Trypanovd modi je barvivo odvozené od toluidinu s molekulovou hmotnosti 960 Da.
Pronika pouze do bun€k s narusenou integritou buné¢éné membrany. Po vstupu do mrtvé buiky
se vaze na intraceluldrni proteiny, ¢imz bunky ziskdvaji modrou barvu. Nelze zde rozliSit
apoptotické a nekrotické bunky (Piccinini et al., 2017).

Provedeni tohoto testu neni naro¢né. Nejdiive jsou bunky resuspendovany
ve fostatovém pufru obsahujicim trypanovou modi. Nésledné se zjisti pomér poctu bunék, které
maji Cirou cytoplazmu oproti poctu bungk, které maji modrou cytoplazmu, ¢imZ se urci
Zivotaschopnost (Strober, 2015). Ackoli je test Casto vyuZivan pro méfeni Zivotaschopnosti
bunck, ma nékolik potencidlnich nevyhod. Trypanovd modi mé toxicky ucinek na bunky,
a proto umoziuje pocitat bunky pouze kratky ¢asovy interval od obarveni. Jelikoz se trypanova
modf vaZe nabunéfné proteiny, mize dojit k vazbé na nespecifické artefakty, zejména
v klinickych a primarnich bun&tnych vzorcich. Dalsi nevyhodou je, Ze neexistuje Zadna
standardizovana koncentrace trypanové modfi pro méteni viability bun€k. Navic ruéni pocitani
pomoci pocitaci komtrky mtize byt asové narocné (Chan et al., 2015). A jelikoz je ptijem
barviva hodnocen subjektivné, poskozené buiky, u kterych doSlo k pfijeti pouze malého
mnozstvi barviva, mohou zlstat bez povSimnuti (Strober, 2015).

Bylo zjisténo, ze néckterd fluorescencni barviva jsou spolehlivéjSimi indikatory
zivotaschopnosti bunék nez trypanova modi. Naptiklad se jedna o barveni akridinovou oranzi

a propidium jodidem. Akridinova oranZ je kationické barvivo, které prochézi ptes plazmatickou
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membranu a vaze se na nukleové kyseliny zivotaschopnych bunék. Pfi nizkych koncentracich
zpisobuje zelenou fluorescenci. Propidium jodid pies neporusenou membranu neprochdzi,
ale snadno pronikd membranami v umirajicich nebo jiz odumielych bunkach a vaze se na DNA
nebo RNA, coz zpusobuje oranzovou fluorescenci. Pokud jsou obé tato barviva pouzita
soucCasn¢, zivotaschopné bunky fluoreskuji zelené a nezivotaschopné builkky oranzové
(Piccinini et al., 2017).

Bez ohledu na piipadné nevyhody je trypanovd modi stile nejcastéji pouzivanym
barvivem pro analyzu zivotaschopnosti bunék, protoze je cenové dostupna, snadno se pouziva,
rychle reaguje a buiiky lze pozorovat pomoci standardniho svételného mikroskopu

(Piccinini et al., 2017).

1.3.3 Stanoveni uniku laktatdehydrogenazy

Laktatdehydrogenaza je cytosolicky enzym piitomny v savéich bunikach, ktery z bun¢k
unikd pii poSkozeni nebo prasknuti plazmatické membrany (Parhamifar et al., 2013). Test
uniku LDH je zaloZen natom, ze mrtvé nebo poSkozené buinky uvoliuji tento enzym
do extracelularniho média v disledku permeabilizace plazmatické membrany. Uvolnéna
laktatdehydrogendza se méii enzymatickym testem, ktery vede ke konverzi tetrazoliové soli
na Cerveny formazanovy produkt (Kabakov and Gabai, 2018). Laktatdehydrogendza uvolnéna
do média katalyzuje pieménu laktatu na pyruvat a prevadi NAD® na NADH. NADH
v ptitomnosti diaforazy pfeménuje zlutou tetrazoliovou sil 2-(p-jodfenyl)-3-(p-nitrofenyl)-5-
fenyltetrazoliumchlorid (INT) na Cerveny formazan (Obr. 8). Zména barvy je imérna mnozstvi

uvolnéné LDH, a tim i rozsahu buné¢éné smrti a poSkozeni membrany (Parhamifar et al., 2013).

Chemické nebo fyzikalni poskozeni

LDH
/ LDH LDH \
(LDH ) (( f ﬂ NAD™ +laktat - pyruvat + NADH

LDH =
LDH Diaforaza \
NADH +INT — NADY + formazan

Zdrava bunka Poskozena bunka
Obr. 8: Test tniku laktatdehydrogenazy. LDH — laktatdehydrogenaza;

NAD", NADH - nikotinamidadenindinukleotid; INT — 2-(p-jodfenyl)-3-(p-nitrofenyl)-5-
fenyltetrazoliumchlorid (upraveno podle Parhamifar et al., 2013).
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Tento test je  spolehlivy, rychly a mé& jednoduché¢ vyhodnoceni
(Fotakis and Timbrell, 2006). Ve srovnani s testem MTS tato metoda kvantifikuje pouze
skutecné mrtvé bunky, které mohou byt nekrotické nebo pozdné apoptotické. Bunky, které
zastavuji proliferaci, napf. senescentni buiiky, nebo Casné¢ apoptotické burnky, které nemaji
porusenou plazmatickou membranu, neuvolituji do okoli laktatdehydrogenazu (Kabakov

and Gabai, 2018).

1.4 MozZnosti stanoveni apoptozy

Apoptdza je vysoce regulovany bunécny sebedestrukéni mechanismus, ktery je
nezbytny pro udrzeni homeostazy a odstraiiovani nezddoucich bun¢k. Zahrnuje aktivaci mnoha
biochemickych a molekularnich kaskdd (Suman et al., 2012). Apoptéza mlze byt iniciovana
samotnou bunkou, pokud prostfednictvim intracelularnich receptort detekuje poSkozeni. Také
muze byt dasledkem interakce mezi imunitnim systémem a poSkozenou buiikou
(D’Arcy, 2019). Bunééné poskozeni se morfologicky projevuje smrStovanim bunek,
kondenzaci chromatinu, jadernou fragmentaci a tvorbou apoptotickych télisek
(Suman et al., 2012). Apoptotickéd t¢liska obsahuji ¢asti mrtvé bunky a jsou fagocytovana
makrofagy (D’Arcy, 2019).

K indukci bunééné smrti dochdzi na vice trovnich. Proto je mozné sledovat jednotlivé
faze apoptozy riznymi metodami. Oxidacni stres ve smyslu produkce ROS Ize sledovat pomoci
fluorescencnich sond 2',7'-dichlordihydrofluorescein diacetatu (DCFDA), Amplex Red
a MitoSOX. K detekci zmén exprese proteind, stejné¢ jako ke stanoveni aktivace kaspaz,
lze vyuzit Western blot. Pro stanoveni aktivace kaspdz je dale mozné vyuzit fluorochromem
znacené inhibitory kaspaz (FLICA) nebo Rhodamin 110. PoSkozeni a fragmentace DNA
mohou byt analyzovany diky DNA Zebtiku, metod€ Terminal deoxynUcleotidyl transferase
Nick-End Labeling (TUNEL) a kometovému testu. Zmény mitochondridlniho membranového
potencidlu Ize detekovat spouZitim JC-1, tetramethylrhodamin methyl esteru (TMRM)
a tetramethylrhodamin ethyl esteru (TMRE). Pro vizualizaci zmén v chromatinu a jaderné
matrici je vhodné pouzit fluorescencni sondy 4'-6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) a Hoechst.
Poskozeni plazmatické membrany bunck v disledku apoptozy lze detekovat diky barveni

Annexinem V a propidium jodidem.

1.4.1 Stanoveni produkce ROS
Tvorba reaktivnich forem kysliku je dllezity proces potfebny pro fungovani bunck
v kazdém aerobnim organismu. ROS zahrnuji naptiklad superoxidovy radikal Oz, peroxid

vodiku H>O2 nebo hydroxylovy radikal «<OH. Tyto slou¢eniny hraji dalezitou roli v regulacnich
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mechanismech, ptfenosu biochemickych signali a v indukci apoptdzy za fyziologickych
i patologickych podminek (Sreekanth et al., 2013; Dgbski et al., 2016). Nadmérna produkce
a nedostatecnd detoxikace reaktivnich forem kysliku muze vést k oxidativnimu poskozeni
bunék. Vyvoj spolehlivych metod pro detekci a kvantifikaci ROS je proto velmi dilezity
(Debski et al., 2016).

Sonda 2',7'-dichlordihydrofluorescein diacetat je jednou z nejpouzivanéjSich sond
pro detekci ROS a oxida¢niho stresu. Pro intracelularni méfeni se pouziva nenabita,
nefluorescencni a lipofilni molekula DCFDA, ktera pasivné difunduje pies plazmatickou
membranu do buiky (Kim et al., 2010). V bunice reaguje s intraceluldrnimi esterdzami
odstépujicimi acetatové skupiny za vzniku 2',7'-dichlordihydrofluoresceinu (DCFH), coz je
hydrofilni nefluorescencni sloucenina. Pokud je DCFH oxidovan pomoci ROS
na 2',7'-dichlorfluorescein (DCF), vysledkem je zelena fluorescence. Specifickymi nevyhodami
sondy DCFDA jsou jeho nachylnost k autooxidaci a zvySena fluorescence pozadi
pii dlouhodobém vystaveni svétlu (Sreekanth et al., 2013; Ledoux et al., 2014). Kromé toho je
tato sonda citlivd na pH a jeji pouziti také Casto zavisi na katalytické aktivité peroxidaz, které
mohou zpisobit oxidaci na DCF 1 bez pfitomnosti ROS, a tim snizit ptfesnost detekce
(Kim et al., 2010).

Peroxid vodiku je relativn¢ stabilni ROS, a proto ho lze snadno stanovit. Je klicovym
hraem v intracelularni signalizaci a v iniciaci patofyziologickych kaskad. Také je produktem
jinych reakei souvisejicich s ROS, jako je dismutace superoxidovych radikalii zprostfedkovana
superoxiddismutazou. Dale se jedna o prekurzor dalSich, SkodlivéjSich ROS, jako je
hydroxylovy radikal, kyselina chlornd nebo peroxynitrit (Kim et al., 2010). Enzymatické
stanoveni peroxidu vodiku Ize provést s vysokou citlivosti pomoci 10-acetyl-3,7-
dihydroxyfenoxazinu (Amplex Red). Amplex Red je bezbarvy nefluorescencni derivat
dihydroresorufinu. Jedna se o stabilni substrat kienové peroxidazy se selektivitou pro peroxid
vodiku (Zhou et al.,, 1997). Kienovou peroxidazou katalyzovana oxidace slouceniny
Amplex Red peroxidem vodiku je =zlatym standardem pro stanoveni tvorby H>O»
v extracelularnim médiu (Dgbski et al., 2016; Karakuzu et al., 2019). H>O; uvolnény do pufru
reaguje Vv pritomnosti kfenové peroxiddzy s ¢inidlem Amplex Red za vzniku cerveného
fluorescen¢niho resorufinu. Ten lze méfit jak fluorimetricky, tak spektrofotometricky.
Fluorescencni métfeni jsou ale citlivéjs$i a mohou detekovat niz$i hladiny H>0;
(Karakuzu et al., 2019).

Hlavni funkci mitochondrii je spojeni elektrochemického protonového gradientu

a syntézy ATP s elektronovym transportnim fetézcem a mitochondridlni respiraci. Vyznamna
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je cCtyfelektronova redukce kysliku, jejimz poslednim krokem je vznik molekuly vody
na komplexu IV. V elektronovém transportnim fetézci muize dojit k predCasné
jednoelektronové redukci kysliku za vzniku superoxidového radikalu (Polster et al., 2014).
K jeho tvorbé dochazi predevsim na komplexu I, komplexu III a v souvislosti s enzymy cyklu
trikarboxylovych kyselin (Roelofs et al., 2015). Superoxid je velmi nebezpecny ROS piedevsim
diky tomu, Ze je velmi reaktivni a mé extrémné kratky polocas rozpadu. Diive byl pro stanoveni
superoxidu pouzivan hydroethidin, nazyvany také dihydroethidium, ktery po oxidaci vede
ke vzniku fluorescencniho 2-hydroxyethidia. Reakce dihydroethidia s ROS poskytuje kromé
fluorescencniho produktu také vedlejsi, nefluorescenéni produkty, jako jsou dimery ethidia.
Bohuzel 2-hydroxyethidium a ethidium vykazuji ¢ervené, znacné se prekryvajici fluorescenéni
emisni spektrum (Polster et al., 2014). Proto byl syntetizovan konjugit dihydroethidia
s trifenylfosfoniovou skupinou, zndmy jako MitoSOX (Kauffman et al., 2016). MitoSOX je
fluorescencni sonda pouzivana pro selektivni detekci mitochondridlniho superoxidového
radikalu v zivych bunkéch. Lipofilni, kladné nabitd trifenylfosfoniova skupina zpusobuje
akumulaci sondy v negativné nabité mitochondridlni matrix (Roelofs et al., 2015). K detekci
produkce superoxidu uvnitf mitochondrii 1ze vyuzit fluorescencni mikroskopii nebo
pratokovou cytometrii (Kauffman et al., 2016).

Selektivita sondy je dana elektrochemickym potencidlem. Kladné nabity MitoSOX
se redistribuuje pires plazmatickou a mitochondrialni membranu (Polster et al., 2014). Pokud
dojde ke sniZeni potencidlu mitochondrialni membrany, MitoSOX se miize uvoliiovat mimo
mitochondrie. To znamend, Ze celkovy fluorescencni signal ovliviuji 1 dalsi faktory, nejen
pusobeni superoxidu. Proto je stanoveni timto zplUsobem pouze semikvantitativni

(Mukhopadhyay et al., 2007; Roelofs et al., 2015).

1.4.2 Stanoveni zmén exprese proteini

Rada proteinovych markeri zapojenych do apoptézy mize byt stanovena pomoci
metody Western blot. Vyznamnymi markery jsou naptiklad klicové regulatory mitochondridlni
apoptotické drdhy — antiapoptoticky protein Bcl-2 a proapoptoticky protein Bax. Dale
se stanovuji naptiklad aktivované kaspéazy, nastépena poly (ADP-rib6za) polymeraza (PARP)
nebo hladina cytochromu ¢ (Huang et al., 2015).

Buniky jsou pfed analyzou lyzovéany. Proteiny obsaZené v lyzatu jsou nésledné
rozdéleny podle molekulové hmotnosti pomoci SDS elektroforézy na polyakrylamidovém gelu.
Poté jsou preneseny na polyvinylidendifluoridovou nebo nitrocelul6zovou membranu, ktera ma

vysokou afinitu k proteiniim. Na této membrané je nasledn¢ potifeba pomoci mlé¢nych proteini
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nebo bovinniho sérového albuminu zablokovat volna mista, aby nedochazelo k nespecifické
vazbé protilatek (Jeong et al., 2014). Poté se proteiny na membran¢ inkubuji se specifickou
primarni protilatkou tfidy IgG proti stanovovanému proteinu. Nasleduje krok promyti a po ném
inkubace se sekundarni protilatkou anti-IgG, ktera je konjugovéana napiiklad s enzymem,
fluorescen¢ni nebo chemiluminiscen¢ni znackou. Po promyti se provadi detekce, jejiz zptisob
zavisi na typu znacky (Kijima et al., 2019; Kikuchi et al., 2011).

V dnesni dob¢ jsou nejznaméjsi dveé hlavni apoptotické drahy. Vnéjsi cesta, kterd je
ovlivnéna mimo jiné Fas receptorem a vnitini cesta zavislad z velké miry na mitochondriich.
Mitochondrie hraji diilezitou roli v bunééné smrti tim, pii zméné permeability jejich vnitini
a vné&j$i membrany vede k uvolnéni cytochromu c a aktivaci kaspaz. Kaspazy jsou enzymy
ze skupiny cysteinovych protedz, ucastnici se apoptdzy. Specificky $tépi peptidovou vazbu
Kaspaza-3 je klicovou kaspdzou v apoptoéze a je aktivovana jak ve vnitini, tak ve vné&jsi
apoptotické draze (Huang et al., 2015). Aktivace kaspaz je ¢asnym a definitivnim biomarkerem
apoptdzy (Kupcho et al., 2019).

FLICA jsou pouZzivany jako markery aktivace téchto enzymu v Zivych buiitkdch béhem
apoptdzy. FLICA jsou karboxyfluoresceinem (FAM) nebo fluoresceinisothiokyanatem (FITC)
znacené peptidové fluormethylketony (FMK), které se specificky vazi na aktivni centra kaspaz
(Darzynkiewicz et al., 2011). Tyto ketolatky pronikaji plazmatickou membranou a jejich vazba
je zprosttedkovana FMK, ktery interaguje s cysteinem aktivniho centra kaspazy. Diky tomu
vznika thiomethylketon a enzym je nevratné inaktivovan. PouZivanym inhibitorem je naptiklad
FAM-DEVD-FMK  specificky  pro kaspazu-3, kde DEVD oznacuje sekvenci
kyselina asparagova-kyselina glutamova-valin-kyselina asparagova (Grabarek et al., 2002).
Konkrétni aminokyselinova sekvence zarucuje selektivitu vaci pfislusné kaspaze. Existuji
ale i inhibitory, které nejsou specifické pouze projednu konkrétni  kaspazu
(Smolewski et al., 2001). Schéma vazby FLICA na aktivované kaspazy je znazornéno
na Obr. 9. Kaspéazy jsou syntetizovany a v buiice jsou ve form¢ proenzymu, ktery obsahuje
N-koncovou prodoménu nasledovanou dvéma katalytickymi podjednotkami — velkou (20 kDa)
a malou (10 kDa). Pokud dojde k aktivaci signdlu smrti, prokaspazy jsou $t€peny mezi velkou
a malou podjednotkou, coz vede k jejich oddéleni. Druhé¢ Stépeni vede k oddéleni prodomény.
Ob¢ Stépeni probihaji v misté, které obsahuje kyselinu asparagovou. Podjednotky ze dvou
kaspaz se spoji do heterotetrameru, ¢imz vznikne aktivni protedza se dvéma aktivnimi centry
na opacnych koncich molekuly. Aktivni centra jsou pfistupna substratim a mohou se zde vazat

také FLICA.
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Inaktivni kaspaza (proenzym)
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Obr. 9: Schéma vazby FLICA na aktivované kaspazy.
DEVD - kyselina asparagova-kyselina glutamova-valin-kyselina asparagova;
FAM — karboxyfluorescein; FLICA — fluorochromem znacené inhibitory kaspaz;
FMK - fluormethylketon (upraveno podle Smolewski et al., 2001).

Komplikaci pti pouziti FLICA je kiehkost apoptotickych bunck. Tento test vyzaduje
inkubaci zivych bunék s ¢inidly a naslednym promytim pufrem pro odstranéni nenavazanych
FLICA z neapoptotickych bunék. Apoptotické buiiky, zejména v pozdnich stadiich apoptozy,
jsou vSak velmi kiehké a mulze dojit kjejich poSkozeni. Toto lze Ccastecn& fesSit
pridanim séra  nebo hovéziho sérového albuminu do pufri (Smolewski et al., 2001;
Darzynkiewicz et al., 2011).

Mezi substraty pouzitelné k méfeni aktivity kaspdz patii substraty obsahujici
Rhodamin 110. Rhodamin 110 je navazan na aminokyseliny nebo peptidy prostfednictvim
svych aminoskupin. Tim vznikéd jeho nefluoreskujici bisubstituovany derivat, ktery dokaze
prochézet do intaktnich bunék. Jako pfiklady vyuzivanych substrati lze uvést
(Asp)2-Rhodamin 110, (Glu)2-Rhodamin 110 a (Asn)>-Rhodamin 110 (Hug et al., 1999). Tyto

molekuly obsahuji dva aminokyselinové substituenty. Proto jsou relativné velké, coz do urcité
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miry omezuje jejich schopnost pronikat do bunék (Wang et al., 2005). V buiice, kterd
ma aktivované kaspazy, dochdzi ke dvoustupniovému S$tépeni. Po prvnim Stépeni vznika
z bisubstituované¢ho peptidového derivatu monosubstituovany Rhodamin 110, ktery je slab¢
fluorescen¢ni. Pfi druhém Stépeni se odstépuje samotny Rhodamin 110, jehoz molekuly

vyzafuji vyraznou zelenou fluorescenci (Martinez et al., 2010).

1.4.3 Stanoveni poskozeni DNA

Jednim ze znak ¢asné i pozdni faze apoptdzy je St€peni dvouvlaknové genomové DNA
endonukledzami, jako je kaspazou aktivovand DNdéza. Ta je také nazyvana jako DNA
fragmentacni  faktor 40 (DFF40). DFF40 ve fyziologické bunce tvoii komplex
se svym inhibitorem DFF45. Pokud je tento komplex rozstépen kaspazou, dojde k vytvoreni
homodimeru ze dvou molekul DFF40. Ten ma schopnost $tépit DNA na mensi fragmenty
s volnymi 3'-hydroxylovymi skupinami (Majtnerovd and Rousar, 2018; Mirzayans
and Murray, 2020).

TUNEL je metoda slouZici k identifikaci apoptotickych bun¢k prostrednictvim detekce
fragmentace DNA (Huang et al., 2013). Uvolnéné 3’-hydroxylové konce jsou znaceny pomoci
terminalni deoxynukleotidyltransferazy (TdT). Ta ma jedine¢nou schopnost syntézy kratkych
nukleotidovych fetézci na 3'-hydroxylovém konci DNA bez potieby templatového fetézce.
Proto dokaze oznacit jakoukoli molekulu DNA s dostupnym 3'-hydroxylovym koncem
(Mirzayans and Murray, 2020). Pro detekci je mozné vyuzit riizné zptisoby znaceni, a to vyuziti
deoxynukleotid trifosfatu (dANTP) nebo bromdeoxyuridinu (BrdU). TdT katalyzuje pfidani
dNTP, ktery mize byt znacen fluorescenéni znackou a piimo detekovan pomoci
fluorescenéniho  mikroskopu nebo  pritokové cytometrie. Dal§i moznosti je,
ze se na 3'-hydroxylovy konec navaze dNTP s navdzanym receptorem a tento receptor nasledné
reaguje s fluorescencné nebo enzymaticky zna¢enym ligandem. Zde miiZe byt ptikladem vazba
streptavidinu a zna¢eného biotinu (Huang et al., 2013; Liu et al., 2012). Dalsi dvé moznosti
detekce zahrnuji neptimou detekci pomoci BrdU, coz je analog thymidinu. Zde je nutné pouziti
protilatek anti-BrdU. BrdU je navazan na 3'-hydroxylovy konec a nang je navazana
bud’ protilatka s detekéni znackou nebo protilatka, kterd je vazéana s receptorem, a ten bude

nasledné interagovat se znaCenym ligandem (Obr. 10) (Majtnerova and Rousar, 2018).
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Obr. 10: Moznosti znaceni 3'-hydroxylovych konct, metoda TUNEL. (A) Pfimé znac¢eni pomoci
dNTP s detekéni znackou; (B) Znaceni pomoci dNTP s navazanym receptorem, ktery interaguje
se znacenym ligandem; (C) Do fetézce DNA je navazan BrdU, ktery je rozpoznan znacenou anti-BrdU
protilatkou; (D) Do fetézce DNA je navazan BrdU, ktery je rozpoznan anti-BrdU protilatkou
s navdzanym receptorem, a ten interaguje se zna¢enym ligandem. BrdU — bromdeoxyuridin;
dNTP — deoxynukleotid trifosfat (upraveno podle Majtnerova and Rousar, 2018).

Nevyhodou pii hodnoceni apoptotické bunééné smrti je, ze TdT oznaci vSechny volné
3’-hydroxylové konce bez ohledu na molekuldrni mechanismy, které vedly ke vzniku téchto
koncti. TUNEL bude tedy detekovat také nekrotické degenerujici bunky, buiiky prochazejici
opravou DNA a mechanicky poskozené buiiky (Mirzayans and Murray, 2020).

Kometova metoda je také zndma jako jednobunécna gelova elektroforéza. Jedna
se 0 jednoduchou, citlivou a spolehlivou metodu, diky které lze studovat poSkozeni DNA
na urovni jednotlivych bunék. Plivodni metoda mikrogelové elektroforézy ke stanoveni zlomu
DNA fetézcl byla vyvinuta za podminek neutrdlniho pH. Pozdéji byl test modifikovan
aprovadén piialkalickém pH, coz je momentdlné nejpouzivanéjsi modifikace
(Gyori et al., 2014). Volba podminek ovliviiuje detekci riznych typi poSkozeni DNA. Dlouhou
dobu pievladal nazor, ze za neutrdlnich podminek dochézi k odhaleni dvouietézcovych zlomt,
zatimco pii pouziti alkalickych podminek je detekovano Sirs$i spektrum poskozeni zahrnujici

kromé& dvoutetézcovych také jednotfetézcové zlomy a pfitomnost mist postradajicich dusikatou
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bazi (apurinni a apyrimidinova mista). V posledni dob¢ vSak vyzkum naznacuje, ze spektrum
detekovanych poskozeni se pfitéchto podminkach elektroforézy do urcité miry piekryva
(Cordelli et al., 2021).

Zékladni princip tohoto testu je jednoduchy. Buiiky jsou aplikovany do agardzy, ktera
je nanesena na mikroskopické sklicko, a zde jsou fixovany. Poté jsou lyzovany v pfitomnosti
detergentu a vysoké koncentrace soli, coz vede k rozpusténi bunééné membrany. Nasledné jsou
lyzované bunky vystaveny alkalickému prosttedi, aby doslo k rozpleteni nadSroubovicovych
struktur (Meller et al., 2020; Muruzabal et al., 2021). Nasleduje elektroforéza, pti které ziistava
neposkozena DNA v superspiralizovaném stavu. Uvolnéné fragmenty poskozené DNA
se v elektrickém poli pohybuji jinou rychlosti a od intaktni DNA se podle své délky oddaluji.
Tim dojde k vytvoteni struktury, kterd pfipomina tvar komety (Obr. 11). Naslednym krokem je
promyti a vizualizace pomoci DNA vazajiciho barviva a fluorescencni mikroskopie.
Pro posouzeni urovné poskozeni DNA je nutné¢ zméfit velikost komety, jeji tvar a mnozstvi
DNA v ni. Komety lze identifikovat a vyhodnotit vizualné nebo pomoci pocitacového softwaru

(Gyori et al., 2014).

A
B

Obr. 11: DNA po provedeni kometového testu. (A) Buiika s mirnou fragmentaci DNA; (B) Buiika
s vysokym rozsahem poskozeni DNA (upraveno podle Gyori et al., 2014).

Analyza fragmentace DNA pomoci metody DNA Zebiiku je Casto pouZivanou
technikou pro detekci apoptdzy a pomaha rozlisit apoptoticky a neapopticky zptisob bunécné
smrti (Suman et al., 2012). Pfi apoptéoze dochazi ke Stépeni chromatinové DNA a vzniku
internukleozomalnich fragmentd. Vzniklé fragmenty maji velikost ndsobkli délky 180 part bazi
(Huang et al., 2013). Oproti tomu u nekrotickych bunék vznikaji genomové fragmenty
nepravidelnych velikosti (Mizuta et al., 2013).

Pti provadéni testu jsou buiiky nejprve lyzovany. Nasledné je z uvolnéného bunééného
obsahu izolovana genomova DNA. Izolat je poté nanesen do agar6zového gelu, kde dojde

k elektroforetickému rozdéleni (Suman et al., 2012). Po probéhnuti elektroforézy nasleduje
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vizualizace. K té mize byt vyuzit ethidium bromid, coz je interkala¢ni barvivo pfedem ptidané
bud’ ptimo do vzorku, do agardzového gelu nebo do elektroforetického pufru. Ethidium bromid
vmezeteny do DNA po ozéafeni UV svétlem emituje zaieni (Lu et al., 2006). U fragmentované
DNA dochéazi k vytvoreni Zebfickovitého vzoru, ktery je povazovan za charakteristicky znak
apoptozy (Huang et al., 2013). Celistva DNA se na prouzky nerozdéli. Vysledek elektroforézy
vzorku se porovnava s elektroforézou referenniho standardu, ktery poskytuje porovnani

pro urceni velikosti fragmenti DNA ze vzorku (Reis et al., 2020).

1.4.4 Stanoveni zmén mitochondrialniho membranového potencialu

Mitochondrie hraji dilezitou roli v indukci apoptdzy a jejich dysfunkce je casto spojena
se ztratou vnitinitho membranového potencidlu (Ganga Reddy et al., 2016). Mitochondrialni
membranovy potencial (MMP) je hlavni sloZkou proton motivni sily, coZ je hlavni faktor, ktery
ovlivituje oxidativni fosforylaci. Zmény v mitochondridlnim protonovém gradientu vedou
k poruse elektronového transportniho fetézce. Nékteré toxické latky inhibuji pfimo transport
elektronil a tim blokuji bunécné dychani (Du et al., 2010). Ke ztrat¢ MMP mize vést také
zvySeni intracelularni hladiny ROS a oxidaéni stres. Pro stanoveni MMP v riznych typech
bunék a tkani 1ze pouzit n¢kolik fluorescenénich sond (Nagarsenkar et al., 2016).

JC-1 je lipofilni kationickd sonda, kterd mulze snadno prochazet plazmatickou
membranou a akumulovat se v aktivné respirujicich mitochondriich. Toto fluorescenéni
barvivo je schopné selektivné vstupovat do mitochondrii a ptsobit zde jako dudlni emisni
sonda, kterd reverzibiln€ méni barvu v zavislosti na polarizaci mitochondridlni membrany
(Chakraborty et al., 2016). Pokud je potencidl mitochondridlni membrany nizky, sonda
se akumuluje jen zmalé Ccasti ve form€ monomeru vyzafujici zelenou fluorescenci.
Se zvySenim MMP se akumulace barviva v mitochondriich zvySuje a JC-1 tvofi agregaty.
Agregace zpusobuje posun fluorescencéni emise ze zelené na Cervenou (Huang et al., 2013).
Intenzita abarva fluorescence je hodnocena pomoci pritokového cytometru
(Nagarsenkar et al., 2016). Jako indikator bun¢k s depolarizovanymi mitochondriemi slouzi
procento zelené fluorescence. Vysledek se Casto uvadi také jako pomér Cervené a zelené
fluorescence (Chakraborty et al., 2016).

TMRM a TMRE jsou kationtové fluorofory na bazi rhodaminu (Venable et al., 2013).
Tato barviva se hromadi v matrix energizovanych mitochondrii s negativnim MMP. Intenzita
fluorescence  koreluje s velikosti potencidlu  vnitini mitochondridlni  membrany
(Duetal., 2012). Pokud dojde k mitochondridlni depolarizaci, nasleduje redistribuce

fluorescencni sondy z mitochondridlni matrix do cytosolu a extracelularniho prostoru
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(Venable et al., 2013). To vede ke snizeni intenzity fluorescence, ktera je po inkubaci
s barvivem analyzovana pomoci fluorescencni mikroskopie a fluorescencni spektrometrie

(Gooyit et al., 2014).

1.4.5 Fluorescenc¢ni znaceni bunécénych organel

Apoptotické buiikky vykazuji charakteristickou morfologii svého jadra. Dochazi
ke zméndm v chromatinu a jaderné matrici. Tyto zmény jsou obtizn¢ detekovatelné svételnym
mikroskopem, ale jsou jasné vidét ve fluorescenénim mikroskopu po obarveni fluorescenéni
sondou vazajici se na chromatin (Kabakov and Gabai, 2018).

Sondy Hoechst umoznuji snadnou vizualizaci bunécného jadra a znaceni chromozomii
v mitotickych bunkach (Chazotte, 2011a). Existuji tfi typy barviva Hoechst: Hoechst 33258,
Hoechst 33342 a Hoechst 34580, ktera se mezi sebou lisi strukturou. Nejbéznéji pouzivana jsou
barviva Hoechst 33258 a 33342 (Atale et al., 2014).

Hoechst 33342 a Hoechst 33258 jsou funkéné podobné barviva, kterd maji podobna také
excitacni a emisni spektra (Atale et al., 2014). K excitaci je nutné vyuziti ultrafialového svétla,
které vyvolava emisi modré fluorescence. Protoze ale UV zafeni poskozuje bunéénou DNA, je
pouziti téchto barviv v mikroskopii zivych bun¢k ¢asové velmi omezené (Martin et al., 2005).
Tato modra fluorescencni barviva umoziuji odhalit zmény chromatinu souvisejici s apoptdzou,
které se ve fluorescenénim mikroskopu projevuji jako abnormality ve velikosti nebo tvaru jadra
nebo jako heterogenni zbarveni jadra. Neapoptotické buiikky maji normalni morfologii jader
a jsou homogenné obarvena (Kabakov and Gabai, 2018). Jednou z vyhod barviv Hoechst je, Ze
prochazi pres cytoplazmatickou membranu, a proto mohou barvit zivé bunky. Hoechst 33342
prochazi do bun¢k snaze, jelikoZ ve své molekule obsahuje terminalni ethylether, zatimco
Hoechst 33258 ma terminalni hydroxylovou skupinu, kterd snizuje lipofilitu této slouceniny
(Obr. 12). Ob¢ tyto sondy se vazi na oblasti malého Zlabku DNA bohaté na adenin a thymin
(Chazotte, 2011a).
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Obr. 12: Vzorce sloucenin Hoechst 33258 a Hoechst 33342.
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Vyhodou je rychlé zpracovani, kvantitativni vyhodnoceni a nizkd cena
(Majnerova et al., 2021). Tato metoda je relativné necitliva pii pH 5-10, ale je citliva na zmény
teploty a iontové sily a na zhaseni fluorescence dvojmocnymi kationty nebo kationty tézkych
kovli. Sondy Hoechst se vaZzou na DNA, a proto né€kdy interferuji s replikaci DNA b&hem
bunécného deleni. V dusledku toho jsou potencidlné mutagenni a karcinogenni, proto je tfeba
s nimi zachazet opatrné (Atale et al., 2014).

DAPI je fluorescenc¢ni Ccinidlo vyuZivané pro kvantifikaci bunééné DNA
(Coleman et al., 1981). Jednd se o jaderné barvivo pouzivané pro imunofluorescencni
mikroskopii. DAPI vizualizuje jaderné zmény jako jsou fragmentace, kondenzace nebo
deformace jadra (Atale et al., 2014). Toto modré fluorescencni barvivo ptrednostné barvi
dvouvldknovou DNA tim, Ze vytvoii silnou vazbu v oblastech bohatych na adenin a thymin
(Gichner et al., 2006). DAPI ma vétsi fotostabilitu nezZ Hoechst (Chazotte, 2011b). Vazba tohoto
barviva zptisobuje zvySenou fluorescenci diky vytésnéni molekul vody jak z DAPI, tak z DNA.
Pro fluorescenéni mikroskopii je barvivo DAPI excitovano ultrafialovym svétlem
(Atale et al., 2014). Fluorescence je potom Umérna mnozstvi DNA (Coleman et al., 1981).
Jelikoz se jedna o slouCeninu vazajici DNA, ma pravdépodobné mutagenni vlastnosti
(Atale et al., 2014).

Fosfatidylserin je fosfolipidovou slozkou wvnitini stény plazmatické membrany.
V casnych stadiich apoptézy dochazi k jeho translokaci z vnitini strany na vné&j$i povrch
bunééné membrany, coz je také oznaCovano jako eat-me signal umirajicich bunéck
(Liu et al., 2012). Buné¢na smrt je dynamicky proces, pii kterém jsou odumirajici nebo mrtveé
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buiiky rychle odstranény. Proto existuje jen kratky casovy tusek, béhem kterého dochazi
k expozici fosfatidylserinu (Zhang et al., 2013). Pro zobrazeni externalizace fosfatidylserinu
behem bunécné smrti je pouzivan Annexin V (Bahmani et al., 2011).

Annexin V je na vapniku zavisly endogenni protein s molekulovou hmotnosti 36 kDa,
ktery se sklada z 319 aminokyselin. Specificky a s vysokou afinitou se vaze na fosfatidylserin
a dal$i aniontové fosfolipidy (Bahmani et al., 2011; Zhang et al., 2011). Annexin V patii
mezi nejrozsifenéjsi ligandy pfi vizualizaci bunécné smrti. Pocet vazebnych mist pro tento
protein se muze béhem apoptdzy zvysit stokrat az tisickrat. Annexin V miize byt znacen
riznymi signalnimi molekulami. Casto je vyuZivina kombinace testu s Annexinem V
oznac¢enym zelenou fluorescen¢ni znackou a barveni propidium jodidem. Barveni propidium
jodidem, které jiz bylo popséano v kapitole 1.3.2, Ize pouzit pro vizualizaci DNA po poruseni
plazmatické membrany. Pfitéto kombinaci barveni zafi membrana poskozené apoptotické

bunky zelené a jadro Cervené (Bahmani et al., 2011).
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2. CILE PRACE

1) Dlouhodobé¢ kultivovat neuroblastomovou bunécnou linii SH-SYSY.

2) Charakterizovat cytotoxické ptisobeni CdCl> a HgCl, pomoci bioanalytickych a pokrocilych
mikroskopickych metod.

3) Vzijemné porovnat vysledky neurotoxického plisobeni CdCl, a HgCly u lidské

neuroblastomové bunééné linie SH-SYSY.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material

Buné¢na linie lidského neuroblastomu SH-SYS5Y (CRL-2266; ATCC, USA)

3.2 Seznam pouzitych chemikalii

Cisplatina, CisPt (Pt(NH3)2.Cl>; Mr = 300,1 g/mol; Sigma Aldrich, USA)

Chlorid kademnaty (CdClz; Mr = 183,32 g/mol; Sigma Aldrich, USA)

Chlorid rtutnaty (HgClo; Mr = 271,52 g/mol; Sigma Aldrich, USA)

Chlorid zine¢naty (ZnClz; Mr = 136,29 g/mol; Sigma Aldrich, USA)

Deionizovana voda pro bunécné kultury (Lonza, USA)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F-12 (1:1) snebo bez fenolové cerveng,
DMEM/F-12 (Sigma Aldrich, USA)

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 10x, DPBS 10x (Gibco, Thermo Fisher
Scientific Inc., USA)

Faloidin-FITC (CssHe3N10014S4; Mr = 1252,44 g/mol, Sigma Aldrich, USA)

Fetalni bovinni sérum, FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Formaldehyd (CH20; Mr = 30,03 g/mol; Erba Lachema, Ceska republika)

Hoechst 33258 (C25H37CI3N6O6; Mr = 623,96 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
L-glutamin (CsH10N20O3; Mr = 146,14 g/mol; Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA)

Trypsin-EDTA (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Triton X-100 (C14H220(C2H40)n, n = 9-10; Mr = 647 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
Monochlorobiman, MCB (C1oH11CiN202; Mr = 226,66 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
Neesencialni aminokyseliny, NAA (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Penicilin/streptomycin, P/S (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

WST-1 (Roche, Némecko)

3.3 Priprava roztoku

Kultivaéni médium pro SH-SYSY — Pro pfipravu média pro buné€nou linii SH-SYSY bylo

pouzito médium DMEM/F12 (1:1) s fenolovou Cerveni obohacené 15 % fetalniho bovinniho

séra, 1% neesencidlnich aminokyselin, 50 pg/mL penicilinu se streptomycinem a 2 mM

glutaminu.

55



Fosfatovy pufr (DPBS 1x) — Koncentrovany roztok DPBS 10x byl fedén v poméru 1:9.

Naptiklad bylo napipetovano 90 mL deionizované vody a 10 mL 10x koncentrovaného DPBS.
Roztok byl skladovan pii 4 °C.

Zasobni roztok Hoechst 33258 (¢ =40 ug/mL) — do 480 pL deionizované¢ vody bylo

napipetovano 20 uL. Hoechst 33258 (¢ = 1 mg/mL).

Pracovni roztok Hoechst 33258 (¢ =2 uM) — Do 143,7 uLL DPBS 1x bylo napipetovano 6,3 puL

zasobniho roztoku Hoechst 33258 o koncentraci 1000 uM. Pracovni roztok se pfipravoval

kratce pted métenim.

Zasobni roztok faloidin-FITC (c = 80 uM) — 0,1 mg faloidinu znaceného FITC bylo rozpusténo
v 1 mL DMSO. Roztok byl uchovavan pii -20 °C.

Pracovni roztok faloidin-FITC (¢ = 1 uM) — zdsobni roztok byl nafedén tak, ze bylo do 1580 pL.

DPBS 1x napipetovéano 20 pL zasobniho roztoku faloidin-FITC.

Pracovni roztok formaldehydu (3,7 %) — K 900 uL. DPBS 1x bylo napipetovano 100 uL

roztoku formaldehydu (37 %). Pracovni roztok se ptipravoval vzdy kréatce pred pouzitim.

Pracovni roztok Tritonu X-100 (0,1 %) — K 2997 uLL DPBS byly napipetovany 3 pL roztoku

triton X-100 (100 %). Pracovni roztok se ptipravoval kratce pied pouzitim.

Zasobni roztok CdCly (c=20mM) — Navazka 0,0183 g CdCl» byla rozpusténa v 5 mL

deionizované vody. Roztok byl skladovan v lednici pii 4 °C.

Zéasobni roztok CisPt (c=1mM) — Navazka 0,0015g CisPt byla rozpuSténa v 5 mL

deionizované vody. Roztok byl skladovan v lednici pii 4 °C.

Zasobni roztok HgCl, (¢ =10mM) — Navazka 0,0136 g HgCl, byla rozpusténa v 5 mL

deionizované vody. Roztok byl skladovan v lednici pti 4 °C.

Zasobni roztok ZnCl, (c=10mM) — Navéazka 0,0068 g ZnCl, byla rozpusténa v 5 mL

deionizované vody. Roztok byl skladovan v lednici pti 4 °C.
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Zasobni roztok MCB (c =10 mM) — Navazka 2,5 mg MCB byla rozpusténa v 1103 pL

dimethylsulfoxidu.

Pracovni roztok MCB (¢ =240 uM) — Do 1220 uL DPBS 1x vyhtatého na 37 °C bylo pfidano

30 uL zasobniho roztoku MCB. Pracovni roztok se pfipravoval vzdy kratce pred métenim.

3.4 Laboratorni pomiicky, pristroje a software

Analytické vahy (Mettler Toledo, Svycarsko)

Automatické pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Automaticky pipetor Accu-Jet Pro (BrandTech Scientific, Némecko)
Biohazard box SafeFAST Elite 212 D (Faster, Italie)

Biostation IM-Q (Nikon, Japonsko)

Cell Culture Slide 8komorova mikroskopické skla (SPL Life Sciences, Jizni Korea)
Centrifuga Hettich Universal 320 R (Hettich, Némecko)

Centrifuga¢ni zkumavky, 15 a 50 mL (Jet Biofil, Cina)

CO; inkubéator (PHCDbi, Japonsko)

Destickovy spektrofotometr a spektrofluorimetr Spark (Tecan, Rakousko)
Fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse 801 (Nikon, Japonsko)
Invertovany mikroskop Nikon Eclipse Ts2 (Nikon, Japonsko)

Komtrka p-Dish 35 mm Quad 4jamkova (Ibidi, Némecko)

Kultivaéni lahve NUNC T75 s filtrem (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Lednice s mrazdkem -20 °C (Liebherr, Ceska republika)

Mikrotitracni desticky 96jamkové (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Mikrozkumavky, objem 0,5; 1,5; 2 a 5 mL (Eppendorf, Némecko)
Multisizer 4e Coulter Counter (Beckman Coulter, USA)

Odsavacka (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Sérologické pipety, 10 a 25 mL (Jet Biofil, Cina)

Vodni lazeni Isotemp GPD 10 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Vortex (Heathrow Scientific, USA)
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Software

e ACD/ChemSketch (Advanced Chemistry Development software, Kanada)
e BioStation IM (Nikon, Japonsko)

e Microsoft Office — Word, Excel (Microsoft, USA)

e Nikon NIS-Elements (Nikon, Japonsko)

e OriginPro 9.0.0 (OriginLab, USA)

e Tecan SparkControl (Tecan, Rakousko)

3.5 Kultivace bunék SH-SYSY
Do kultiva¢ni lahve bylo napipetovano 10 mL kultivacniho média pro buiikky SH-SYS5Y

pfedem vyhtatého na 37 °C. Poté byl do kultiva¢ni lahve pfenesen vypocitany objem suspenze
bungk SH-SYSY tak, aby obsahoval 350-10° bunék. Buiiky byly inkubovany v inkubétoru
pii37°C a5 % CO,. Kazdé 3 az 4 dny bylo kultivaéni médium vyménéno za Cerstvé.
Po dosazeni konfluence 75-85 % bylo provedeno pasazovani.

Pti pasdZovani bylo kultivaéni médium odtaZeno a buniky byly omyty pomoci DPBS 1x.
Po odtazeni DPBS 1x byl pfidan roztok trypsin-EDTA, ktery se nechal plisobit 7 min pti 37 °C
v inkubdtoru. Pouvolnéni bun¢k zedna kultivacni lahve byla suspenze pfenesena
do inaktivacniho média a centrifugovana 5 min pii 1500 RPM. Nasledn¢ byl odstranén
supernatant a peleta bunék byla resuspendovéana v pfisluSném kultivaénim médiu pro bunky
SH-SYSY. Poté bylo spocitano celkové mnozstvi bunék pomoci analyzatoru Multisizer 4e
Coulter Cell Analyzer (Beckman Coulter, USA). Bunécnd suspenze byla nasledné fedéna
kultivaénim médiem podle potfeby pro pouZiti pfi experimentech a nasazena dle aktualniho
experimentu do 96jamkové mikrotitracni desti¢ky, 4jamkové komulrky nebo na 8komorové
mikroskopické sklo.

Jesté pred zapocetim experimentll byla optimalizovana denzita bunék SH-SYSY
nasazovanych do 96jamkové mikrotitrani desticky. Do mikrotitracni desticky byly nasazeny
buiiky o denzité v rozmezi 10-40-10° bungk ve 100 uL suspenze najamku. Nésledovala
inkubace 24 hod pii 37 °C a 5 % CO», aby doslo k pfisednuti bun€k. Po této inkubaci bylo
médium odtazeno od bun€k a nahrazeno novym kultivatnim médiem pro bunky SH-SY5Y
bez fenolové cerven€. Nasledovalo dalSich 24 hod inkubace pfistejnych podminkach.
Po inkubaci byla nejprve zméfena konfluence v jednotlivych jamkach mikrotitraéni desticky
pomoci piistroje Tecan Spark (Tecan, Rakousko). Nasledn¢ bylo do kazd¢ jamky s buiikami
ptfidano 10 pL roztoku WST-1 a po dobu 180 min byla pomoci spektrofotometru Tecan Spark

(Tecan, Rakousko) v desetiminutovych intervalech kineticky métena absorbance pii 440 nm.
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3.6 Testovani neurotoxicity pomoci bioanalytickych metod

Neurotoxicita koncentraci 1-200 uM CdCl, a HgCl, byla testovana na bunécné linii
SH-SYS5Y v nékolika ¢asovych intervalech. Pro porovnani toxického ptisobeni byl také zafazen
ZnCly, jelikoz se Zn v periodické soustave prvkll nachézi ve stejné skupiné s Hg a Cd. Pomoci
testu MCB byla stanovena intracelularni koncentrace redukovaného glutathionu. Pro sledovani
vlivu toxickych latek na dehydrogenazovou aktivitu bunék byl pouzit test WST-1.

Experimenty s méfenim dehydrogenazové aktivity a koncentrace glutathionu byly
provadény v 96jamkovych destickach. Do kazdé jamky bylo nasazeno 20-10° bunék v objemu
100 pL. Buiiky se ndsledné nechaly inkubovat 24 hod pti 37 °C a atmosféte 5 % CO», aby doslo
k ptisednuti na povrch desticky. Po této inkubaci bylo kultivaéni médium odtazeno a nahrazeno
100 uL kultivaéniho média bez fenolové cervené obsahujicim danou koncentraci ptislusné
toxické latky. Ke kontrolnim bunkédm nebyla pfidana toxicka latka, ale pouze kultivaéni
médium bez fenolové cCervené. Testované intervaly pulsobeni dané toxické latky byly

1,2,4,6,24 a 48 hod.

3.6.1 Stanoveni koncentrace glutathionu

Monochlorobimany jsou lipofilni fluorescenéni sondy vyuzivané ke stanoveni
intracelularni hladiny glutathionu. Diky své lipofilité¢ prochazi ptes buné¢nou membranu
a v bunce tvoti konjugaty s glutationem (Stevenson et al., 2002).

U bunééné linie SH-SYSY bylo do kazdé jamky mikrotitracni desticky s buiikami
pfidano 20 pL pracovniho roztoku MCB. Nasledné byla ihned méfena intenzita fluorescence
pfi excitacni vlnové délce 394 nm a emisni vinové délce 490 nm. K méteni byl vyuzit ptistroj
Tecan Spark (Tecan, Rakousko). Mnozstvi GSH v bunkach bylo vztazeno k mnozstvi GSH
u kontrolnich bun¢k (=100 % + SD).

3.6.2 Stanoveni dehydrogenazové aktivity

WST-1 test detekuje dehydrogendzovou aktivitu v buiikdch. Podstatou tohoto testu je
redukce tetrazoliové soli WST-1 na ve vodé rozpustny formazan Zluté barvy, jehoz mnozstvi je
pfimo imérné poc¢tu metabolicky aktivnich bun¢k (Bommer and Ward, 2016).

Po inkubaci bylo do kazdé jamky 96jamkové mikrotitracni desticky ptidano 10 pL
¢inidla WST-1 a v ¢ase 0 a 60 min byla detekovana absorbance pti vinové délce 440 nm pomoci
pfistroje Tecan Spark (Tecan, Rakousko). Dehydrogenazova aktivita byla vztazena k aktivité

kontrolnich bunék (= 100 % =+ SD).
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3.7 Sledovani zmén bunécéné morfologie v realném case

Ptistroj BioStation IM-Q (Nikon, Japonsko) pfedstavuje sestavu mikroskopu, CCD
kamery a inkubatoru. To umoznuje dlouhodobé sledovani bun¢k a sbér dat i po dobu nékolika
dni. Je mozné ho vyuzit jak pro pozorovani ve fazovém kontrastu, tak pro pofizovani
fluorescencnich snimkdi.

Buiiky byly nasazeny do 4jamkové komurky (Ibidi, Némecko). Do kazdé ctvrtiny této
komirky bylo nasazeno 30-10° bunék v 250 uL média pro buiiky SH-SY5Y. Nasledné byla
kazda ctvrtina komurky doplnéna timto médiem na celkovy objem 700 pL. Po 24hodinové
inkubaci bylo médium odtazeno a nahrazeno 700 uL média bez fenolové Cervené obsahujicim
danou toxickou latku. Testované latky byly CdCl, a HgCl v koncentracich 25 a 200 uM.

Po ovlivnéni bunék byla spusténa 24hodinova obrazova analyza s vyuZzitim fazového kontrastu.

3.8 Vizualizace bunék a bunécénych organel

Pro pozorovani bun¢k a bunéénych organel pod mikroskopem byla pouzita 8komorova
mikroskopicka skla. Zde bylo do kazdé komiirky nasazeno 25-10° bun&k v celkovém objemu
200 puL. Po 24hodinové inkubaci bylo kultivaéni médium nahrazeno médiem bez fenolové
cerven¢ obsahujicim danou toxickou latku. Pouzity byly néasledujici latky:
5,25a 100 uM CdClz, 5,25 a 100 uM HgClz. U kontrolnich bun€k bylo pouzito samotné
kultivaéni médium bez fenolové cervené. Po inkubaci s toxickou latkou byla provedena
fluorescenéni mikroskopie s vyuZzitim sond Hoechst 33258 a faloidin-FITC. Zde byl zvolen

casovy interval 24 hod inkubace s vybranou latkou.

3.8.1 Vizualizace aktinovych vlaken

Pro vizualizaci aktinovych soucésti cytoskeletu bun€k je casto vyuzivan faloidin
znaceny fluorescencni znackou. Faloidin je ptirodni toxicky alkaloid izolovany z muchomtrky
zelené, ktery ma vysokou afinitu k F-aktinovym vlakniim. Pro snadnou vizualizaci se vyuziva
jeho fluorescenéni znaceni napiiklad fluoresceinisothiokyanatem nebo
tetramethylrhodaminisothiokyanatem. Aby mohl tento alkaloid obarvit cytoskelet uvnitt burky,
je nutné permeabilizovat bunéfnou membranu (Mazloom-Farsibaf et al.,, 2021;
Small et al., 1999).

Pro obarveni aktinovych vladken byly bunky nejdfive promyty vyhfatym roztokem
DPBS 1x (37°C). Nasledné¢ byly fixovany napodlozni sklo pomoci 200 pL
3,7% formaldehydu a bylo ptidano 200 pL 0,1% roztoku tritonu X-100, se kterym byly bunky

inkubovany 15 min pii 37 °C ve tm¢. Tento krok zajistil permeabilizaci buné¢né membrany.
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Po inkubaci byl roztok odtazen a buniky byly promyty roztokem DPBS 1x. Nasledn¢ bylo
k buitkdm piiddno 200 pL pracovniho roztoku faloidin-FITC a buiiky se nechaly inkubovat
40 min. Poté byly buiniky opét promyty DPBS 1x. Po jeho odpipetovani bylo aplikovano kryci
sklo a nasledovala fluorescen¢ni mikroskopie pomoci mikroskopu Nikon Eclipse 801 (Nikon,
Japonsko) s fluorescen¢nim filtrem FITC pfi excitacni vinové délce 485 nm a emisni vinové
délce 518 nm. Fluorescence faloidinu-FITC byla na snimcich zaznamenéna jako zelené

zbarveni vlaken aktinu.

3.8.2 Vizualizace bunécénych jader

Fluorescencni sonda Hoechst 33258 je Casto vyuzivana pro barveni bunék nékolika
fluorofory zaroven, protoze jeji excitani ani emisni spektrum se nepiekryva s dal§imi bézné
pouzivanymi fluorofory. K excitaci se vyuziva ultrafialové zareni, které vyvolava emisi modré
fluorescence (Martin et al., 2005). Toto barvivo se vaze na oblasti DNA bohaté na adenin
athymin a umoznuje odhalit abnormality ve velikosti nebo tvaru jadra
(Kabakov and Gabai, 2018).

Pro obarveni jadra bylo k200 puL média vkazdé komulrce 8komorového
mikroskopického skla ptidano 10 pL pracovniho roztoku Hoechst 33258 (¢ =2 uM), ktery byl
pfedem vytemperovan na 37 °C. Nasledovala inkubace 10 min pii 37 °C ve tm¢. Poté byly
bunkky promyty roztokem DPBS Ix. Nasledovalo mikroskopovani pomoci fluorescenéniho
mikroskopu Nikon Eclipse 80i (Nikon, Japonsko) s fluorescencnim filtrem DAPI pfi excitacni
vlnové délce 352 nm a emisni vinové délce 461 nm. Fluorescence sondy Hoechst 33258 byla

na snimcich zaznamenana jako modré zbarveni chromatinu v jadrech.

3.9 Statisticka analyza namérenych dat

Vsechny experimenty byly provedeny alespon ve tiech nezavislych experimentech.
Studované charakteristiky byly v ramci jedné analyzy méfeny vzdy v kvadrupletech (n = 4).
Vysledky testli pro stanoveni koncentrace glutathionu a dehydrogenazové aktivity jsou
vyjadieny jako primér = SD. U vysledki byla provedena statisticka analyza pomoci softwaru
OriginPro 9.0.0 (USA). Po testovani normality byla provedena jednorozmérna analyza rozptylu
(ANOVA) s vyuzitim Bonferroniho post-testu se zvolenou hladinou vyznamnosti p = 0,05

(* p < 0,05: *% p < 0,01; *** p < 0,001]).
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4. VYSLEDKY
4.1 Optimalizace denzity bunék SH-SY5Y

U bunécné linie SH-SYSY bylo v prvni fadé potieba optimalizovat denzitu bunck
pro spektrofotometrickd a spektrofluorimetrickd stanoveni. Pomoci WST-1 testu jsme
optimalizovali buné¢nou denzitu, ¢imz jsme stanovili nejvhodnéjsi pocet bun€k nasazovanych
do jamek 96jamkové mikrotitrani desticky. Zména absorbance v zavislosti na Case je
znazornéna v grafu 1. Hlavnim hodnoticim parametrem pro nas byla zména absolutni hodnoty
absorbance u rtznych denzit bunék. Tyto zmény jsme porovnavali v ¢ase 60 min. Vlivy
jednotlivych denzit byly 1épe odliSitelné po delSim ¢asovém intervalu, a proto jsme v méfeni
pokracovali jesté dalich 120 min. Mezi denzitami 10-10° a 15-10° bunék na jamku vidime
vyraznou zménu absorbance. U denzit 20-10°-30-10° bunék na jamku jsou nériisty absolutnich
hodnot absorbance témeét totozné. U vysSich denzit se potom narlsty absorbance sniZuji.
Proto jsme pro experimenty vybirali zrozmezi denzit 20-10°-30-10° bun&k najamku.
Dulezitym parametrem pro volbu optimalni denzity bylo, zda je zavislost absorbance na Case
v intervalu 0 aZ 1 hod linearni. Tuto linearni zavislost jsme detekovali u denzit 20-10°, 25-10°

a 30-10° bunék na jamku.
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Graf 1: Optimalizace denzity bunék SH-SY5Y. Sledovani dehydrogenazové aktivity bunék
(WST-1 test, 440 nm). 0-180 min. Inkubace 24 hod. 10-10°-40-10° bunék/jamka; 10. pasaz.
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Abychom  spravné¢ optimalizovali denzitu bun¢k pro spektrofotometricka
a spektrofluorimetricka stanoveni, doplnili jsme vysledky métenim konfluence bunék (Graf 2).
Pro vybér vhodné denzity bylo dillezité, aby bunky mély dostate€ny prostor pro rust a take,
aby byl pocet bunék dostatecny 1 pro experimenty provadéné v kratkych ¢asovych intervalech.
Denzity 10-10° a 15-10° bunék na jamku poskytovaly po 24hodinové inkubaci konfluenci
48 £4 % a 68 £ 5 %, coz neni optimalni z pohledu mnozstvi bunék. Navic ani dle ptredchozich
vysledkli tyto denzity nejsou piilis vhodné. U denzit 25-10° bunék najamku a vy$Sich
se konfluence pohybovala kolem 90 %, coZ by mohlo vést k omezeni bunécného ristu
a negativnimu ovlivnéni provadénych experimenti. Po zhodnoceni konfluence po 24 hod jsme
vybrali jako optimalni denzitu 20-10° bunék na jamku, kde hodnota konfluence dosahovala
81 + 2 %. I dle pfedchozich vysledk je tato denzita vhodna pro experimentalni méteni, a proto

jsme ji pouzili v nasledujicich experimentech provadénych v mikrotitracni desticce.
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Graf 2: Optimalizace konfluence bunék SH-SYS5Y. Bunky inkubovany 24 hod. v médiu,
10-10°-40-10° bun&k/jamka; 10. pasaz. Konfluence vyjadiena v %. Pramér + SD (n = 6).
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4.2 Testovani neurotoxicity pomoci bioanalytickych metod

4.2.1 Stanoveni koncentrace glutathionu

V dusledku pasobeni vybranych latek miize dojit k indukci oxidac¢niho stresu a s tim
spojené¢ zmeéné intracelularni koncentrace GSH. U bunék SH-SYSY jsme nejprve studovali vliv
SirStho rozmezi koncentraci HgCl,, CdCl, a ZnCly (1-200 uM) v ¢asovych intervalech
6 a 24 hod (Graf 3). Jako pozitivni kontrola byla pouzita CisPt o koncentraci 50 uM.

Intracelularni  koncentrace GSH  po 6hodinové inkubaci bun¢k SH-SYSY
s 1 a5 uM CdCl; je srovnatelna s kontrolnimi buiikami. Pfi inkubaci bun¢k s 25 uM CdCl,
dochazi ke zvyseni au 50-200 uM CdCl; nasleduje snizeni intracelularni koncentrace GSH.
Po expozici bunék 100 a 200 pM CdCl, vidime signifikantni pokles intraceluldrni koncentrace
GSH ve srovnani s kontrolnimi buiikami. U 200 pM CdCl, dochézi ke snizeni o vice nez 95 %
ve vztahu ke kontrolnim buiikdm. U bunék inkubovanych po dobu 6 hod s 25-200 uM HgCl:
pozorujeme statisticky vyznamné sniZeni koncentrace GSH. Inkubace bun¢k s 100 a 200 uM
HgCl, zptsobila pokles koncentrace glutathionu pod detekovatelnou hladinu. Pokud
porovname vliv HgCl> a CdCly, vidime odlisny trend zmény intracelularni koncentrace GSH.
Cim vyssi je koncentrace HgClp, se kterou byly buiiky inkubovany, tim vétsi je pokles
koncentrace GSH. To neplati pro CdCl, kde nizsi koncentrace (1 a5 uM CdCl) vyrazné
neovliviiyji intracelularni koncentraci GSH, u 25 uM CdCl, potom nasleduje nartst a teprve
u vysSich koncentraci (50-200 puM CdCl») dochazi k poklesu intracelularni koncentrace GSH.
V porovnani s CdClz a HgClz neni u ZnCl; viditelny Zadny trend v poklesu koncentrace GSH.
Buiiky ovlivnéné ZnCl, vykazuji statisticky vyznamné sniZeni intracelularni koncentrace GSH
vuci kontrolnim buiikam pouze po ovlivnéni 100 a 200 uM.

Po 24hodinové inkubaci s 5-50 uM CdCl; pozorujeme u bunék SH-SYSY zvySeni
koncentrace GSH oproti kontrolnim buiikdm. U 100 pM CdCl. vidime vyrazné snizeni GSH
na hodnotu 21 +4 % ve srovnani s kontrolnimi butikami a 200 uM CdCl; vede k vycerpani
GSH pod detekovatelnou mez. Stejny trend jako u CdCl, vidime po 24 hod i u HgCl,. V tomto
Casovém intervalu u 1-25 uM HgCl, pozorujeme signifikantni nartst koncentrace GSH.
1 uM HgCl> zptsobuje zvySeni na 133+9 %, 5 uM HgClona 158 £6 % a 25 uM HgClh
na 154 £ 9 % v porovnani s kontrolnimi bunikami. U 50 uM HgCl nasleduje vyznamny pokles
na 52 +7%. Jelikoz 100 a 200 uM HgCl> zpisobily depleci GSH pod limit detekce
uz po 6 hod, po 24 hod tomu neni jinak. Oproti CdCl, a HgCl, zptisobuje po 24 hod statisticky
vyznamné zvyseni koncentrace glutathionu pouze u 200 pM ZnCl. U CisPt vidime po 24 hod

vyznamny pokles proti kontrolnim buiikdm, a tona 3 £ 1 %.
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Graf 3: Vliv testovanych litek na koncentraci glutathionu. Buniky SH-SY5Y byly inkubovany
s CdCl,, HgCl,, ZnCl, (0-200 uM), cisplatinou (CisPt; 50 uM). Intervaly 6 hod; 24 hod.
Monochlorobimanova metoda (Aewem = 394/490 nm). Intracelularni koncentrace glutathionu (GSH)
vyjadfena jako % neovlivnénych kontrolnich bun€k (= 100 %). Primeér + SD (n =4-12; ***, p < 0,001;
vs. kontroly v dany Casovy interval).
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Pro doplnéni testli provedenych v intervalech 6 a 24 hod jsme déle testovali koncentrace
25a100 uM CdCl; a HgCl i v dal$ich ¢asovych intervalech. Abychom zjistili presnéjsi prubéh
zmén koncentrace glutathionu v bunnkdch SH-SY5Y po inkubaci s témito latkami, zvolili jsme
kratké intervaly 1, 2 a 4 hod a delsi interval 48 hod (Tabulka 1). Vysledky jsou vzdy vztazeny
ke kontrolnim bunikdm (= 100 %).

Po 1, 2 a 4hodinové inkubaci bun€k s 25 pM CdCl; nebyly detekovany vyrazné zmény
v intracelularni koncentraci GSH. Jak je znadzornéno v grafu 3, po 6 a 24hodinové inkubaci
dochazi ke zvySeni koncentrace intracelularniho glutathionu. Inkubace po dobu 48 hod potom
zpisobuje mirny pokles na 138 + 7 %. Expozice 100 uM CdCl, zptisobuje uz po 1 hod pokles
intracelularni koncentrace GSH na 70 +£7 % a v dalSich ¢asovych intervalech sledujeme
postupny pokles az na hodnotu 6 + 5 %, kterou jsme naméfili po 48 hod. Pfi inkubaci bun¢k
s 25 uM HgCl pozorujeme zajimavy jev, kdy prvnich 6 hod po inkubaci s toxickou latkou
dochazi k poklesu intracelularni koncentrace glutathionu o 60 %, ale po 24 hod nasleduje
signifikantni zvyseni nad 155 %, které pretrvava, a dokonce se jest¢ mirné zvysuje i po 48 hod.
Pisobeni 100 uM HgCl, vede ke sniZzeni intracelularniho glutathionu pod mez detekce
uz po 1 hod inkubace. V rdmci vSech dalSich ¢asovych intervalll je potom u této koncentrace

HgCl> naméfena koncentrace GSH také nulova.

Tabulka 1: Vliv testovanych latek na koncentraci glutathionu. Buiikky SH-SYS5Y byly inkubovany
s 25 a 100 uM CdCl,, 25 a 100 uM HgCl. Intervaly 1, 2, 4, 48 hod. Monochlorobimanova metoda
(MexEm = 394/490 nm). Intracelularni koncentrace glutathionu (GSH) vyjadiena jako % neovlivnénych
kontrolnich bunék (=100 %). Primér + SD (n=4-12; *** p < 0,001; vs. kontroly v dany casovy
interval).

Cas [hod]
Testovana latka
1 2 4 48
Kontrolni bunky 100+ 4 % 100+ 5% 100+ 6 % 100+ 9 %
25 uM CdCl» 92+10% 91+9% 88 £ 7 % *¥** | 138 4+ 7 9p ***
100 uM CdCl; 70 £ 7 % *** 67 £ 7 % *** 61 £ 4 9 *** 6 £ 5 9% ***
25 uM HgCl» 48 £ 9 Op H** 45 £ 6 Yp F** 364+ 5% **¥* | 17044 Y *¥**
100 uM HgCl» 0409 *** 0409 *** 0409 *** 040 9% ***
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4.2.2 Stanoveni dehydrogenazové aktivity

Pro charakterizaci  toxického ucinku jsme dale testovali intracelularni
dehydrogenazovou aktivitu u bunék SH-SYS5Y v SirSim rozmezi koncentraci CdCl,, HgCl»
a ZnCly (1-200 uM). Stejné jako u stanoveni intracelularni koncentrace GSH jsme pouzili
50 uM CisPt jako pozitivni kontrolu. Dehydrogenazovou aktivitu jsme detekovali po inkubaci
bunék s vybranymi latkami po dobu 6 a 24 hod (Graf 4).

Po 6 hod vidime u 100 a 200 uM CdCl pokles dehydrogendzové aktivity ve srovnani
s kontrolnimi buiikami. Inkubace bunék SH-SYS5Y s200 uM CdCl, zpasobuje pokles
azna20+6 %. Vliv HgCly je vporovnani s CdCl vyraznéjsi. Zde dochazi k poklesu
dehydrogenazové aktivity uzu 5 uM HgClo a se zvySujici se koncentraci testované latky
pozorujeme vyrazné snizeni dehydrogenazové aktivity. Koncentrace 25-200 uM HgCl» vedou
k poklesu méfeného signalu. Dehydrogendzova aktivita po inkubaci s 50 uM HgCl, klesa
na 6+ 6 % v porovnani s kontrolnimi buiikami a u obou nasledujicich vyssich koncentraci
jinedetekujeme vibec. U1 uM ZnCly pozorujeme sniZzeni oproti kontrolnim buikém.
U 25 uM ZnCl: sledujeme zvySeni aktivity dehydrogendz na 112 +5 % a u 100 pM zvySeni
na 113+ 5%. CisPt po6hod zpisobuje pokles dehydrogendzové aktivity na 78 +7 %
v porovnani s kontrolnimi bunikami.

Inkubace bun¢k SH-SYS5Y s CdCl> po dobu 24 hod zputsobilo signifikantni narist
dehydrogenéazové aktivity u koncentraci 5, 25 a 50 uM ve srovnani s kontrolami. Koncentrace
100 uM CdCl> dehydrogenazovou aktivitu snizuje na 15 + 2 % a u koncentrace 200 uM CdCl»
vidime pokles pod mez detekce. Stejny trend mizeme vidét u bunék inkubovanych s HgCls.
Zde ukoncentraci 5a25uM HgCl, pozorujeme nartst nad hodnoty kontrolnich bunék,
ale narozdil od CdCl, zde uz koncentrace 50 uM HgCl> zplisobuje vyznamny pokles
dehydrogendzové aktivity na 29 + 6 %. Stejn¢ jako u kratSiho Casového intervalu, i zde
100 a 200 uM HgCl, zptsobuji vycerpani dehydrogenazové aktivity pod limit detekce této
metody. Po inkubaci bunék SH-SYSY se ZnCl> se hodnoty pohybuji srovnatelné jako

u kontrolnich bunék.
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Graf 4: Vliv testovanych latek na dehydrogenazovou aktivitu. Bunky SH-SY5Y byly inkubovany
s CdCl,, HgCl,, ZnCl, (0-200 uM), cisplatinou (CisPt; 50 uM). Intervaly 6 hod; 24 hod. Test WST-1.
Dehydrogenazova aktivita vyjadiena jako % neovlivnénych kontrolnich bunék (= 100 %). Primér = SD
(m=4-12; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; vs. kontroly v dany casovy interval).
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Stejn¢ jako tomu bylo u stanoveni koncentrace GSH, i zde jsme se po naméteni
dehydrogenazové aktivity bunék SH-SYSY po 6 a 24 hod rozhodli otestovat zmény
dehydrogenazové aktivity po inkubaci s 25 a 100 uM CdCl> a HgCl, v ¢asovych intervalech
1, 2,4 a48 hod (Tabulka 2). Vysledky jsou vzdy vztazeny ke kontrolnim bunkdm (= 100 %).

Po inkubaci bun¢k s25 uM CdCl, v intervalech 1,2 a4 hod nepozorujeme zadné
vyrazné zmény dehydrogendzové aktivity bunck SH-SYSY. K signifikantnimu zvySeni
dehydrogenazové aktivity dochazi po 24 a 48 hod. Po inkubaci bun¢k s 100 uM CdCl, béhem
prvnich 4 hod nepozorujeme vyznamné zmény. Inkubace po dobu 6 hod vede k tomu, Ze za¢ina
aktivita dehydrogenaz klesat. Po 24 hod sledujeme vyrazny pokles a po 48 hod uz je méfeny
signal nulovy. 25 uM HgCl, zpiisobuje i zde u dehydrogendzové aktivity stejné zmény jako
tomu bylo ukoncentrace glutathionu. Po 1,2,4 a6 hod dochdzi k postupnému poklesu
dehydrogenazové aktivity, ktery je nasledovan vzestupem po 24 hod, a to aZ na 115+ 7 %
v porovnani s kontrolnimi buitkami. Po 48hodinové inkubaci pozorujeme pozvolny pokles
na hodnoty blizké kontrolnim buiikam. Inkubace bun¢k SH-SYSY se 100 uM HgCl, zptisobila
ve vSech  testovanych intervalech  vyCerpadni  dehydrogendzové  aktivity  bunék
pod detekovatelnou mez.

Tabulka 2: Vliv testovanych latek na dehydrogenazovou aktivitu. Bunky SH-SY5Y byly
inkubovany s25 a 100 uM CdCl,, 25 a 100 uM HgCl,. Intervaly 1, 2, 4, 48 hod. Test WST-1.

Dehydrogenazova aktivita vyjadiena jako % neovlivnénych kontrolnich bun¢k (= 100 %). Primér + SD
(n=4-12; * p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; vs. kontroly v dany ¢asovy interval).

Cas [hod]
Testovana latka
1 2 4 48
Kontrolni buniky 100+ 4 % 100+2 % 100+ 4 % 100+ 7 %
25 uM CdCh 112+9 % 108 £9 % 105+ 9 % 128 £ 3 9 ***
100 uM CdCl, 105+12 % 104+ 6 % 101 £6 % 0+ 0 9% ***
25 uM HgCl, 7O+ 11 % *** | 79+£9 09 *** | TO0£ 11 % *** 110+ 4 %
100 uM HgCl» 2+ 29 *¥¥* 0+ 1 9% *¥** 1 +1 % *** 0+ 0 9% ***
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4.3 Sledovani zmén bunécéné morfologie v realném case

S vyuzitim pfistroje Biostation IM-Q jsme pozorovali vliv vybranych koncentraci CdCl»
a HgCl> na morfologii bunék SH-SYSY v zévislosti na dob€ vlivu vybrané testované latky.
Na zakladé vyse zjisténych informaci jsme vybrali koncentraci 25 uM CdCl> a HgCly, jelikoz
zde u obou sloucenin dochazi v pribéhu ¢asu nejprve ke snizeni, a nasledn¢ k vyraznému
zvyseni jak koncentrace glutathionu, tak dehydrogenazové aktivity (Obr. 13). Jako druhou
koncentraci jsme vybrali 200 uM CdCl, a HgCl,, protoze je dle ptfedchozich vysledka
po dobu 24 hod inkubace s toxickymi latkami a zmény jsme porovnévali s kontrolnimi
neovlivnénymi buitkami (CTRL).

Buniky ovlivnéné 25 pM CdCl; v ¢asech 1, 2 a 4 hod nevykazuji proti kontrolam Zadné
vyrazné zmény. Po 24 hod mizeme vidét, ze se nékteré bunky zacinaji zakulacovat a uvoliovat
ze dna komiirky. Inkubace s 25 uM HgCl> po dobu 1 a 2 hod taktéz nezptisobuje vétsi zmény.
Po expozici 4 hod se buiiky za¢inaji zmenSovat a po 24 hod se dale zmenSuji a prestavaji byt
ptisedlé. Vidime tedy, Ze HgClz je pro buiiky vice toxicky, protoze jeho ucinek nastupuje
po kratsi dob¢ inkubace.

U koncentrace 200 uM CdCl> uz po 1 hod pozorujeme zmenseni buné€k a jejich zaobleni
v porovnani s kontrolami. Po 2 hod vidime, Ze je vétSina bunck v zorném poli zakulacené
a dochézi k jejich uvolnéni z povrchu kultivaéni komirky, na ktery adherovaly. Po 4 hod
inkubace s 200 uM CdCl, pfestavaji byt témét vSechny buiky piisedlé a zadné bunky
uz nemaji plvodni vzhled. Inkubace 24 hod vede k Uplnému poSkozeni bunék a k jejich
uvolnéni z povrchu kultivaéni komurky. Velmi zajimavé je, Ze u koncentrace 200 uM HgCl>
bunky uz po 1 hod ztraceji sviij tvar a prestavaji byt ptisedlé. Dochazi zde k jejich uplnému
poskozeni, coz je patrné diky tomu, Ze po delSich ¢asovych intervalech v zorném poli nedochézi

k Zadné zmén¢ ve tvaru bunck a nedochazi k déleni bunék. To potvrzuje vyssi toxicitu HgClo.
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Obr. 13: Mikrofotografie bunék SH-SYSY inkubovanych s 25 pM CdCl; nebo HgCl,. Kontroly
(CTRL) predstavuji neovlivnéné buiiky. Interval 1, 2, 4, 24 hod. Fazovy kontrast. Zvétseni: 100x.
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Obr. 14: Mikrofotografie bunék SH-SYS5Y inkubovanych s 200 pM CdCl; nebo HgCl,. Kontroly
(CTRL) predstavuji neovlivnéné buiky. Interval 1, 2, 4, 24 hod. Fazovy kontrast. Zvétseni: 100x.
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4.4 Vizualizace bunék a bunéénych organel

Morfologické zmény bunék SH-SY5Y po inkubaci s toxickymi latkami jsme hodnotili
pomoci mikroskopie ve fazovém kontrastu a s pouzitim fluorescencni sondy Hoechst 33258
a fluorescencné znacené¢ho faloidinu (faloidin-FITC). Na zakladé pozorovani zmeén
u Casosbérné analyzy jsme pro inkubaci bun€k zvolili 5, 25 a 100 uM CdCl, a HgCl,, abychom
mohli porovnat toxicky ucCinek zvySujicich se koncentraci téchto latek. Vysledky
fluorescen¢niho znaceni bunécného jadra a cytoskeletu jsou prezentovany na obrazcich 15 a 16.

Po 24hodinové inkubaci SH-SYS5Y bunék s5uM CdCl> nejsou v porovnani
s kontrolnimi bunikami patrné zadné vyrazné zmény celkového tvaru bunék ani organel.
Cytoskelet je zde pIn¢ rozvinut a jadra jsou bez patrného poskozeni. U 25 uM CdCl, vidime
protazeni bunck, mirné zmény cytoskeletu a unékterych jader pozorujeme kondenzaci
chromatinu. Pokud se podivame na ucinky 100 uM CdCla, pocet bunck oproti kontrolam
v zorném poli je vyrazné snizen, ptiblizn€ o 90 %. Pozorujeme zédvazné poskozeni a zhrouceni
bunéén¢ho cytoskeletu. U jader vidime jejich zmenSeni a kondenzaci chromatinu.
Na membranach bun€k je viditelna tvorba tzv. blebli souvisejici s apoptézou a tvorbou
apoptotickych télisek. Inkubace bun¢k s 5 uM HgCl,, stejné jako tomu bylo u CdCl, nevede
k viditelnému poskozeni bunék. Koncentrace 25 uM HgCl, zptsobuje naruseni cytoskeletu
a kondenzaci jadra nékterych bunék. Po inkubaci bun¢k se 100 uM HgCl, ovSem sledujeme
signifikantni zmény. Zde v zorném poli nezustaly témét zadné buniky. Cytoskelet vSech bun¢k
je zcela poskozen takovym zplsobem, ze nezlstalo Zadné misto, kam by se mohl faloidin-FITC

navazat. Na snimku se sondou Hoechst 33258 vidime jen n€kolik kondenzovanych jader.
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Fazovy kontrast Faloidin-FITC

Obr. 15: Mikrofotografie bunék SH-SY5Y inkubovanych s CdCl, (0-100 pM). Interval 24 hod.
Buiiky, aktinovd vlakna a jadra byly vizualizovany s pouZzitim fazového kontrastu, faloidin-FITC

a Hoechst 33258. ZvétSeni: 200x. Méfitko: 100 pm.
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Obr. 16: Mikrofotografie bunék SH-SY5Y inkubovanych s HgCl, (0-100 pM). Interval 24 hod.
Buiiky, aktinovd vlakna a jadra byly vizualizovany s pouZzitim fazového kontrastu, faloidin-FITC

a Hoechst 33258. ZvétSeni: 200x. Méfitko: 100 pm.
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5. DISKUZE

Tezké kovy tvoii heterogenni skupinu prvki, které se lisi biologickymi a chemickymi
vlastnostmi. Kontaminace zivotniho prostfedi t¢zkymi kovy je v soucasné dob¢ stfedem zajmu
mnoha environmentalnich studii a pfitahuje velkou pozornost (Singh et al., 2011). Nejvétsi
zastoupeni t&zkych kovil nalezneme v pidé a vodnich zdrojich. Cinnosti jako industrializace
a urbanizace zvysuji mnozstvi tézkych kovii v biosfére. Nekteré tézké kovy jako napiiklad meéd’
azinek jsou v nizkych koncentracich v organismu nezbytné pro spravnou funkci enzymd,
ucastni se oxidacné-redukcnich reakci a slouzi jako prostetickd skupina v metalothioneinech.
Jiné té¢zké kovy jako kadmium a rtut’ jsou pro lidsky organismus velmi toxické. Biologicka
dostupnost a toxicita tézkych kovi =zavisi najejich chemické formé a koncentraci
(Sharma and Agrawal, 2005).

Bunééné in vitro modely jsou vyznamné pro zkoumani mechanismii spojenych
s neurotoxicitou. V dnesni dobé€ jsou pro testovani neurotoxicity k dispozici modely zahrnujici
neuroblastomové a glioblastomové bunécné linie. PouZzivaji se také primarni bunécné linie
nebo bunééné systémy odvozené z kmenovych bunék, které lze diferencovat na neurony,
astrocyty nebo oligodendrocyty. Pouziti néddorové a imortalizovanych bunéénych linii
v porovnani s primdrnimi bunkami pfedstavuji urcit¢ nevyhody, protoze exprese genil
souvisejicich s nddorovym potencidlem téchto bun¢k mize ovlivnit bunéénou odpovéd
na expozici tézkému kovu (Bal-Price et al., 2018). Pro studium toxicity tézkych kovi je ¢asto
pouzivéana lidskd neuroblastomova linie SH-SY5Y (Bovio et al., 2021; Branca et al., 2018;
Sudo et al., 2019; Zhang et al., 2016). Nékteré studie pro studium neurotoxicity pouZzivaji také
zviteci bun&éné linie jako napiiklad krysi feochromocytomové buitkky PC12 (Wang et al., 2014;
Xuetal., 2016; Zhang et al., 2016; Zhou et al., 2020), krysi astroglie C6 (Lim et al., 2019) nebo
mysi hipokampalni neurony HT-22 (Karri et al., 2018).

Pro vyzkum se mohou vyuzivat jak diferencované, tak nediferencované burky
SH-SYS5Y (Cheung et al., 2009). Prodiferenciaci je obvykle pouZivana kyselina
all-trans-retinova, ktera zajiStuje, ze bunky ziskaji vlastnosti podobné neurontim. Kyselina
retinova muze ale v buiitkach SH-SYSY kromé diferenciace spoustét také signalizaci preziti,
cozmiize snizit bunécnou citlivost viaci neurotoxickym latkdm (Cheung et al, 2009;
Korecka et al., 2013). Je ale také mozné, Ze kyselina retinova indukuje diferenciaci smérem
k cholinergnimu fenotypu a zvySuje nachylnost buné¢k SH-SY5Y viic¢i neurotoxickym latkam.
Pokud jsou ale bunky inkubovéany s kyselinou retinovou a dal§imi ¢inidly, jako je naptiklad

cholesterol nebo 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetat, diferenciace probiha smérem
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k dopaminergnimu neuronalnimu fenotypu a citlivost vli¢i neurotoxickym latkdm je potom
u téchto bunék snizena (Xie et al., 2010).

Pro testovani neurotoxicity tézkych kovi jsme v nasi praci pouzili nediferencovanou
bunécnou linii SH-SYSY. Pfed zapocetim experimentli jsme provedli optimalizaci bunécné
denzity. Jedna se o dulezity krok, protoze pokud jsou bunky v piilis vysoké nebo pfilis nizké
denzité, mize se menit jejich velikost a morfologie. Nadmérna bunééna konfluence miize vést
k tomu, Ze buiikky nebudou mit dostatek prostoru pro rtist a bude dochézet k jejich vzajemnému
preristani pies sebe. To mliize mit za ndsledek utlacovani bunck ve spodnich vrstvach
(Leontieva and Blagosklonny, 2014). Nadmérnou bunécnou denzitou je ovlivnéna také viabilita
bun¢k. Ve studii zamétené na vliv konfluence na proliferaci a diferenciaci bunék kostni dfen¢
bylo prokazano, Ze pii konfluenci 100 % maji mezenchymalni kmenové buiky kostni dfené
vyrazné niz8i viabilitu v porovnani s bunikami pii konfluenci 70 % a 80 %. Také bylo
prokazano, ze pii 80% konfluenci tyto bunky nejrychleji proliferuji, a pfi presazeni 80%
konfluence se proliferace zpomaluje (Abo-Aziza and Zaki, 2017). To souhlasi se zjisténim
Leontieva and Blagosklonny 2014, Ze pfi zvySovani konfluence dochazi ke shlukovani bun¢k,
které zpomaluje jejich rist.

V nasi praci jsme se zabyvali neurotoxicitou tézkych kova kadmia a rtuti. Tyto prvky
jsou v periodické soustaveé prvkl zarazeny do 12. skupiny a maji podobné chemické vlastnosti.
Spolu s témito dvéma kovy je do této skupiny zarazen také zinek, coz je stopovy prvek dilezity
pro fyziologickou funkci enzyml. Z divodu umisténi v periodické soustavé prvkd jsme
se rozhodli sledovat také ti€inky ZnClz na buiiky SH-SY5Y a porovnali jsme je s vlivem CdCl»
a HgCL.

Zinek je druhym nejrozsirenéjsim stopovym prvkem v lidském organismu. Hraje mimo
jiné zésadni roli v imunitnim systému, bunéném cyklu, replikaci DNA a syntéze proteinti. Vice
nez 95 % iontd Zn** je vazano v proteinech jako strukturalni nebo katalytické kofaktory,
zbyvajici Cast je obsazena v mozku a zde je pravdépodobné vyuzivana v souvislosti s pfenosem
nervového vzruchu (Paoletti et al., 2009). Zinek je hlavnim regulatorem neuronélni fyziologie
a jeho dyshomeostdza miiZze zpusobit smrt neuronovych bunék (Lee, 2018). Navzdory jeho
nezbytnosti pro normalni nervovou funkci je nadmérna koncentrace toxickd. Nadbytek zinku
je béZznym nalezem u neurodegenerativnich onemocnéni a podili se na poskozeni pozorovaném
u ischemie mozku, epilepsie a traumatu mozku. Neurotoxicita tohoto téZkého kovu zahrnuje
mitochondrialni produkci reaktivnich forem kysliku a naruSeni enzymatickych funkci, coz vede

k aktivaci apoptdzy (Sankhla et al., 2017).
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V nasi praci jsme pozorovali vliv ZnCl> na zmény koncentrace intraceluldrniho
glutathionu v buiikdch SH-SYS5Y. Dle naSich vysledkti se hladina GSH po plisobeni
1-50 uM ZnCl; po dobu 24 hod pfili§ neméni a je srovnatelna s hladinou GSH v neovlivnénych
bunkach. Pii inkubaci bunék SH-SYS5Y s vysokymi koncentracemi 100 a 200 uM ZnCl; jsme
po 6hodinové inkubaci zaznamenali pokles a po 24hodinové inkubaci doslo v naSich
experimentech k nartistu koncentrace GSH. Podobné vysledky zaznamenala studie zabyvajici
se neurotoxickym vlivem zinku na krysi neonatédlni kortikalni neurony, kde po 6hodinové
inkubaci s 50 uM ZnCl> nedoslo ke snizeni, ale 200 uM ZnCl, po stejné dlouhé inkubaci byl
zaznamenan vyznamny pokles GSH (Chen and Liao, 2003). Dalsi studie ukazala, ze inkubace
bun¢k PC12 se 100 a 300 uM ZnCl, po dobu 2 hod vede k vyCerpavani GSH a méni pomér
oxidovaného a redukovaného glutathionu ve prospéch oxidované formy. SniZzeni GSH je zde
markantnéj$i u vyssi z téchto dvou koncentraci (Pavlica et al., 2009). JelikoZ ale koncentraci
GSH ovliviiuje mimo jiné nutnost antioxida¢ni obrany bunék pii oxidaénim stresu, je piinosné
stanovit také hladinu intracelularnich ROS. Liu et al. 2017 stanovili zménu hladiny ROS
po inkubaci diferencovanych bunék SH-SYSY s2 a 4 uM ZnCly vriznych casovych
intervalech v rozmezi -24 hod. U obou pouzitych koncentraci daného tézkého kovu a ve vSech
casovych intervalech byla naméfena stejnd koncentrace ROS jako u neovlivnénych bunék (Liu
etal., 2017). Taktéz autoii studie Tanaka et al. 2019 na mysich hypothalamickych neuronélnich
bunkach GT1-7 po plsobeni 25 pM ZnCl> nezaznamenali Zadné signifikantni zmény hladiny
ROS, coz koreluje s ndmi namétenou stalou hladinou GSH.

Déle jsme se v rdmci naseho testovani zaméftili na stav dehydrogenazové aktivity bunék
SH-SYS5Y po ovlivnéni ZnCl,. Zde jsme zaznamenali mirné zvysSeni po 6hodinové inkubaci
$25a 100 uM ZnCl,. Ostatni hodnoty se jak po 6hodinové, tak po 24hodinové inkubaci
pohybovaly srovnatelné s hodnotami kontrolnich bun¢k. Ve studii bunécné toxicity zinku byl
pomoci testu MTT stanoven vliv rozmezi 100-1000 uM ZnCl> nabuiiky SH-SYSY
po 24hodinové inkubaci. Vysledkem bylo zjisténi, ze 100 uM ZnCl, zachovava
dehydrogenazovou aktivitu srovnatelnou s neovlivnénymi builkkami, zatimco koncentrace
nad 250 uM ZnCl, zpiisobuji postupny pokles zavisly na koncentraci (Lee, 2018). Na vliv
ZnClz na dehydrogenazovou aktivitu bunék SH-SYSY byla zamétena také dalsi studie, kde
byly pouzity buiky SH-SYSY diferencované kyselinou all-trans retinovou a test WST-8.
Buiiky byly v intervalech 2-24 hod inkubovany s 61,4; 122,9; 245,7; 491,5 a 737,2 uM ZnCl,.
Zde autofti pozorovali pokles dehydrogenazové aktivity zavisly na koncentraci a ¢ase. Po 2 hod
doslo k signifikantnimu poklesu dehydrogenazové aktivity jiz u koncentrace 245,7 uM ZnCl,.
Koncentrace 122,9 uM ZnCl; zpiisobila po 6 hod mirny pokles, ktery se prohloubil po 24 hod
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ovlivnéni. Buiiky ovlivnéné 61,4 pM ZnCl> vykazovaly i po 24 hod dehydrogenézovou aktivitu
srovnatelnou s neovlivnénymi bunkami (Liuetal., 2017). Tato zjisténi koreluji s naSimi
vysledky. Podobn¢ i dalsi studie, kde byly vtestu MTT vyuzity bunky PC12, ukazuje,
ze 50 a 100 uM ZnCl> po 24 hod nezpiisobuje zadné signifikantni zmény dehydrogendzové
aktivity (Pavlica et al., 2009). Oproti pfedchozim pracim mé odlisné¢ vysledky studie
Tanaka et al. 2019. Zde byla dehydrogendzova aktivita buné¢k GT1-7 stanovena pomoci testu
WST-8. 24hodinova inkubace s 10 a 20 uM ZnCl, nezplsobila zadné zmény. Koncentrace
30,40,50a 60 uM ZnCl, potom vedly kpoklesu aktivity dehydrogendz zavislému
na koncentraci (Tanaka et al. 2019). Je mozné, Ze se vysledky mohou liSit v zévislosti
na pouzité bunééné linii.

Kadmium je vysoce toxicky neesencialni tézky kov, jehoz slouceniny jsou ve srovnani
s jinymi kovy vice rozpustné ve vod€. Biologicka dostupnost slouc¢enin kadmia je velmi
vysoka, a proto ma kadmium sklon k bioakumulaci (Jaishankar et al., 2014). Toxicita kadmia
zahrnuje mnozstvi mechanismul. Nej€astéjsim cilem tohoto tézkého kovu jsou thiolové skupiny
proteind, jejichz inaktivace miize vést k poruse funkce jadra, endoplazmatického retikula
a mitochondrii. V souvislosti s toxicitou kadmia miZe dojit k zablokovani dychaciho fetézce
anaruSeni tvorby ATP. V mitochondriich také ovliviluje permeabilitu a potencial
mitochondridlni membrany, coz muze vést k uvolnéni cytochromu c a aktivaci apoptozy.
Krom¢ apoptéozy je kadmium schopno indukovat také nekréozu. NejvyznamnéjSim
mechanismem toxicity kadmia je indukce oxida¢niho stresu. Kadmium inhibuje aktivitu
superoxiddismutazy a glutathionperoxidazy, ¢imz zvySuje hladinu ROS. Také reaguje
s antioxida¢nimi molekulami jako je glutathion (Cannino et al., 2009; Genchi et al., 2020). ROS
tvotici se v diisledku intoxikace kadmiem mohou piimo oxidovat lipidy, proteiny a nukleové
kyseliny, ménit jejich funkce a aktivovat souvisejici signalni drahy, coz mize vést k bunécné
smrti (Rahimzadeh et al., 2017).

Jelikoz je znamo, ze kadmium reaguje s glutathionem, rozhodli jsme se s vyuzitim
monochlorobimant stanovit intraceluldrni koncentraci tohoto antioxidantu v buiikach
SH-SYSY. Po 6hodinovém ptlisobeni 25 uM CdClz jsme detekovali piekvapivé vyznamné
zvyseni hladiny GSH na 116 = 8 %. Po 24hodinové inkubaci s 5, 25 a 50 uM CdCl> jsme
pozorovali piekvapivé signifikantni zvySeni koncentrace GSH. Nejvyssi zvySeni jsme namétili
po ovlivnéni 25 uM CdCl, a to na 147 + 11 %. Zajimavé zjisténi pfinesla studie, kde bylo
detekovano kadmiem indukované zvySeni koncentrace celkového  glutathionu.
Po 24hodinovém ovlivnéni bunék SH-SYSY koncentracemi 10 a 20 uM CdCl; byl

spektrofotometrickou metodou naméfen ndrtst celkového glutathionu dokonce na vice
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nez dvojnasobek ve srovnani s kontrolnimi buitkami. Tento vysledek byl zdivodnén tim, Ze
pfi oxidaénim stresu, ktery je vyvolan pusobenim kadmia, dochazi ke zvySeni spotieby
glutaminu, coz vede ke zvySené produkci glutamatu. Také dochazi ke zvyseni glykolytickych
pochodu, pfi kterych vznika vétsi mnozstvi glykolytickych meziproduktii, ze kterych mohou
byt vytvoteny glycin a cystein. Obrannym mechanismem buné€k proti oxidaénimu stresu muize
byt tedy zvysend syntéza glutathionu z glutamatu, glycinu a cysteinu, coz mize vysvétlovat
narast jeho intracelularni hladiny. Autofi také po ovlivnéni danymi toxickymi latkami sledovali
zménu pomeéru oxidovaného a redukovaného glutathionu, kdy po ovlivnéni 10 i 20 uM CdCl,
doslo k nartistu oxidované a poklesu redukované formy, coz svédci o reakci bunék na oxidacni
stres vyuzitim redukovaného glutathionu. ZvySeni oxidovaného a snizeni redukovaného
glutathionu ale nezménilo tento pomér natolik, aby v butice prevladala oxidovana forma. Tudiz
ackoliv dochazi k vyc€erpavani redukovaného glutathionu, je mozné, Ze diky zvySeni celkového
glutathionu je intracelularni koncentrace redukované formy vyssi v porovnani s kontrolnimi
neovlivnénymi buiikami. Autofi ovSem toto piesn¢ nedefinovali (Bovio et al., 2021).

Hladina glutathionu také mlze byt ovlivnéna mnozstvim reaktivnich forem kysliku,
které se zvySené tvoii po intoxikaci kadmiem. ZvySeni hladiny ROS po inkubaci bun&k
SH-SY5Y s CdCl, prokazalo né¢kolik studii. V publikaci, ktera se vénovala toxickému plisobeni
kadmia, bylo pozorovano zvyseni koncentrace ROS po 24hodinové inkubaci s 10 uM CdCl;
jak s diferencovanymi, tak s nediferencovanymi buikami SH-SYS5Y (Branca et al., 2018).
Vjiné studii byl zaznamendn zajimavy fenomén. Po inkubaci bunék SH-SYSY
s koncentracemi 5, 10 a 20 pM CdCl: doslo se zvySujici se koncentraci k postupnému zvySeni
hladiny ROS aZ nad hodnotu 200 % v porovnani s kontrolnimi bunikami, které znaci 100 %.
Plsobeni koncentraci 40 a 80 uM CdCl: ale nevedlo k tak vyraznému narastu hladiny ROS
jako tomu bylo u niz$ich koncentraci a 120 pM CdCl» dokonce zptisobilo pokles pod hodnotu
kontrolnich bunék. Autofi prace predpokladaji, Ze koncentrace CdCl> nad 80 uM jsou natolik
toxickeé, Ze maji za néasledek nekrotickou smrt, a tudiz neschopnost bun¢k reagovat tvorbou
ROS. V této studii byla studovana také tvorba ROS v zavislosti na ¢ase, kde bylo zjisténo, Ze
po4hod plsobeni CdCl> dochdzi kvyznamnému naristu intracelularnich ROS
(Chen et al., 2008). Existuje také dalsi studie, kde byly studovany zmény koncentrace ROS
po intoxikaci kadmiem. Zde byly buiitky SH-SY5Y inkubovéany 6, 12 a 24 hod s 25 uM CdCl
a autofi zjistili, ze se zvysujici se dobou inkubace s toxickou latkou se zvySuje také hladina
intracelularnich ROS (Kim et al., 2013). Proti zminénym studiim ale vypovidaji vysledky
vyzkumu, kde byly porovnény toxické uc¢inky kadmia a rtuti na buitky SH-SYS5Y. Zde byly
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experimenty provadény v prostfedi bez fetalniho bovinniho séra a po 24hodinové expozici
10 uM CdClI: nebylo pozorovano zadné zvyseni ROS (Sudo et al., 2019).

V zévislosti na zjisténych zménach koncentrace glutathionu v bunkéch jsme se rozhodli
stanovit také viabilitu, resp. dehydrogenazovou aktivitu bunék pomoci WST-1 testu. Zde jsme
po 24 hod sledovali narist viability u koncentraci 5, 25 a 50 uM CdCl, coz koreluje s ndmi
detekovanym zvySenim hladiny glutathionu. Sudo et al. 2019 vyuzili test WST-8, pomoci
kterého stanovili v prostiedi bez fetalniho bovinniho séra dehydrogendzovou aktivitu bunék
SH-SYSY ovlivnénych CdCL. Ve vysledcich této studie je patrny nartst dehydrogendzové
aktivity po 24hodinové inkubaci s 1 a 3 pM CdCl, ale autofi ho nijak nekomentuji. Tento
nartst je nasledovan poklesem u koncentraci 10 a 30 uM CdClz (Sudo et al., 2019). Dalsi studie
zabyvajici se toxicitou kadmia zaznamenaly, Ze viabilita bun€k SH-SYSY se po plisobeni
CdCly snizuje se zvySujici se koncentraci (Bovio et al, 2021; Branca et al., 2018;
Wang et al., 2022). Branca et al. 2018 studovali vliv koncentraci CdCl» v rozmezi 10-100 uM
na viabilitu diferencovanych a nediferencovanych buné¢k SH-SYS5Y pomoci testu MTT.
Experimenty tito autofi provadéli v prostfedi bez fetalniho bovinniho séra a zjistili, ze viabilita
po 24hodinové inkubaci s CdCl> klesad se zvySujici se koncentraci toxické latky jak
u diferencovanych, tak u nediferencovanych bunék. Buiky diferencované kyselinou all-trans
retinovou jsou ovSem vuci CdCl, méné citlivé, protoze zde byl pokles mensi v porovnéani
s nediferencovanymi  bunkami SH-SYS5Y (Brancaetal., 2018). Vestudii zamétené
na porovnani vlivu CdCl; na bunééné linie SH-SYSY a PC12 byla viabilita bun&k stanovena
pomoci testu s trypanovou modii. U obou bunéénych linii a koncentraci 10 a 20 uM CdCl
v ¢asovém intervalu 24 hod autofi zaznamenali signifikantni sniZeni viability s vyraznéjSim
poklesem po plisobeni 20 uM CdCl, (Zhang et al., 2017). S naSimi vysledky zjisténi z téchto
studii pfili§ nekoreluji. Je proto otdzkou, zda odlisné podminky kultivace, nasazeni odlisné
denzity bun¢k do jamek mikrotitra¢ni desticky nebo pouZiti jiného testu mizZe byt zdrojem
téchto rozdilu.

V dalsi casti nasi prace jsme sledovali zmény bunééné morfologie v redlném case
s vyuzitim pfistroje Biostation. Ve studii Bovio et al. 2021 sledovali morfologii bunék
SH-SYS5Y pomoci obarveni bunck barvivem Giemsa. Pro experiment buiiky inkubovali
s 10 a20 uM CdCl; po dobu 24 hod. Buiiky ovlivnéné 10 uM CdCl, nevykazovaly zadné
vyrazné¢ zmény ve své morfologii. Koncentrace 20 uM CdCl, zplsobila snizeni poctu
zivotaschopnych buné¢k a zvySeni poctu zaoblenych bunék, coz koreluje s nasimi vysledky, kde
jsme po24 hod u 25 uM CdClz> sledovali zakulaceni nékterych bunék a jejich oddéleni
od povrchu kultivaéni komirky, naktery byly puavodné ptisedlé (Bovio et al., 2021).
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Morfologické zmény byly pozorovany také ve studii zaméfené na sledovani vlivu CdCl; a s tim
souvisejicim plsobenim ROS na buiky SH-SYS5Y a PCI12. Se zvySujici se koncentraci
vrozmezi 0-40 uM CdCl, byl zvySen pocet zakulacenych a smrsténych bunc¢k u obou
studovanych bunécnych linii, coz stejn¢ jako predchozi studie potvrzuje naSe pozorovani
(Chen et al., 2008). Odlisn¢ vysledky poskytuje studie, kde byl pozorovan vliv 1-3 uM CdCl»
na diferencované buitkky SH-SYS5Y po dobu 48 hod. Pfi plsobeni téchto koncentraci doslo
k inhibici ristu neuritl a také zaobleni nékterych bunék v pozorovaném zorném poli. Rozdilny
vysledek miize byt zptisoben odliSnou dobou piisobeni toxické latky, ale také rozdilem
v diferenciaci pozorovanych bun¢k (Pak et al., 2014).

Dale jsme se rozhodli pozorovat zmény bunéénych organel po pisobeni toxické latky
prostfednictvim jejich fluorescen¢ni vizualizace. Hlavnimi sledovanymi organelami bylo jadro,
které jsme vizualizovali pomoci sondy Hoechst 33258 a aktinova vldkna znaend pomoci
faloidinu-FITC. Po 24hodinové inkubaci s25 uM CdCl> jsme zaznamenali mirné zmény
cytoskeletu a kondenzaci chromatinu u nékterych jader bunék SH-SYSY. Ve studiich
zaméfenych na moZznosti obrany pied toxickym t¢inkem kadmia byla pro detekci fragmentace
jaderné DNA wvyuzita sonda DAPI. Bunky SH-SYS5Y a PCI2 byly inkubovany
s 10220 uM CdCl, po dobu 24 hod. U obou bunéénych linii a obou koncentraci byla
detekovana jaderna fragmentace a kondenzace (Xu et al., 2016; Zhang et al., 2017). Rozdilnost
vysledki mikroskopického pozorovani miize byt zpisobena pouZzitim rozdilné koncentrace
fetalniho bovinniho séra, které podle n€kterych studii mize vést ke sniZzeni dostupnosti kadmia
pro buiiky (Jiang et al., 2015). Tomu by odpovidal posun, kdy jsme pii pisobeni 25 uM CdCl,
zaznamenali kondenzaci pouze u nékterych bunék, zatimco ve zminénych studiich bylo
po ptsobeni 20 uM CdCl> pozorovano vétsi mnozstvi fragmentovanych a kondenzovanych
jader. Ve studii Jiang et al. 2015 pouzili autofi pro sledovani nuklearnich zmén Annexin V,
propidium jodid a Hoechst 33342. Pasobeni 10 uM CdClz po dobu 6 hod na primarni mys$i
cerebelarni kortikdlni neurony zptsobilo u nékterych bunck nuklearni zmény a zmény
plazmatické membrany typické pro ¢asnou fazi apoptozy (Jiang et al., 2015). V nasi praci jsme
po 24hodinovém piisobeni 100 uM CdCl, zaznamenali zmény jadra, cytoskeletu i celych bunék
SH-SYS5Y. Dle tvorby vychlipek na membrané bunck SH-SYSY lze uvazovat, ze se jedna
o tzv. bleby, které znaci, Ze by zde mohla probihat apoptoticka bunécna smrt. O apoptoze
vyvolané pusobenim kadmia hovoii také nékolik dalSich studii (Branca et al., 2018;
Kim et al. 2013). Nekteré vyzkumné prace ale po intoxikaci CdCl> zaznamenaly u bunék

SH-SYSY zaroven indukci apopt6zy i nekrozy (Chen et al., 2008; Wang et al., 2014).
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Rtut’ se vyskytuje ve tfech hlavnich formach, a to jako kovovy prvek nebo ve formé
anorganickych a organickych sloucenin. Nervova tkan je velmi citliva na vSechny tyto formy
(Jaishankar et al., 2014). HgCl, zptisobuje zménu v intracelularni homeostaze vapniku, ktera
nasledné muze vést k oxida¢nimu stresu. Také indukuje apoptozu zprosttedkovanou navysenim
intracelularni koncentrace Ca>". Déle zde dochazi k peroxidaci lipidi, naruseni antioxidaénich
systému a zvySeni hladiny ROS, coz také vede k oxida¢nimu stresu. Oxidacni stres vyvolany
témito zmeénami redoxniho stavu je pfi¢inou smrti neuront (Gasso et al., 2001).

Stejné¢ jako tomu bylo u CdCly, i u HgCl, jsme nejdiive stanovili intracelularni
koncentraci GSH. Branco et al. 2017 ve své studii hodnotili vliv 1 a 5 uM HgCl, inkubovanych
s bukkami SH-SYS5Y po dobu 24 hod. Tyto koncentrace nezplsobily témét zadny pokles
celkové hladiny glutathionu a pomér oxidované a redukované formy zistal témét stejny jako
u kontrolnich neovlivnénych bunék (Branco et al., 2017). Mlzeme tedy soudit, ze se tyto
vysledky shoduji s naSimi vysledky. Vliv HgCl, na bunky SH-SYS5Y zkoumala také dalsi
studie. V této praci pouzili autofi rozmezi 20-120 pg/L HgCl» a pomoci kapilarni elektroforézy
stanovili, Ze po 30minutové inkubaci dochazi se zvySujici se koncentraci k vétSimu poklesu
intracelularniho GSH. Také zjistili, Ze 50 ng/L HgClz v €ase 0-30 min zplisobuje pokles, ale
v ¢ase 1, 2 a 3 hod nasleduje zvySeni koncentrace GSH (Olivieri et al., 2000). Podobny trend
jsme v nasich experimentech zaznamenali u 25 uM HgCly, kde prvnich 6 hod doslo k poklesu
hladiny GSH nésledované zvysSenim po 24 a 48 hod. Také v jedné z aktualnich studii byly
po inkubaci bun€k s HgCl> pozorovany zmény v koncentraci intracelularniho glutathionu.
Doslo zde ke zvyseni hladiny GSH, ale také k nartistu koncentrace GSSG. Pro tento experiment
byly pouzity buiky PC12 ovlivnéné koncentracemi 1 a 5 uM HgCl> po dobu 24 hod
(Gang et al. 2020). Nami idalSimi autory pozorované zvySeni GSH mulZe znalit reakci
a pfipravu buiiky na piisobeni oxidac¢niho stresu. Hladina GSH je v buiikach ovlivnéna také
ptitomnosti ROS, kdy je GSH vyuZivan pro antioxidacni obranu. Ve studiich Jebbet et al. 2013
a Sudo et al. 2019 autofi sledovali zvyseni hladiny ROS u bunék SH-SY5Y po inkubaci HgCL.
Stejn¢ tak Monroe and Halvorsen 2006 ve studii s buiitkami lidského neuroblastomu BE(2)-C
zaznamenali po inkubaci s HgClz zvySeni oxida¢niho stresu a hladiny ROS.

Nasledné jsme studovali zmény dehydrogenazové aktivity bunék SH-SYSY po inkubaci
s HgCl. Zde jsme po 6 hod sledovali na koncentraci zavisly pokles aktivity dehydrogenaz.
Po 24 hod ale nasledovalo signifikantni zvySeni aktivity dehydrogenaz nad hodnoty kontrolnich
bun¢k u25 a 50 uM HgCl,. Vyznamny pokles aktivity dehydrogendz zptsobil HgCl:
v koncentracich 100 a 200 uM. Tyto trendy u 6 i 24hodinového ovlivnéni koreluji s ndmi

zaznamenanymi hodnotami koncentrace GSH. Z vysledki studie Sudo etal. 2019 je
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po 24hodinové inkubaci bunék SH-SYSY s HgClz patrny podobny trend, kdy autoii naméfili
nartst dehydrogenazové aktivity ukoncentraci 1a3 uM HgCly asignifikantni snizeni
dehydrogenazové aktivity po inkubaci s 30 uM HgCly. Tento jev ale neni autory nijak vysvétlen
(Sudo et al., 2019). V krat§im Casovém intervalu Jebbett et al. 2013 zaznamenali pomoci testu
MTT pokles viability bunék SH-SYSY po inkubaci trvajici 5 hod az pti koncentracich vysSich
nez 100 uM HgCl,. To se od nasich vysledkt odliSuje, protoze v nasi praci jsme po 6 hod
inkubace pozorovali pokles dehydrogenazové aktivity uz u 25 uM HgCl,. V jiné studii bylo
detekovano, ze s prodluzujicim se intervalem inkubace bunék SH-SYS5Y s HgCl se zvySuje
cytotoxicita tohoto té¢zkého kovu (Toimela and Tahti, 2004). Nekolik studii (Lohren et al. 2015;
Monroe and Halvorsen, 2006; Olivieri et al. 2000) zaznamenalo pokles viability bunék
po inkubaci s HgCl, zavisly na koncentraci. OdliSnosti ve vysledcich mohly nastat v dasledku
vice faktort, jak jiz bylo zminéno v diskuzi vysledki CdCl..

DalSim krokem nasi prace bylo pozorovani morfologie bunék SH-SYS5Y ovlivnénych
HgCl, vredlném case po dobu 24 hod. Koncentrace 25 uM HgCl> po 4 hod zpusobila
zmenSovani bunék a po 24 hod nésledovalo dal$i zmenSovani a oddélovani nékterych bunék
od povrchu kultivaéni komtrky, ve které byly kultivovany. Tuto koncentraci HgCl> pouzili také
Xu et al. 2012, ktefi ale na rozdil od nés kultivovali kortikalni potkani neurony. 72hodinova
inkubace s 25 uM HgCl, vedla u téchto bun¢k k poskozeni bun€k a naruseni tvorby nervovych
siti. Ovlivnéné buiiky nebyly viibec schopny vyvinout neurity, jako tomu bylo u kontrolnich
bunék (Xu et al., 2012). V praci zamétfené na apoptoézu indukovanou pisobenim HgCl autofi
ukazali, Ze po inkubaci bunék SH-SYSY s 1 a 15 uM HgClz po dobu 24 hod bunky ztraceji
svou pivodni morfologii. U nékterych bunék dochéazelo k bunécné smrti, ale n¢které bunky
ptezivaly (Toimela and Téhti, 2004). Dalsi studie se zabyvala vlivem koncentraci 2 a 5 uM
HgClz na buiikky PC12 po 24 hod inkubace. U téchto nizkych koncentraci nebyly pozorovany
zadné morfologické zmény (Gang et al. 2020).

Fluorescen¢ni vizualizace organel u 25 uM HgCl, odhalila naruseni cytoskeletu
a kondenzaci jadra nékterych bunék SH-SYSY. 100 uM HgCl, zcela poSkodilo cytoskelet
1jadra bunék. Zde uvazujeme o moznosti nekrotické bunééné smrti, jelikoZ i podle zdznamu
morfologické analyzy v redlném case pii koncentraci 200 pM HgCl> dochazi béhem prvnich
nekolika desitek minut k bunééné smrti a oddéleni bunék od kultivacniho povrchu. V jedné
ze studii byla pro vizualizaci fragmentace jader lidskych prekurzorovych neuronalnich bun¢k
LUHMES pouzita sonda DAPI. Buiiky byly inkubovany 24 hod s 2,5 a 10 pM HgCl,. Zadna
z téchto koncentraci nezplsobila fragmentaci jadra (Lohren et al., 2015). Tomuto zjiSténi

odpovidaji 1 nase vysledky, kdy jsme u 5 uM HgCl, nezaznamenali zadné vyrazné zmény

84



v jadrech au 25 uM HgCl; jsme pozorovali n¢kolik jader kondenzovanych. Zajimavé vysledky
poskytla studie Xu et al. 2012, kde po 24 hod inkubace potkanich kortikdlnich neuronii
s 25 uM HgCl, doslo ke zmensSeni neuronti, degradaci neuriti a naruseni nervové sité. Zde byla
fluorescenéné¢ znaCenou protilaitkou vizualizovana vldkna B-tubulinu a pomoci
faloidin-rhodaminu byla znacena vlakna F-aktinu. Po inkubaci s timto téZzkym kovem doslo
ke ztraté fluorescencni intenzity B-tubulinu. To znaci, ze HgCl, mize zpisobovat degeneraci
B-tubulinu, ale také je mozné, ze pouze zméni jeho konformaci, a tudiz dojde k inhibici vazby
znacenych protilatek na cilovd mista tohoto proteinu. U F-aktinu nenastala zddna vyrazna
zména, coz koreluje snaSimi vysledky (Xu et al, 2012). V nékolika studiich
(Branco et al. 2017; Lohren et al. 2015; Sudo et al. 2019) autofi sledovali poruseni plazmatické
membrany as tim spojeny Unik laktatdehydrogendzy, coz je jeden z projevii nekrotické
bunécné smrti. Zaroven ale v n¢kterych vyzkumnych pracich (Sudo et al. 2019; Toimela and
Tahti 2004) autofi stanovili zvySeni aktivity kaspazy-3, kterd je apoptotickym efektorovym
enzymem. Je tedy mozné, Ze neurotoxicita rtuti zahrnuje oba typy bunécné smrti a typ bunééné

smrti miZe také zaviset na koncentraci HgCl.
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6. ZAVER

V ramci této diplomové prace byla testovana neurotoxicita sloucenin CdCl> a HgCh
in vitro na bunéném modelu SH-SYSY. V prvni fad¢ jsme optimalizovali denzitu bunck
nasazovanych do 96-jamkovych mikrotitracnich desticek. Z testovanych denzit jsme jako
nejvhodnéjsi zvolili denzitu 20-10° bunék na jamku.

Pro charakterizaci toxicity vybranych sloucenin jsme nejdiive stanovili zménu
koncentrace glutathionu po 6 a 24hodinové inkubaci bun¢k s Sir§im rozmezim koncentraci
1-200 uM CdCl,, HgCl, nebo ZnCl. Nasledné byla po inkubaci bun¢k se stejnymi
koncentracemi a ve stejnych Casovych intervalech stanovena také dehydrogenazova aktivita.
Z vysledki bylo patrné, ze ZnCl, zptsobuje vyznamnéjsi zmény az pti vysokych koncentracich
jako je 100 a 200 uM ZnCl. V souladu s predpoklady o netoxické roli ZnCl, jsme zjistili,
ze pii nizSich koncentracich ZnCl, nevykazuje srovnatelny cytotoxicky ucinek jako CdCla
a HgClz. Proto jsme se dale zaméfili na CdClo a HgCl, které i pfiniz§ich koncentracich
vykazovaly cytotoxické ptisobeni. Abychom ziskali podrobnéjsi informace o zavislosti hladiny
glutathionu a dehydrogenazové aktivity bunék na Case inkubace s danym tézkym kovem,
vybrali jsme koncentrace 25 a 100 uM CdCl, a HgCl, u kterych jsme stanovili koncentraci
glutathionu a dehydrogenazovou aktivitu nejen po 6 a 24 hod, ale také po 1, 2, 4 a 48 hod.

V dalsi casti prace jsme pomoci pfistroje Biostation sledovali morfologické zmény
bunék po inkubaci s 25 a 200 uM CdCl> a HgClo. Zde byl u obou pouzitych koncentraci HgCl»
kultiva¢ni komirky oproti buikdm inkubovanym s CdCl,. Pro vizualizaci zmén bunécného
jéadra a cytoskeletu jsme vyuzili fluorescen¢ni sondy a pozorovani bun¢€k ve fazovém kontrastu.
Diky tomu jsme potvrdili pfedchozi naméfena data.

Zaveérem muZeme fici, Zze ZnCl, béhem 24hodinové inkubace nezplisobuje v rozmezi
koncentraci 1-50 uM Zadné vyznamné zmény. Déle jsme zjistili, Ze HgCl: se jevi jako vyrazné
toxictéjsi nez CdCly. Také jsme pozorovali zajimavy fenomén, kdy po inkubaci s HgCl
a CdCl, dochazi ptechodné ke zvySeni dehydrogendzoveé aktivity 1 koncentrace glutathionu
v buitkkdch SH-SYS5Y. Je moZné, Ze se jednd o reakci bunék a jejich ptipravu na zvySeny
oxidacni stres. S jistotou nelze bez dalSich dopliujicich bioanalytickych testl prokazat, a proto

je tteba tuto problematiku dale studovat.
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