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ANOTACE

Tato bakalafska prace pojedndva o hepatotoxicité tézkych kovi. V prvni casti prace je
charakterizovéana in vitro bunétna kultivace. Na tuto ¢ast voln¢ navazuje kapitola, ve které
jsou charakterizovany bunécné kultury pro in vitro testovani hepatotoxicity lidského
1 zvifeciho plivodu. Nejpouzivanéjsi bunécnou linii je HepG2, ktera je odvozena z bunék
lidského hepatomu. Déle jsou zde charakterizovany primarni lidské hepatocyty a lidské jaterni
bunécéné linie HepaRG a Huh-7. V praci je uveden i1 vycet zvifecich jaternich bunéénych
kultur. V hlavni ¢asti prace jsou definovany a charakterizovany tézké kovy a jejich ptisobeni
na lidsky organizmus. V dalsi kapitole jsou podrobné popsdny mechanizmy hepatotoxicity
tézkych kovii se zaméfenim na kadmium. Kadmium naruSuje mitochondridlni funkce,
indukuje autofagii, apoptozu, ferroptdézu a zanét. Kadmium vyznamné ovliviiuje homeostazu

lipidt v jatrech.

KLIiCOVA SLOVA

Jatra, Hepatotoxicita, Bunécna kultivace, Tézké kovy, Kadmium

TITLE

Hepatotoxicity Of Heavy Metals

ANNOTATION

This bachelor thesis discusses the hepatotoxicity of heavy metals. In vitro cell culture is
characterized in the first part of the thesis. This part freely links the chapter in which cell
cultures for in vitro testing of hepatotoxicity of human and animal origin are characterized.
The most common cell line derived from human hepatoma cells is HepG2. Primary human
hepatocytes and the human liver cell lines HepaRG and Huh-7 are further described. This
thesis also includes a list of animal liver cell cultures. The main part of the thesis is devoted
to definiton and characterization of heavy metals. In the next chapter, the mechanisms
of hepatotoxicity of heavy metals are described in detail, focusing on cadmium. Cadmium
disrupts mitochondrial functions, induces autophagy, apoptosis, ferroptosis and inflammation.

Cadmium significantly affects lipid homeostasis in the liver.
KEYWORDS

Liver, Hepatotoxicity, Cell Culture, Heavy Metals, Cadmium
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UvVoD

Pro in vitro testovani hepatotoxicity jsou krom¢ laboratornich zvitat ¢asto vyuzivany bunécné
kultury. Jaterni bunééné kultury mohou byt ziskavany izolaci primarnich bunék nebo se jedna
o bunécné linie naddorovych bunck. Bunééné kultury mohou byt lidského nebo zvifeciho
puvodu. I kdyz je ziskavani zvifecich bunécnych linii doprovazeno etickymi problémy, jsou
vyznamnou soucasti rutinniho testovani toxicity. V porovnani se zvifecimi bunécnymi
kulturami lidské kultury 1épe odrazeji in vivo chovani toxickych latek v organizmu. Jednotlivé
lidské bunééné kultury se navzajem liSi svymi vlastnostmi a méné ¢i vice odrazeji
fyziologické funkce jater in vivo. Spravny vybér vhodné bunécné kultury je dileZitym

faktorem pro zamyslené testovani.

Dodrzeni spravnych kultiva¢nich podminek je kritické pro pfezivani a zachovani funkci
bunéénych kultur. Rostoucim trendem poslednich let jsou trojrozmérné bunééné modely,
které 1épe odrdzeji in vivo funkce bunék. Tyto bunééné modely by mohly v budoucnosti

nahradit soucasné rutinn¢ vyuzivané dvourozmérné bunécné modely.

Tézké kovy jsou béznymi polutanty Zivotniho prostiedi. I kdyz je fada z nich pro lidsky
organizmus toxicka, jsou nadale hojné¢ primyslové vyuzivany. Tézké kovy vnikaji
do organizmu nejc€asteji inhalacni cestou nebo ptes gastrointestinalni trakt. Z ptisluSnych
orgdnl jsou tézké kovy transportovany krvi po celém organizmu a ovliviiuji celou fadu
organt. Toxické poSkozeni orgdnii se projevuje naruSenim fyziologickych funkci

a strukturalnimi zménami.

vvvvv

zde proteiny, probihd zde pfevaznd ¢ast metabolizmu a vyznamné se podileji na detoxikaci
organizmu. Dlouhy biologicky polocas tézkych kovl zplisobuje akumulaci v jatrech, ale také
v nervove soustaveé, ledvinach, kostech a dalSich organech. Prvnimi pfiznaky jaterniho
poskozeni jsou zvySené hodnoty jaternich enzymi. Hlavni mechanizmus hepatotoxicity
tézkych kovil je oxidaéni stres, ktery muize v krajnich ptipadech iniciovat apoptéozu nebo

karcinogenezi.
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1 JATRA

Jatra patfi mezi nejvétsi zlazovy orgéan v lidském organizmu a u dospélého jedince vazi
ptiblizné 1500 g, coz ptedstavuje 2,5 % celkové télesné hmotnosti. Nachazi se v pravé casti
dutiny bfiSni pod branici a smétuji do levé ¢asti dutiny bfisni. Jejich povrch je potazen

vazivovym Glissonovym pouzdrem (Juza a Pauli, 2014).

Bunky v jatrech lze rozdélit do dvou hlavnich skupin. Prvni skupinou jsou bunky
parenchymatické, patii sem predev§im hepatocyty, které tvori asi 65 % vSech jaternich bunck.
Zbylych 35 % ptedstavuji buiiky neparenchymatické odlisSného plivodu: Kupfferovy bunky
diferencované¢ z monocytil, endotelidlni bunky a Itovy buiiky mezenchymélniho plivodu

(Pfeiffer et al., 2015).

Hepatocyty jsou uspotradany do platd, které jsou oddélené jednotlivymi sinusoidami. Zastavaji
exokrinni 1 endokrinni funkci. Podileji se na syntéze a skladovéani latek a filtraci krve
privadéné z portalni vény. Syntetizuji trombopoetin, erytropoetin, interleukin 8 (IL-8),
pii reakci na zanét syntetizuji C-reaktivni protein nebo sérovy amyloid A (Ramadori et al.,
2008). Dalsim typem bunék jsou Kupfferovy buriky, coz jsou specializované makrofagy, které
uvoliuji cytokiny a maji imunologické a fagocytujici funkce. Itovy buiiky jsou aktivovany
po poskozeni jaterni tkdn€, kterou néasledné regeneruji. Je v nich skladovan vitamin A. DalSim
typem buné€k jsou cholangiocyty, které tvofii epitelidlni vystelku interlobuldrniho zluc¢ovodu,
transportuji Zlu¢ a sekretuji hydrogenuhli¢itan sodny, ktery udrZzuje stalé pH (Juza a Pauli,
2014).

Nejmensi strukturalni jednotkou jater z histologického hlediska je jaterni lalacek (Obr. 1). Je
Sestithelnikového tvaru a uprostfed se nachazi portalni véna. Pfi vrcholech Sestithelniku se
nachazi portobiliarni prostor, ktery propojuje tii sousedni jaterni lallicky. V portobilidrnim
prostoru je umisténa interlobuldrni Zila, interlobuldrni tepna a interlobularni Zluc¢ovod, proto
muze byt portobiliarni prostor nazyvan také jaterni triddou (Kietzmann, 2017). Zakladni
funk¢éni jednotkou jater je jaterni acinus. Hepatocyty z protékajici krve odjimaji kyslik, ziviny
a hormony a vjaternim acinu vznikd gradient téchto latek. Jaterni acinus lze rozdélit
do odlisnych zon. Periportalni zéna je umisténa nejblize portalni véné a je nejvice zasobena
zivinami a kyslikem. Na ni nased4 zéna prechodné a posledni je zona periacindrni, ze které je
krev odvadéna do centralni vény. Hepatocyty umisténé v riznych zénach jsou heterogenni
ve svych metabolickych funkcich (Hijimans et al., 2014). Hepatocyty periportdlni zony se

podileji na metabolizmu glykogenu, vyuziti aminokyselin a detoxikaci amoniaku.
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Metabolizmus xenobiotik je pievazné zprostiedkovan hepatocyty prechodné zony.
Biotransformaéni reakce, syntéza glutaminu a glykolyza jsou typické pro hepatocyty

periacinarni zony (Ma et al., 2020).

Centralni véna

Portobiliarni prostor

Jaterni lalucek

Obr. 1: Mikroskopicka struktura jater. 1 — periportalni zona, 2 — pfechodna zona,
3 — periacindrni zona (upraveno dle Kietzmann, 2017).

Laboratorni vysetieni jaternich markert je dilezitou soucasti ur¢eni diagndzy a monitorovani
jaterniho poSkozeni. Jaterni testy 1ze rozdélit do tii skupin. Prvni skupinou je indikace funkci
jater, pii které jsou provadény koagulacni testy, je stanovovan sérovy bilirubin a celkovy
protein. Druhou skupinou jsou markery jaterniho posSkozeni, které zahrnuji stanoveni
sérovych hladin alaninaminotransferazy (ALT), aspartitaminotransferazy (AST), alkalické
fosfatazy (ALP), y-glutamyltransferazy (GGT) a laktatdehydrogendzy (LDH). V nékterych
ptipadech je stanovovana sérova hladina glutamétdehydrogenazy. Posledni skupinou jsou

markery virové hepatitidy (McGill, 2016).

ALT a AST jsou nejvice interpretovanymi jaternimi markery (McGill, 2016). Oba tyto
markery jsou pomérn¢ senzitivni, ale nejsou specifické pro cilové organy. Zvyseni jejich
1 pti poSkozeni svalii nebo pankreatitidé. V cytozolu hepatocytli je obsazeno velké mnozstvi

ALT, coz z ni déla vice specificky jaterni marker nez AST, kterd se nachdzi kromé jater

15



v kosternim svalstvu a srdci. GGT, LDH a ALP také nejsou specifické pouze pro jaterni
poskozeni. Sérovy bilirubin je specificky jaterni marker, ale jeho nevyhodou je nizka citlivost,
jelikoZz k vysokému nartistu dochédzi az kdyz jatra ztrati pfiblizné 50 % své vylucovaci

kapacity (Schnackenberg et al., 2012).
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2 KULTIVACE BUNEK IN VITRO

Kultivaéni média obsahuji dilezité¢ latky, které vytvareji podminky nezbytné pro rast
adobrou funkci bunék. Obsahuji napf. pufry, glukézu, aminokyseliny, antibiotika,
anorganické soli nebo vitaminy. Pomér a slozeni média se lisi dle podminek potiebnych
pro kultivaci (Selenius et al., 2019). Pouzivand média Ize rozd¢lit dle slozeni na pfirodni
auméla. Mezi pfirodni média patii plazma, sérum, rizné tkanové extrakty (napft. z jater,
kostni dfen¢ nebo nadorti) nebo krevni srazeniny. Jejich nevyhodou je proménlivé slozeni.
Umeéla média jsou vyrabéna z anorganickych a organickych komponent, jejich sloZeni je
odli$né v zavislosti na pozadovanych vlastnostech, tj. prodlouzena zivotnost, neomezeny rist

a dalsi konkrétni vlastnosti (Arora, 2013).

Bézné pouzivanymi kultivaénimi médii jsou Eagle’s Minimal Essential Medium (EMEM),
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Rooswell Park Memorial Institute -1640
(RPMI-1640) a Ham’s F12 medium. Nejroz$itenéjSim umélym kultivaénim médiem je
EMEM, které obsahuje anorganické soli, neesencialni aminokyseliny, L-glutamin, pyruvat
sodny a uhlicitan sodny. Pouziti EMEM pro §ir$i okruh bunék Ize rozsifit modifikaci slozeni.
Nejznaméjsi modifikaci EMEM je DMEM (Philippeos et al., 2012). DMEM v porovnani
s EMEM obsahuje aZz dvakrat vyS$s$i koncentraci aminokyselin, koncentrace vitaminid je
Styfikrat vyssi. Casto je do média piidavano fetilni hovézi sérum (FBS). RPMI-1640
obsahuje nizké koncentrace vapniku a hoi¢iku a vysoké koncentrace fosfatd. Je hojné
vyuzivano pro kultivaci suspenznich bunéénych kultur, jako jsou leukocyty nebo lymfocyty
(Yao a Asayama, 2016). Ham’s F12 medium je kompletné syntetické. Sérové bilkoviny jsou
nahrazeny kyselinou linolovou a putrescinem. Toto médium bylo vyvinuto pro bezsérovou
bunck (Arora, 2013). Pro kultivaci adherentnich bunéénych kultur jsou nej€astéji vyuzivany

EMEM, DMEM nebo Ham'’s F12 medium (Yao a Asayama, 2016).

Vyznamnou slozkou kultivaénich médii je FBS, coz je sérum hovéziho plvodu, které
obsahuje fadu vyznamnych latek, jako jsou hormony, proteiny, vitaminy, anorganické soli,
mastné kyseliny nebo sacharidy. Ackoliv je FBS pro své slozeni ¢asto pouzivano, doprovazi
jej fada omezeni. Mlze obsahovat nepfiznivé endotoxiny, mikroorganizmy nebo protilatky,
kter¢é mohou ovlivnit kultivované buiky. I zvySujici se cena FBS v poslednich letech je

zna¢nou nevyhodou (Chelladurai et al, 2021).
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Kultivace bunék vyzaduje zabezpeCeni a udrzeni zakladnich fyzikdlnich podminek
pottebnych pro jejich rist. Inkubator zabezpecuje stabilni teplotu 37 °C, ktera je fyziologicka
pro lidsky organizmus, a vzduch obsahujici 5 % COz s relativni vlhkosti 95 % (Philippeos et
al., 2012). CO: se podili na udrzovani konstantniho pH kultivatniho média pomoci
pufra¢niho systému CO2/HCO;", ve kterém je udrzovana rovnovédha mezi vzdusnym CO:
a HCO3™ v kultivacnim médiu. Tento pufracni systém je levny a pro bunky netoxicky (Butler,

2003).

Pro sledovéni pH je do kultivaéniho média pfidavan acidobazicky indikator fenolova Cerven.
Tento indikator ma zluté zbarveni pii pH 6,4 nebo niz§im, a prechazi v Cervené zabarveni
pti pH 8,2 nebo vyssim. Pii optimélnim pH 7,4 je kultivaéni médium v ptitomnosti fenolové
cerveni zbarveno jasné€ Cervené¢ (Morgan et al., 2019). Zménu pH kultivacniho média lze tedy
jednoduse odhalit zménou zbarveni indikatoru. Diky tomu nejsou buiiky dlouhodobé

vystaveny nevhodnému kultivaénimu prostredi.

Pti praci s bunéénymi kulturami je velmi dilezité pracovat tak, aby bylo zabranéno jakékoliv
kontaminaci. Hlavnim zdrojem kontaminace je laboratorni personal, prostiedi a kultivaéni
médium. Chemickymi kontaminanty mohou byt necistoty v kultivaénim médiu, endotoxiny,
detergenty nebo dezinfekéni prostiedky. Mezi vazné biologické kontaminanty patii bakterie,
viry, plisné, kvasinky a parazité. JelikoZ tyto organizmy rostou velmi rychle, je dulezité jejich
ptipadnou pfitomnost v kultivatnim médiu odhalit co nejdiive (Stacey, 2011). Mohou
zpisobovat zmény ve fenotypu nebo genotypu kultivované bunééné kultury, svymi
metabolity ovlivilovat pH kultivaéniho média, vycerpavat dllezité ziviny pro rast
kultivovanych bunék nebo produkovat toxické latky, které mohou zplsobit smrt
kultivovanych buné€k (Segeritz a Vallier, 2017). Mikrobidlni kontaminaci lze ptfedchazet
pfidanim antibiotik do kultivaéniho média. I kdyZ se jedna o velmi jednoduchy zptsob, jak
potlacit infekci, je rutinni dlouhodobé pouziti antibiotik upozad’ovéano, jelikoz muize vést
ke vzniku rezistentnich mikroorganizmi. Antibiotika mohou také ovliviiovat biochemické
procesy probihajici v bunikdch. Proto je zdkladem prevence kontaminace aseptickd prace

a v pripadé kontaminace bunécné kultury je upiednostiiovana jeji likvidace (Langdon, 2004).
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2.1 2D Kkultivace

Buiky kultivované v jedné vrstvé, které jsou piichycené k rovnému povrchu plastové nadoby,
jsou tradi¢nim modelem kultivace v 2D uspofadani. Vyhodami 2D kultivace jsou nizké
naklady. Naopak velkou nevyhodou je ztrata mezibunééného kontaktu a kontaktu bunck
s mezibunénou hmotou. Nasledkem jsou zmény v bunécné morfologii, které ovliviuji
funkce bunék a mohou vést ke ztraté specifického fenotypu bun¢k. Adherované bunky, které
postradaji kontakt s mezibunécnou hmotou, ztraceji polaritu a jsou citlivéjsi k apoptoze
(Kapalczynska et al., 2018). V tomto uspotadani maji buniky neomezeny piistup ke kysliku,
zivindm, metabolitim a signalnim slouc¢eninam. In vivo je dostupnost téchto latek omezena
diky pfirozené struktufe tkané, kde builky obléha extracelularni matrix (Pampaloni et al.,
2007). Pro fadu nevyhod 2D kultivace jsou hledany nové strategie, které 1épe vystihuji in vivo

podminky. Ptikladem jsou kultivacni systémy v 3D usporadani (Kapalczynska et al., 2018).

2.2 3D kultivace

Kultivace v 3D uspotadani umoziuje provadét studie v prostiedi 1épe napodobujicim in vivo
podminky za pouZiti in vitro modelu, ktery zastifiuje klasickou kultivaci v 2D uspotadani,
pokusy na zvifatech a klinické studie provadéné na lidech. Velkou vyhodou je moZnost
upravovat okolni bunééné prostfedi bez nutnosti upravy samotnych bunék. Bunky vykazuji
lepsi vlastnosti, jelikoZ jsou pfi 3D kultivaci zohlednény jak mezibunécné interakce,

tak interakce bun¢k s mezibunéénou hmotou (Mohandas et al., 2023).

Podle zptisobu ptipravy 1ze 3D modely rozdélit na scaffoldové modely, kde bunky interaguji
se substratem, a modely suspenznich kultur. Suspenzni kultury lze docilit zabranénim
adherence na povrchy za vzniku bunéfnych agregati ¢i sféroidii nebo kultivaci
v koncentrovaném médiu ¢i v gelovych substancich (Fontoura et al., 2020). Pfi pouziti
agardzy jsou nejprve buinky smichdny s agarézou a kultivaénim médiem. Takto pfipravena
suspenze je nalita na desticku a po ztuhnuti je pfidana druha vrstva jednotlivych bunék
v kultivaénim médiu. Tento zplsob je ale velmi zdlouhavy a bunky jsou zagaru tézko
extrahovatelné. V druhém piipadé jsou buinky kultivovany v matrigelu, coz je hydrogel
obsahujici celou ftadu proteint. Bunky kultivované v matrigelu vytvareji struktury
pfipominajici tkan¢ a lze je obnovit pro dalsi ucely. Nevyhodou matrigelu je, Ze obsahuje

endogenni slozky, které ovliviiuji tvorbu 3D struktur (Kapalczynska et al., 2018).
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2.2.1 Scaffoldy

Scaffoldy neboli extracelularni matrice, jsou vysoce porézni materialy, které podporuji
bunécny riist, organizaci a diferenciaci. Buiikdm kultivovanym na scaffoldech je umoznéno
migrovat mezi vlakny materidlu a pfichycovat se na n¢. Nevyhodou je, Ze se buiky
po ptichyceni zplostuji, a ziskavaji adherentni vlastnosti (Lee et al., 2008). Ptfirodnimi
materidly pouzivanymi pro tvorbu scaffoldi jsou hedvabi, kolagen, Zelatina, fibrinogen,
kyselina hyaluronovd nebo alginat. Vyhodou téchto materidlli je jejich biodegradabilita
a snadna dostupnost. Jsou bioaktivni, coz znamena, ze jsou schopné s buiikami interagovat.
Mezi syntetické pouzivané materidly patii polyethylenglykol, polymethylmethakrylat,
polystyren, polymer kyseliny glykolové a kopolymer kyseliny mlécné a kyseliny glykolové.
Tyto materidly jsou inertni a dlouhodobé skladovatelné, také usnadniuji obnovu poskozené
tkané a lze prizplsobit jejich poréznost. Mimo to jsou vysoce mechanicky odolné (Dhaliwal,
2012). VSechny tyto materidly jsou pouzivany ve formé hydrogeli. Buiiky mohou byt
naneseny na povrch vrstvy ztuhlého hydrogelu nebo mohou byt smichany s kapalnym
hydrogelem a nasledné pieneseny na desticku, kde jsou béhem tuhnuti ptichyceny k povrchu,

ktery je jiz pokryt vrstvou hydrogelu (Hoarau-Véchot et al., 2018).

2.2.2 Sféroidy

Stéroidy jsou jednoduché modely, kde bunky produkuji extraceluldrni matrix,
ve které pfetrvavaji, a jsou schopné interagovat s dalSimi buinikami. Nejstar§Sim zplsobem
vytvareni sféroidu je metoda visici kapky. Po prevraceni desticky s bunéénou suspenzi bunky
samovolné agreguji na spodni casti kapky (Fennema et al., 2013). Alternativou je pouziti
rotanich ban€k a bioreaktorli. V rotacnich bankach je obsah promichdvan michadlem,
zatimco u bioreaktoru je otdCena celd kultivatni nadoba. Suspenze bunék je vloZena
do kultivacni nddoby a jejich suspenzni stav je zachovan tfepanim nebo zvySenim viskozity

kultiva¢niho média ptidanim karboxymethylcelul6zy (Hoarau-Véchot et al., 2018).

Dals§im zptsobem je pouziti desticek, které zabraiuji adherenci bun€k k povrchu a zvysuji
mezibunééné interakce. Prvnim typem jsou ploché desticky, které jsou pokryté agar6zou nebo
polymerem 2-hydroxyethylmethakryldtem. Dale mohou byt pouzity desticky s rizné
tvarovanym dnem do pismene U nebo V nebo je jejich povrch pokryt riznymi mikrovzory
(Koledova, 2017). Vyhodami kultivace na destickach zabranujicich adhezi jsou jednoduché
uspotadani, snadna a rychla kultivace a jednoduchéd extrakce bunék z média pro dalsi

experimentalni pouziti. 3D struktury jsou zfetelné po tfech dnech kultivace. Ne¢které bunééné
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linie vyzaduji specidln€ upravené desticky potazené specifickymi materialy, kterymi mize byt

polystyren nebo hydrogel (Kapatczynska et al., 2018).

Modernim pfistupem pro ziskavani sféroidii je magnetickd levitace. Bunky jsou kratce
kultivovany s magnetickymi nanocasticemi, nasleduje aplikace vnéjsitho magnetického pole,
které podporuje agregaci bunék a vznik sféroidii. Takto vzniklé sféroidy lze déle uzivat
bez potieby magnetického pole. Nevyhodou je mozna nepfizniva interakce magnetickych
nanocastic a bunék, ktera maze vést ke zméné funkci a mezibunééné komunikace (Belfiore et

al., 2021).

2.2.3 Organoidy

Organoidy jsou specidlnim typem 3D modelu. Jednd se o multicelularni in vitro Utvary,
které odrazeji in vivo uspotradani. Organoidy jsou tvofeny z kmenovych bunék piiblizné tak,
jak by to probihalo in vivo. Cim vyssi je potencial kmenové buiiky, tim komplexn&jsi je
vznikly organoid (De Souza, 2018). Ze vSech dostupnych bunéénych modelt vykazuji
organoidy molekuldrni a fyziologické podobnosti nejvice podobné pozadované tkani.
Organoidy z pluripotentnich bun€k maji omezeny rust, vznika u nich nekrotické jadro a svym
vyvojem jsou podobné fetdlni tkani. KdyZ bunky dosdhnou uspofadéani organoidu, nelze jejich

funkce a chovéni kontrolovat (Rauth et al., 2021).
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3 TESTOVANI HEPATOTOXICITY IN VITRO

Bunécné kultury jsou dilezitou soucasti studia fyziologickych a patofyziologickych procesti,
diferenciace bun¢k, metabolickych procest nebo cytotoxicity. Jednd se o systémy, kde jsou
bunky kultivovany in vitro v kultiva¢nich mediich za specifickych podminek, které mohou
byt ménény dle potfeb sledovaného procesu. Buiiky mohou byt ziskavany piimo z tkéani
enzymatickymi a mechanickymi postupy nebo z bunécnych linii, které byly jiz predem
pfipraveny. Bunécné procesy lze studovat i u tkani skladajicich se zvice typt bunék,

u kterych by to in vivo bylo velmi slozité az nemozné (Ulrich a Pour, 2013).

Bunééné kultury v laboratofich Ize rozdélit do tfi hlavnich skupin: primarni bunééné kultury,
bunééné linie a kmenové bunky. Primdrni bunécné kultury jsou izolovany piimo
z pozadovanych organii nebo z tkdni. Tkané a orgény jsou tvofeny vice typy bunck,
proto i primarni bunécné kultury mohou obsahovat heterogenni populaci bunck (Segeritz
a Vallier, 2017). Izolaci zvoleného typu bunék lze provést pouzitim vhodného selektivniho
média obsahujiciho latky, které podpofi rist pouze pozadovaného typu primarnich bunék.
Z priméarnich bunéénych kultur mohou byt odvozeny bunééné kmeny, které vznikaji
provedenim jejich minimaln€ jedné subkultivace. Zachovavaji si svlj chromozomalni
karyotyp v zavislosti na tkdni nebo organu, ze kterého byly primarni buniky izolovany. Maji
omezenou Zivotaschopnost (Hayflick a Moorhead, 1961). Bun&tné linie vznikaji subkultivaci
a imortalizaci z primarnich kultur nebo jsou izolovany znadorovych bunék. Jejich
vyznamnou vlastnosti je, ze se mohou opakované¢ délit a maji neomezenou zivotnost (Segeritz
a Vallier, 2017). Po urcitém poctu déleni builkky bézné prechazi do faze tzv. senescence.
V této fazi se bunky jiz dale ned€li, bunécny cyklus téchto bunék je nevratné zablokovan
v Gl fazi, ale jeSté nedochazi k jejich smrti. U bunécnych linii je dulezité, aby k fazi
senescence nedochazelo (Hahn, 2002). K imortalizaci bun€k muiZe dojit spontanné, jako je
tomu u nadorovych bunc¢k, dale aktivaci enzymu telomerazy, kterd je schopna prodluzovat
telomery na chromozomech, nebo miiZze byt imortalizace iniciovana genovou manipulaci viry.
Hlavnim uc¢inkem virové imortalizace je inaktivace proteind, které reguluji bunéény cyklus,
mezi né patii proteiny p53, pl6, pl4, p21 a retinoblastomovy protein (Bardet et al., 2023).
Posledni skupinou jsou kmenové buiiky, které maji schopnost sebeobnovy a diferenciace
v ruzné specializované bunky. Tato schopnost je ovlivnéna jejich pivodem. Pluripotentni
kmenové bunky jsou ziskdvany z embrya nebo indukci pluripotence v somatickych buiikach.
Druhym typem jsou builky mezenchymalni, které jsou izolovany napt. z kostni diené

¢i tukové tkan¢ (McKee a Chaudhry, 2017).
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Bunécné kultury lze rozdélit podle charakteristického riistu do dvou zadkladnich skupin
na adherentni a suspenzni. Adherentni bunééné kultury jsou piti kultivaci pfichyceny
k podkladu v jedné vrstvé, zatimco suspenzni bunécné kultury jsou volné rozptyleny
v kultivaénim médiu (Baghirzade, 2021). Adherentni kultury musi byt pfed pasazovanim
rozvolnény enzymaticky nebo mechanicky a jejich rlst je omezen povrchem kultivacni
nadoby, kdy se v ptipad¢ zaplnéni povrchu jiz ddle nedéli (Pamcham et al., 2023). Tento jev
se nazyva kontaktni inhibice a je typicky pro fyziologické bunky. Rakovinné bunky
nepodléhaji kontaktni inhibici, rostou nekontrolovatelné a prertstaji se (Mendonsa et al.,

2018).

Pasdzovéani suspenznich kultur je snaz$i, jelikoz nevyzaduji zadné z enzymatickych ani
mechanickych technik rozvoliiovani. Rist je vtomto pfipadé omezen poctem bunck
v kultivaénim médiu (Pancham et al., 2023). Mezi nejcastéji vyuzivané bunécné linie
pro in vitro testovani hepatotoxicity patii bunécné linie ziskané z hepatocelularniho
karcinomu. Jedna se naptiklad o bunécné linie HepG2, HuH7, HepaRG nebo Hep3B. Tyto

bunééné linie nahrazuji primérni kultury hepatocytt (Donato et al., 2013).

3.1 Primarni lidské hepatocyty

Priméarni hepatocyty nejlépe odrazeji skutecné metabolické procesy v jatrech. Je s nimi
ale spfazeno mnoho nevyhod. Nevyhodami jsou nepravidelnd dostupnost a fenotypova
nestabilita, kterd negativné ovliviiuje reprodukovatelnost vysledkli vzhledem k rozdilnym
darcim primarnich kultur. Velkou nevyhodou téchto bunék je jejich omezena
Zivotaschopnost, nizka schopnost proliferace arychla ztrata specifickych funkci. Pro fadu
nevyhod je jejich pouziti v rutinnim provozu upozad’ovano a nahrazovano jinymi bunécnymi

modely (Donato et al., 2013; Zeilinger et al., 2016).

Dilezitym markerem pro hodnoceni jaternich bunécnych modelll jsou cytochromy P450
(CYP). CYP enzymy jsou integralni hemoproteiny nachazejici se v mitochondrialni
membrané nebo v endoplazmatickém retikulu (Korobkova, 2015). Jsou to enzymy,
které v lidském organizmu umoziuji metabolizovat fadu latek, jako jsou léCiva, praimyslové
chemikalie, latky zneciSt'ujici Zivotni prostfedi nebo pesticidy. Vyznamné se uplatiiuji
pii prvni fazi oxidativni biotransformace xenobiotik (Schneider a Clark, 2013). V lidském
organizmu jsou CYP zodpovédné za 80 % oxidacnich procesti a pfiblizné za 50 % vSech
eliminacnich procest, ve kterych vystupuji jeden nebo vice enzymi z rodiny CYP1 az CYP3.

Ptiblizn€ z 95 % se na metabolizmu zprostiedkovaném CYP podileji CYP1A2, CYP2C9,
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CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4. Kromé jater, kde jsou zastoupeny nejvice, je nalézame také
v ledvinach, placenté, gastrointestinalnim traktu, plicich, srdci nebo mozku (Zhao et al.,

2021).

Ve studii autorti Klieber et al. zroku 2010 byly zméfeny a porovnany aktivity CYP1A2,
CYP2D6, CYP2C9, CYP3A4 u Cerstvé izolovanych lidskych hepatocyti. Velmi rozdilné
aktivity zpiisobené rozdilnymi darci byly zaznamenany u CYP1A2, CYP2D6 a CYP3A4.
Rozdilnost aktivity CYP1A2 je pravdépodobné spojend s pozménénou genovou expresi,
jelikoz se aktivita tohoto enzymu u kazdého jedince 1isi v zavislosti na piijimané stravé nebo
muze byt ovlivnéna environmentdlnimi faktory ¢i koufenim. Aktivita CYP2C9 byla
v porovnani s vySe zminénymi CYP o jeden fad nizsi (Klieber et al., 2010). V dalsi studii
autorl Anthérieu et al. z roku 2010 byly porovnany exprese gent jaternich markerit v odlisné
starych kulturdch primarnich lidskych hepatocytl, které byly kultivovany jeden a tii dny.
Transkripce genii pro enzymy CYP2CS8, CYP2C9, CYP3A4 a UDP-glukuronosyltransferaza
(UGT) 1A1 byla sniZena a po tfech dnech byla zvySena. Exprese geni CYP1A2, CYP2B6,
CYP2E1 byla kontinudln€ a rapidné snizovana. Enzymy CYP1Al, CYP2A6, CYP2CI19,
CYP2D6 a glutathion-S-transferaza byly relativné stabilni (Anthérieu et al., 2010).

Primarni lidské hepatocyty kultivované ve 3D uspofddani vykazuji vyssi aktivity CYP
enzymul, vys$§i expresi CYP mRNA a lepsi indukovatelnost produkce CYP enzymi
v porovnani s 2D kulturami. V sou€asné dob¢ jsou vyvijeny azkouméany 3D kultury
hepatocytti, které by nahradily nedostacujici 2D kultury, jejichz nevyhodami jsou rzna
exprese CYP aktivity, rozdilna indukovatelnost a ztrata diferenciace v Case (Berger et al.,

2016).

3.1.1 Izolace primarnich lidskych hepatocyti

Dulezitym krokem pii ziskavani primarnich bunék je jejich izolace. Primarni lidské
hepatocyty mohou byt izolovany bud’ z celych jater nebo z Casti jaterni tkan¢ pomoci techniky
dvoukrokové kolagenazové perfuze, kterd byla poprvé demonstrovana v roce 1969 pii izolaci
hepatocyti z krysich jater (Berry a Friend, 1969). Od té doby byla tato metoda znacné
modifikovana a vylepSena, dnes patii mezi nejpouzivangj$i enzymatické metody izolace

hepatocytti (Chen et al., 2022).

Po odbéru jaterni tkané je vzorek ihned umistén do ledového DMEM. Dilezitym krokem je
promyti pomoci fosfatového pufru (PBS, pH 7,2), kdy je odstranéna piebyte¢na krev. Také

jsou vybrany dvé vhodné cévy, do kterych jsou nasledn¢ zavedeny kanyly pro dalsi perfuzi
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pufry. Vybrany jsou ty cévy, které prokrvuji co nejrozsahlejsi ¢ast jaterni tkan€, a zaroven
musi byt zavedené kanyly idedln€ umistény co nejdale od sebe. Po zavedeni kanyl jsou ostatni
cévy zasity, aby se zamezilo Uniku pufri z tkané. Nasledné je tkan perfuzovana 20 minut
pufrem bez véapenatych iontl a kolagenazy. DalSim krokem je perfuze pufrem s obsahem
CaCl; a kolagenazy IV. Tkan je na 30 minut pfenesena do nadoby s pufrem obsahujicim 1%
hovézi sérovy albumin a poté je rozfezdna na mensi ¢asti. Fragmenty jaterni tkané jsou
prefiltrovany. Nasleduje centrifugace pii nizké rychlosti. Po odstranéni supernatantu je peleta
bun¢k promyta pufrem aresuspendovana v Hank’s Buffered Saline Solution s5 % FBS.
Bunky jsou kultivovany pti 37 °C v inkubatoru s vysokou vlhkosti a 5 % CO» (Figueiredo et
al., 2021; Bhogal et al., 2011).

3.1.2 Kultivace primarnich lidskych hepatocytu

Dlouhodobé kultivace primarnich hepatocytii neni vhodna, jelikoz tyto bunky rychle ztraci
svoji zivotaschopnost a funkénost. Bylo prokazano, ze Zivotaschopnost bunék izolovanych
z tkéni dospélych pacientl se pohybuje mezi dvéma az tremi mésici, zatimco buiiky izolované
z tkani mladych pacientii jsou schopné piezivat vice nez tii mésice (Su et al., 2019). Bézné
jsou primarni hepatocyty kultivovany na jedné vrstvé kolagenového gelu. U kultiva¢niho
média je rozhodujici obsah séra. Pro kratkodobé kultivace se voli kultiva¢ni média bez obsahu
séra. Pfikladem média pro kratkodobou kultivaci je médium s nazvem Williams™ medium E,
ve kterém Ize bunky kultivovat az 10 dni. Komeréné dostupné médium Hepatocyte Culture
Medium je urCeno piimo pro kultivaci hepatocyti a vytvaii nejpiiznivéjsi podminky
pro kultivaci. Dlouhodobé kultivace trvajici az né€kolik tydnl vyZaduji médium s obsahem

séra (Shulman a Nahmias, 2012).

3.2 Zvireci jaterni bunééné kultury

Zviteci bunécné kultury jsou takové kultury, které pochéazeji ze zvifecich tkéni a organ,
a predstavuji dilezitou souc¢ast pti kazdodennich jednoduchych i pokrocilych vyzkumech. Lze
na nich studovat rozséhlej$i mechanizmy onemocnéni nebo cytotoxicity a poznatky ziskané
z téchto studii I1ze nasledné aplikovat na lidské bunécné kultury. Praci se zvifecimi kulturami
doprovazi spousta etickych problémi. Podléha také piisnym restrikcim, které upravuji
podminky pii zachazeni se zvifaty tak, aby zvife trp€lo co nejméné bolesti a nepohodlim
pii usmrceni nebo operovani. Mezi zvifeci bunééné linie bézné vyuzivané pro vyzkum
hepatotoxicity patfi bunécnad linie Hepa-lclc7 odvozend od bunécné linie pochazejici
z karcinomu jater mysi a bunécné linie FaO a H4IIE, které pochézeji z krysiho jaterniho

karcinomu (Donato et al., 2013). Pro vyzkum lze vyuzivat i zvifeci hepatocyty, které jsou
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ziskavany zcelé¢ jaterni tkané obdobnym zplisobem jako lidské hepatocyty, tedy
enzymatickou nebo mechanickou izolaci. Zdrojem jaterni tkané jsou mali zivocichové.
Vyuzivany jsou jak ryby, obojzivelnici a ptaci, tak i savci. Ze savcl jsou pro vyzkum
nejcastéji vyuzivani kiecci, kralici, psi, primati ¢i piezvykavci. Parenchymalni buiiky jsou

ziskavany z vétsich savcl pomoci klinové biopsie (Guillouzo, 1998).

Dal§imi dostupnymi bunéénymi modely jsou imortalizované bunécné linie primdrnich
Itovych bunck, které byly izolovany z krysi nebo mysi jaterni tkané. Tyto bunky jsou
dalezitym in vitro modelem pro ziskdvani poznatki o fibrotickych procesech (Herrmann et
al., 2007). V soucasné dob¢ je k dispozici kolem tficeti bunécnych linii Itovych bunék. Své
vyuziti nachazeji pii vySetfovani syntézy extracelularni matrix, metabolizmu retinolu,
bunécné toxicity, proliferace, adheze a migrace bunék (Nanda et al., 2022). Imortalizované
linie Itovych bun€¢k mohou byt ziskany z primarnich Itovych bunék riiznymi procesy,
napf. vystavenim UV zafeni nebo opi¢imu viru SV40. Déle potom tupravou exprese
telomeraz, ptfimou izolaci z hepatokarcinomu nebo samovolnou imortalizaci béhem kultivace
Piikladem mySich imortalizovanych Itovych bunék jsou linie GRX, SV68, A640-IS, MI-
4HSC a A7. Zastupci krysich imortalizovanych Itovych bunék jsou HSC-T6, NFSC, PAV-1,
BSC nebo MFBY2 (Herrmann et al., 2007).

3.3 Lidské jaterni bunécéné linie
3.3.1 HepG2
Nejpouzivangj$i bunéénou linii odvozenou od lidského hepatomu je bunééna linie HepG2.
Tyto buiiky pochéazeji ze tkan€é odebrané pii biopsii diferencovaného hepatocelularniho
karcinomu patnactiletého chlapce. Vyhodou HepG2 bunék je schopnost napodobovat funkci
hepatocytli v organizmu, ato syntetizovat a vyluCovat plazmatické bilkoviny, dale
metabolizovat a transportovat cholesterol, triglyceridy (TG) a lipoproteiny. V neposledni fadé
je také vyhodu HepG2 bunck jejich schopnost syntetizovat zlu€ové kyseliny a glykogen
(Donato et al., 2014). DalSimi vyhodami je vysokd mira proliferace, neomezend dostupnost
bunék, jednoducha manipulace s bunkami, relativné nizké ndklady na kultivaci a stabilni
fenotyp (Donato et al., 2013). Oproti kulturdm primarnich hepatocyt vykazuji HepG2 bunky
nizkou aktivitu enzymi CYP (Guo et al., 2011).
Fenotyp HepG2 je v porovnani s primarnimi hepatocyty velmi omezeny a proteiny kodované
jejich genomem jsou srovnatelné s proteiny lidskych fetdlnich hepatocytl, které jsou ale
odlisné od hepatocytti dospélého jedince. Piednostné exprimuji CYP1A1 pfed CYP1A2
a vykazuji vyssi expresi CYP3A7 v porovnani s CYP3A4 a CYP3AS (Stanley a Wolf, 2022).
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HepG2 jsou oblibenym a rozSitenym modelem pii metabolickych studiich 1é¢iv
a toxikologickych studiich, ale pro jejich nizkou aktivitu CYP3A4 a dosud neuspéSnou
indukci tohoto enzymu nejsou vyuzivany pfi studiich predikujicich vzéjemné interakce 1éCiv
(Gerets et al., 2012).

Aktivita enzyml druhé faze biotransformace u HepG2 je celkové niz§i v porovnani
s primarnimi hepatocyty. Aktivita UGT je pfiblizn¢ padesatkrat niz§i a celkova aktivita
glutathion-S-transferazy (GST) piiblizn¢ ctytikrat niz§i. U HepG2 pozorujeme snizené
hodnoty transkripti UGT, sulfotransferazy (SULT), GST a N-acyltransferazy v porovnani
s priméarnimi hepatocyty. Vzhledem ke snizené aktivité téchto enzymua jsou HepG2 odolné
vuci n€kterym znamym cytotoxickym slouceninam, u kterych je jejich cytotoxicita prokazana

na primarnich hepatocytech (Westerink a Schoonen, 2007).

Bunky HepG2 kultivované ve 3D strukturach jsou schopny exprimovat §irsi Skalu biomolekul
a svymi vlastnostmi se blizi vice hepatocytiim nez pti 2D kultivaci. 3D kultivované HepG2
po 28 dnech nabyvaji ztracenych jaternich funkci. Jsou schopny ukladat glykogen,
transportovat Zlucové soli v nové vytvoifenych Zlucovych kandlcich a produkovat vice
albuminu (ALB). Také se zvySuje aktivita fady enzymi prvni a druhé faze biotransformace
(CYP1A2, CYP2EI1, CYP2C9, UGT a SULT). Pti1 dlouhodobé¢ kultivaci maji buitky HepG2
metabolickou aktivitu zvySenou nezavisle na zptsobu kultivace (Luckert et al., 2016).
Vyhodou kultivace HepG2 ve 3D wuspofddani je zvySend strukturdlni integrita

a Zivotaschopnost v disledku lepSiho napodobeni in vivo podminek (Kaur et al., 2018).

3.3.2 HepaRG

HepaRG jsou buiiky, které byly izolovany z tumoru jater od pacientky s chronickou cirh6zou
zpusobenou infekci virem hepatitidy C (Gripon et al., 2002). V dneSni dob¢ piedstavuji
moznou alternativu primarnich hepatocytli, protoze si pfi kultivaci zachovavaji celou fadu
specifickych funkei. V porovnani s primarnimi hepatocyty je kultivace HepaRG bun¢k méné
finan¢n¢ nakladna. Na rozdil od HepG2 si diferencované HepaRG zachovavaji vysokou
aktivitu enzymu z rodiny CYP, tato aktivita je srovnatelna s aktivitou primarnich hepatocyti
(Marion et al., 2010). HepaRG buiiky maji charakter bipotentniho progenitoru, coz znamena,
ze jsou schopny se diferencovat v buiiky podobné hepatocytim a buitkdm zluc¢ového kanalku.
Pokud jsou tyto hepatocyty vyselektovany a kultivovany pii vysoké denzité, zachovavaji si
svlyj diferencovany stav a aktivné proliferuji. Pii nizké denzit€¢ transdiferencu;ji
v hepatocytarni a zlucové linie (Cerec et al., 2007). V ranych kulturach vykazuji charakter

epitelidlnich bun¢k schopnych diferenciace, kterou lze indukovat aplikaci dimethylsulfoxidu
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(DMSO), kdy vznikaji hepatocyty obklopené buiikami zlucovych cest. Takto diferencované
hepatocyty vykazuji vysokou aktivitu CYP, kterd je u nediferencovanych bunék nizka

az nedetekovatelna (Marion et al., 2010).

Bunky HepaRG jsou schopny exprimovat 81 az 92 % gent aktivnich v lidskych hepatocytech.
Je ovSem dilezité mit na paméti, ze tyto bunky také exprimuji geny odkazujici na jejich
puvod a transformovany stav. Mohou tedy vykazovat chromozomadlni abnormality a jejich
aktivita je ovlivnéna pfitomnymi diferencovanymi bunikami zlu¢ového kanalku (Rogue et al.,
2012). Bazalni hladiny CYP jsou zévislé na nckolika parametrech, jako jsou kultivacni
podminky, pfitomnost DMSO, vybér substratu, koncentrace a doba expozice latce indukujici
CYP (Aninat et al., 2006). Ve studii Anthérieu et al. bylo zjiSténo, ze exprese a aktivita
nékterych genil se velmi méni v pfitomnosti DMSO. Bunky HepaRG vykazuji v pfitomnosti
DMSO v porovnani s primarnimi hepatocyty vyrazné snizenou aktivitu CYP1A2, CYP2CS,
CYP2D6, CYP2EI1. Aktivita CYP1A1l, CYP2A6 a CYP2B6 se pohybuje v rozmezi 30 az
50% a enzymy CYP2C9, CYP2C19, GST a UGT vykazuji zvySenou aktivitu
(Anthérieu et al., 2010). Ve studii Aninat et al. vykazovaly bunky HepaRG vystavené¢ DMSO
taktéz vysoké aktivity CYP1A2 a CYP2B6. V této studii autofi zaznamenali navic zvySeni
aktivity CYP3A4 v porovnani s HepaRG kultivovanymi bez DMSO (Aninat et al., 2006).

Ve studii autortt Hoekstra et al. byly v pfitomnosti DMSO zaznamendny o 56 % niZsi hladiny
celkové bilkoviny a zvySené hladiny uvolnénych markert AST a LDH v porovnani
s hladinami v primarnich lidskych hepatocytech. Bunécné kultury bez DMSO 1épe eliminuji
amoniak, a proto je u nich zvySena produkce mocoviny. Také zde byly stanoveny zvySené
hodnoty ALB, karbamoylfosfatsyntetdzy (CPS) a glutaminsyntetazy (GS), které 1ze vysvétlit
rozdilnym uspofaddanim bunck v kultute bez DMSO a s DMSO. Obé tyto kultury obsahuji
shluky kubickych granuldrnich bun¢k obklopenych shluky velkych plochych bun¢€k (Obr. 2).
Pti kultivaci DMSO snizuje expresi ALB, CPS a GS v plochych bunikach, zatimco granularni
bunky déle exprimuji ALB, CPS a GS. Kultury bez DMSO exprimuji ALB, CPS a GS
v kubickych 1 v obklopujicich shlucich plochych bunék (Hoekstra et al., 2011).
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Obr. 2: Imunocytochemické barveni bunék HepaRG. PreruSovanymi kruhy zvyraznény

shluky plochych bun¢k, nepierusovanymi kruhy zvyraznény shluky kubickych bunék
(upraveno dle Hoekstra et al., 2011).

Jelikoz si HepaRG zachovavaji své specifické funkce po dobu n€kolika tydni, 1ze je vyuzivat
k metabolickym 1 cytotoxickym studiim dlouhodobého a opakovaného charakteru
pro simulaci chronické expozice. Aplikaci hepatotoxickych latek 1ze v HepaRG bunkach
indukovat steatozu, fosfolipidozu nebo cholestazu (Anthérieu et al., 2012). NejcCastejsi
pric¢inou hepatotoxicity je tvorba reakénich metaboliti v zavislosti na CYP enzymech
nebo vznik aduktl s jaternimi proteiny, které mohou potencidlné spoustét imunitni odpoved'.
Mezi dal$i mechanizmy je zahrnuto naruSeni mitochondridlnich funkci a inhibice

metabolizmu xenobiotik (Lee, 2003).

3.3.3 Huh-7

Huh-7 bunétnd Ilinie byla izolovana vroce 1982 zhepatocelularniho karcinomu
sedmapadesatiletého japonského muze nakazeného hepatitidou C. V porovnani s HepaRG je
jejich kultivace finanéné méné nakladna. Své vyuziti nachédzi pii studiich molekularnich
mechanizmil regulace jaternich genii, G¢innosti a hepatotoxicity 1é¢iv a dale pii vyzkumu

patogeneze infekce virem hepatitidy. Pii kultivaci si zachovavaji aktivitu fady
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metabolizujicich enzymi a bunky jsou proto schopné produkovat plazmatické proteiny jako je
ALB, prealbumin, aj-antitrypsin, ceruloplazmin, nebo fibrinogen (Choi et al., 2009).
V porovnani s primarnimi hepatocyty vykazuji Huh-7 nizsi aktivity CYP enzymt. Aktivita
CYP2D6 v této studii nebyla zaznamenana vitbec. Naopak v porovnani s HepG2 vykazuji
vyssi aktivity CYP enzymu. Pii testovani hepatotoxicity se svymi vlastnosti velmi podobaji

primarnim hepatocyttim (Lin et al., 2011).
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4 TEZKE KOVY

Mezi tézké kovy jsou fazeny ty chemické prvky, které vykazuji kovové vlastnosti. Mezi t€zké
kovy jsou zarazeny ptechodné kovy, metaloidy, lantanoidy a aktinoidy. Existuje nékolik
definic, které charakterizuji t€zké kovy podle jejich hustoty, atomového Cisla, toxicity nebo
chemickych vlastnosti. Dle prvni definice jsou za tézké kovy jsou povazovany chemické
prvky, které se v periodické soustavé nachdzi mezi Cu a Hg vcetné. Tézky kov lze také

definovat tak, ze mezi né& fadime kovy, jejichz hustota je vy3si nez 3 g/cm® (Abdullahi et al.,

2021; Inobeme et al., 2022).

Tézké kovy lze rozdé€lit na stopové prvky dulezité pro lidsky organizmus a tézké kovy toxické
jiz v nizkych koncentracich. Stopovymi prvky dilezitymi pro lidsky organizmus jsou Cu, Fe,
Mn a Zn. Tyto tézké kovy zabezpecuji fadu biologickych funkci a v nizkych koncentracich
jsou pro lidsky organizmus nezbytné,ale ve vysSich koncentracich jsou potencidlné toxické.
Cd, Cr, Co, Pb, Hg, Ni a V jsou pro lidsky organizmus toxické i v nizkych koncentracich
(Ajijaz et al., 2022).

Arsen disponuje kovovymi i nekovovymi vlastnostmi, proto je zafazovan mezi metaloidy.
V ptirodé se As vyskytuje v oxidacnich stavech +III a +V. V Zivotnim prostiedi se nachazi
jak pfirozené, tak vlivem ¢innosti Clovéka. V minulosti byl obsazen v kosmetice nebo
pesticidech. Byl dokonce vyuZivan k 1é¢bé akutni promyelocytarni leukémie. As vstupuje do
organizmu ptevazné oralné. Chronickd expozice As ma za nasledek karcinomy plic, jater,
ktze, ledvin a je spojovana s respiranimi onemocnénimi, neurotoxicitou, nefrotoxicitou,
diabetem a chorobami kardiovaskuldrniho syst¢ému (Hu et al., 2020). V organizmu je As

nejvice akumulovan v jatrech, kde primarn¢ indukuje oxida¢ni stres (Renu et al., 2021).

Vseobecné zndmym toxickych téZkym kovem je Cr a jeho slou€eniny. Jeho toxicita postihuje
fadu orgdni vcetné jater. NejtoxiCtéj§i formou Cr a prokdzanym karcinogenem jsou
slouCeniny obsahujici Cr v oxidacnim stavu +VI. Pfirozené se Cr vyskytuje v rostlinach
a v pude. Cr je vSudyptitomny kontaminant zivotniho prostfedi, je obsazen v automobilovych
emisich a cigaretovém koufi. Pracovnici ve stavebnictvi, kozeluzstvi, kovozpracujicim,
textilnim a dfevozpracujicim pramyslu jsou nejvice exponovani Cr inhalaci. Pro Sir$i populaci
je kriti¢téjSim vstupem Cr do organizmu poziti vody znecisténé primyslovym odpadem

(Pavesi a Moreira, 2020).

Rtut’ je vysoce toxicky tézky kov. Hg se nachazi v elementarnim stavu a vytvaii anorganické
1 organické slouceniny. Tyto tfi formy Hg se 1i$i vstupem do organizmu a jsou odlisné i svoji
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toxicitou. Anorganické slouceniny Hg vstupuji do organizmu primarné oralni cestou
a v omezeném mnozstvi absorpci kiizi. Po vstupu anorganického Hg do organizmu jsou
citlivym organem ledviny, konkrétné¢ proximalni tubuly, a dlouhodoba expozice narusuje
funkce ledvin, které nasleduje polyurie, proteinurie, hematurie a anurie. Elementarni Hg se
ochotné¢ odpafuje a vstupuje do organizmu inhalaci. Z plic jsou pary elementarniho Hg
absorbovany krvi a transportovany po celém organizmu, uklada se v nervové soustaveé, mozku
a ledvinach (Palathoti et al., 2022). Nejrozsifenéjsi organickou slouCeninou pfirozené¢ se
vyskytujici ve vodnim prostfedi je methylrtut® (MeHg). Vysoky pfijem ryb je kriticky

pro expozici MeHg, ktera postihuje pfedev§im nervovy systém (Farina a Aschner, 2019).

Nejvyznamnéj$im tézkym kovem nachdzejicim se v Zivotnim prostiedi je olovo. I pfes
dokazané toxické vlastnosti Pb, je stile hojn€ primyslové vyuzivan a akumulovan, jelikoz je
biologicky nerozlozitelny. V primyslu je vyuzivan, i kdyz jiz ve vyrazné mensi mife,
pii vyrobé pohonnych hmot, baterii, natérovych hmot nebo pigmentii. Pb je vysoce toxicky
kov apo expozici postihuje kazdy organ. Nejcastéji byva expozice Pb spojovéana
s neurotoxicitou a krevnimi onemocnénimi. U muzi dlouhodobd expozice Pb snizuje
plodnost. Vysoka davka Pb u t¢hotnych miize mit za nasledek potraty, a to i opakované (Wani

etal., 2015).

Kadmium se v periodické tabulce prvkl nachazi spoleéné se zinkem a rtuti ve dvanacté
skupiné. Svymi chemickymi vlastnosti pfipomind vice zinek nez rtut. V pfirodé¢ lze Cd
nachazet v oxida¢nim stavu 0, +I a +II, pfiCemz nejstabilnéjsi formou za béznych podminek je
Cd*". Tyto ionty jsou schopné v organizmu nahrazovat kationy véapenaté a sodné, jelikoZ maji
tyto tfi zminéné ionty velmi podobny polomér (Peana et al., 2023). Kadmium ma pomérné
dlouhy polocas rozpadu, a to 10 az 30 let. Denné je vylou¢eno 0,005 az 0,01 % z celkového
mnozstvi Cd v organizmu. Diky nizké exkreci je Cd v organizmu zadrZovéano, coZ muze

negativné ovliviiovat zdravotni stav (Peng et al., 2023).

Cd v lidském organizmu nezastava zaddné fyziologické ani biochemické funkce, neni tedy
esencialni. Hlavnimi vstupnimi cestami do lidského organizmu jsou potrava, voda a vzduch.
Cd ma Siroké prumyslové vyuZiti. Spolecné s niklem je dileZitou soucasti baterii, vyuziva se
jako barevny pigment a je béZznou zneciSt'ujici latkou fosfatovych hnojiv. Snadno ptechazi
z pudy do rostlin a po poziti ¢asti rostliny ¢lovékem vstupuje do organizmu oralni cestou
(de Carvalho Machado et al., 2023). Ve formé aerosolu je do ovzdusi uvoliiovan spalovanim

fosilnich paliv a odpadli nebo téZzbou a zpracovanim tohoto kovu. Dal§im zdrojem Cd je
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cigaretovy kout. Kufaci maji az pétkrat vyssi koncentrace Cd v krvi. Jelikoz je Cd zatazeno
mezi karcinogenni prvky, je zvySend inhalace Cd spojovdna se zvySenym rizikem
vzniku rakoviny plic. Kizi je absorbovano zanedbatelné mnozstvi Cd a pronikd pouze
do pokozky. Prostup do dalSich vrstev klize je limitovan nizkou rozpustnosti Cd v rohové

vrstvé pokozky (Peana et al., 2023).

Primérna denni davka Cd u dospélych se pohybuje v rozmezi 50 ug/kg télesné hmotnosti
u nekutrdkli ve venkovskych oblastech a az 190 pg/den/kg u kuidk v méstskych oblastech.
Poziti 3 az 5 mg Cd muze vyvolat pocit na zvraceni. Po poziti davky 10 az 326 mg Cd
nasleduji typické projevy intoxikace, objevuje se zvraceni, prijem, svalové kieCe. Fatalni
nasledky maji davky 350 mg Cd a vyssi. Takovato koncentrace zptisobuje Sok, akutni selhani

ledvin a smrt (Awadh et al., 2023).

Tézké kovy poskozuji buniky predevsim oxidanim stresem. Kromé oxidaéniho stresu se tézké
kovy podileji na hepatotoxicité¢ fadou mechanizmli (Obr. 3). VSechny toxiny, které jsou
vstiebany v tenkém stfeve, jsou v prvni fad¢ transportovany do jater. Nejvice akumulovanym

tézkym kovem v jatrech je Pb, po ném nasleduje Cd, Ni a Cr (Renu et al., 2021).
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Obr. 3: Mechanizmy hepatotoxicity téZkych kovii. CAT — katalaza, CYP — cytochrom
P450, GPX — glutathionperoxidédza, GSH — glutathion, HDL — lipoprotein o vysoké hustotg,
HMGR - 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktaza, LPL — lipoproteinova lipaza, NRF-2 —
nukleérni transkripéni faktor 2, PKCa — proteinkinadza C a, ROS — reaktivni formy kysliku,
SOD — superoxiddismutaza, TG — triglyceridy, TNFa — tumor nekrotizujici faktor a
(upraveno dle Renu et al., 2021).
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4.1 Vstup tézkych kovi do organizmu

Teézké kovy vstupuji do organizmt inhalaci, ordlni cestou nebo kiizi. Primarnim vstupem Cd
do organizmu je inhalace. V plicni tkani se fyziologicky nachazi nizké koncentrace
metalothioneini (MT). Po vdechnuti Cd indukuje vznik MT, které Cd ihned vazi. Ptiblizn¢ 7
az 40 % vdechnutého Cd je vstfebano do krevniho fecisté, kde se vaze s proteiny a je
transportovano do dalSich tkani. Nejrozpustnéjsi formou v krvi jsou nanocastice Cd, zdrojem

je napf. cigaretovy kout. Z gastrointestinalniho traktu je do krevniho fecisté absorbovano 5 az

10 % Cd (Nordberg a Nordberg, 2022).

Cd je absorbovano pievazné enterocyty duodena a primarniho jejuna, kde je pies epitelialni
bunéénou membranu transportovano transmembranovymi proteiny, piikladem je transportér
dvojmocného Zeleza 1 (DMT-1), ddle miize prochizet pasivné Ca’?’ kanily nebo je
transportovano v komplexu s aminokyselinami ¢i peptidy obsahujici thiolové skupiny
(Saboli¢ et al., 2010). Mnozstvi absorbovaného Cd je pfimo imérné pozitému Cd. I kdyz je
gastrointestindlnim traktem absorbovana mala ¢ast Cd, pti zvysené davce roste produkce MT
v enterocytech a v cytozolu je ptes 90 % Cd vazano do komplexu s MT. ZvySena absorpce Cd
nesouvisi s MT, ale se sniZenym pifijmem Fe. Dochéazi ke zvySeni exprese DMT-1, ktery

kromé Fe zvysi i transport Cd do bun¢k (Klaassen et al., 2009).

4.2 Transport tézkych kovi
4.2.1 Metalothioneiny

Metalothioneiny jsou proteiny vyznacujici se nizkou molekulovou hmotnosti. Mohou
obsahovat 24 az 308 aminokyselin, z nichZ pfevazujici je cystein v zastoupeni 15 az 35 %.
Thiolové skupiny cysteinu vytvaieji shluky, diky kterym jsou MT schopné kovalentné vazat
tézké kovy. Obsah aromatickych aminokyselin je nizky, v nékterych pifipadech MT
neobsahuji Zza4dné aromatické aminokyseliny. MT se uplatituji vfadé procest. Udrzuji
homeostazu kovi, podileji se na bunééném cyklu a reguluji oxidacni stres (Ziller a Fraissinet-
Tachet, 2018). Maji své funkce i pfi imunitni odpovédi. MozZnost vazat t€zké kovy s MT
upravuje jejich genotoxicitu a karcinogenitu. TéZzké kovy, které nejsou vazany MT, jsou
toxictéjsi nez tézké kovy schopné vazat se s MT. Komplexy tézkych kovi s MT jsou
zadrzovany v tkénich (Nordberg a Nordberg, 2022). MT ovliviiuji zadrZzovani Cd ve tkanich.
NejnachylnéjSimi organy k zadrzovani Cd jsou ledviny a jatra, kde jsou MT nejvice

exprimovany (Klaassen et al., 2009).
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Rozdilnou vazebnou afinitu tézkych kovti s MT lze sestupné zapsat v poradi Cd, Pb, Cu, Hg,
Zn, Ag, Ni a Co. I kdyz se potadi jednotlivych tézkych kovli mize ve studiich lisit, dilezitym
faktem je, ze Cd ma jednu z nejvysSich vazebnych afinit s MT. Stabilita Cd s MT je az
tisickrat vyssi nez stabilita Zn s MT. Tyto kovy se mohou z komplexii spontanné uvoliovat
pti kyselém pH, pticemz Cd je z komplexu Cd-MT uvoliiovano pomaleji néz Zn z komplexu

Zn-MT (Saboli¢ et al., 2010).

Lidské MT lze rozdélit do Ctyt izoforem. MT-1 a MT-2 jsou pfitomny v fad¢ tkani, pfevazné
v jatrech a ledvinach, MT-3 je charakteristicky pro neurony a muzské pohlavni organy, MT-4
nalézdme v kizi nebo v hornich ¢astech gastrointestinalniho traktu. MT hraji dalezitou roli
v udrzovani homeostdzy vazbou Zn?" iontil, které se vazou piedev§im na MT-2. Napiiklad
Cu?" ionty maji vy$§i afinitu k MT-3 (Merlos Rodrigo et al., 2020). Navazanim tézkého kovu
na MT je formovana terciarni struktura. Dvojmocné kovy jsou vazany ¢tyfmi molekulami
cysteinu, zatimco jednomocné kovy jsou vazany dvéma nebo tfemi molekulami cysteinu.
Terciarni struktura savéich MT snavdzanym kovem je tvofena dvéma globularnimi
doménami — o-doménou a P-doménou (Obr. 4). Ty jsou spojeny kratkym fetézcem tfi
aminokyselin, ktery je rozhodujici pro navazani tézkych kovii (Ziller a Fraissinet-Tachet,
2018). N-konec peptidového fetézce je tvoren P-doménou, kterd je schopna vézat tii
dvojmocné kovy. C-konec je tvofen a-doménou, ktera je schopnd vézat ctyti dvojmocné kovy

(Ruttkay-Nedecky et al., 2013).

4.2.2 Albumin

Hlavnim krevnim transportnim proteinem pro téZké kovy je albumin. Pfiblizné 90 % Cd je
v krvi transportovano pomoci ALB a az-makroglobulinu. Lidsky ALB je transportni protein
tvofeny jednim fetézcem, ktery se skldda z 585 molekul aminokyselin. Ve své struktuie
obsahuje 17 tyrozinovych zbytkd a jedinou molekulu tryptofanu. Pozitivné nabité Cd je

vazéno pomoci elektrostatickych sil negativné nabitymi molekulami asparaginu a glutaminu

(Liu et al., 2014).
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Obr. 4: Terciarni struktura metalothioneinu (upraveno podle Ruttkay-Nedecky et al., 2013).
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S HEPATOTOXICITA KADMIA

Pojmem hepatotoxicita se rozumi dysfunkce jater nebo poSkozeni jater. Hepatotoxiny jsou
latky exogenniho ptivodu, které poskozuji hepatocyty, buiiky zlu¢ovych cest nebo vaskulaturu
jater. Mezi hepatotoxiny lze fadit latky, které ptisobi pfimo toxicky, vznikajici reaktivni
toxické metabolity nebo latky zpiisobujici imunitni odpovéd’. Rozsah hepatotoxické odpovedi
je zavisly na koncentraci hepatotoxinu, rozdilné expresi jaternich enzymii a koncentra¢nim

gradientu napfic jaternim acinem (Sharma et al., 2014).

Ve studii autort Skipper et al. byla sledovdna cytotoxicita CdCl, na bunkach HepG2.
Zivotaschopnost HepG2 postupné klesala se zvysujici se koncentraci CdClo. Davka, ktera
usmrtila 50 % bun€k za 48 hodin byla stanovena na 3,6 pg/ml. HepG2 vystavené
cytotoxickym ucinkiim CdCl, vykazovaly znatelné snizeni viability v porovnani s HepG2

kultivovanymi bez CdCl. (Skipper et al., 2016).

V nékolika studiich bylo prokazéano, ze chronickd expozice Cd zvySuje sérové hladiny ALT,
AST, ALP, GGT, LDH a bilirubinu. Zavérem téchto studii je, ze Cd negativné ovliviiuje
jaterni funkce a ma hepatotoxické ucinky (Renugadevi a Prabu, 2010; Hong et al., 2021).

5.1 Transport kadmia do bunék

Vzhledem k velké podobnosti Cd a Zn, miize Cd ke vstupu do bunck vyuZivat transportéry
z rodiny zinek importujicich proteint (ZIP), které zabudovavaji Zn do bunék. Kromé téchto
kovi ZIP transportuji Fe nebo Mn. Cd je pravdépodobné transportovdno pomoci ZIPS8
a ZIP14 (Himeno et al., 2009). Po vstupu do buiikky se Cd ochotné¢ vaze k organelovym
proteintim, které¢ jsou bohaté na thiolové skupiny. Cd se miize vazat na proteiny jadra,
mitochondrii, endoplazmatického retikula nebo cytoskeletu. Inaktivace i jen nékolika
dilezitych proteinii mize mit za nasledek Cetné subcelularni dysfunkce. Tubulin, protein
tvofici cytoskelet, ve své struktufe obsahuje n¢kolik zbytkl cysteinu, na které se Cd vaze

a naruSuje usporadani cytoskeletu (Diep et al., 2005).

5.2 Akumulace kadmia

Pti akutni expozici Cd jsou nachylngjsim orgdnem k akumulaci jatra nez ledviny. Ve studii
autort Andjelkovic et al. byly porovndny hladiny Cd v krvi, jatrech a ledvinach krys
po jednorazové aplikaci CdCla. Krysy exponované CdCl, vykazovaly znateln€ vyssi hodnoty
Cd ve vsech sledovanych tkanich. Hladiny Cd v jatrech a krvi byly znatelné vysSi nez

hodnoty Cd v ledvinach (Andjelkovic et al., 2019). Vstup Cd do hepatocytii je vazan se
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vznikajicimi MT. Komplex Cd-MT je uvoliiovan zpét do krevniho ob&hu (Klaassen et al.,
2009). Cd s MT vytvafi maly komplex, ktery je krvi transportovan do ledvin, kde
je glomeruly z krve pfefiltrovan a nasledné¢ proximalnimi tubuly reabsorbovan. Zde muze

dochazet k hromadéni Cd v kiife ledvin (Akesson et al., 2014).

Mezi prvni obranné mechanizmy pted toxickymi u¢inky Cd je vazba s glutathionem (GSH).
GSH je tripeptid obsahujici sekvenci aminokyselin glutamin, cystein a glycin. GSH se
vyskytuje v fadé sav€ich bun€k a ma chelatacni vlastnosti. Pfednostné GSH chrani bunky
pred oxidacnim stresem, xenobiotiky a tézkymi kovy. Kromé redukované formy se GSH

vyskytuje i v oxidované formé jako glutathion disulfid (Delalande et al., 2010).

5.3 Mitochondrialni ptisobeni kadmia

Mitochondrie jsou dilezitou organelou vSech eukaryotickych bunck. Jejich struktura je
tvofena vnéj§i membranou, mezimembranovym prostorem, vnitini membranou a matrix.
V buiice mitochondrie slouzi k tvorbé energie ve form¢ adenosintrifosfatu (ATP) potiebného
pro veskeré metabolické procesy. Hraji dulezitou roli v respiraénim fetézci, oxidacni
fosforylaci, udrzuji energetickou homeostdzu, podileji se na syntéze aminokyselin nebo
lipidi. Ugastni se také proliferace bunék a programované bunéené smrti (Cannino et al.,

2009).

5.3.1 NarusSeni oxidativni fosforylace

V mitochondriich Cd naruSuje respiracni odpovéd’ na adenosindifosfait (ADP) a dochazi
k inhibici oxidativni fosforylace. Cd indukuje otevirdni membranovych port a zvysSuje
permeabilitu vnéjsi mitochondridlni membrany pro K™ a H" ionty (Belyaeva et al., 2003).
Za fyziologickych podminek je vné&j$i mitochondridlni membrana propustnd pro molekuly
mensi nez 1,5 kDa. ZvySeni jeji propustnosti mohou zpiisobit ROS, apoptotické podnéty
a zvyseni intracelularni koncentrace Ca®*. Nahld zména propustnosti vnéj$i membrany vede
k jeji depolarizaci, inhibuje se bun&né dychani a syntéza ATP. Ca®" ionty jsou odvadény
do extracelularniho prostfedi. Také se zvySuje osmoticky tlak vné mitochondrie, coz ma
za nasledek bobtnani této organely (Branca et al., 2020). Cd je také pravdépodobné zapojeno
do Fentonovy reakce, pi1 které vznikaji volné radikdly. I kdyz samo o sobé Cd neni
katalyzatorem této reakce, miZe z proteinli vytésitovat atomy Fe, které mohou Fentonovu

reakci katalyzovat, a v disledku toho vznikaji volné radikély (Liu et al., 2009).

Ve studii autorit Adiele et al. byla zkoumana inhibice enzymovych komplexti dychaciho

feté¢zce pusobenim Cd. Pouzitym materidlem byly mitochondrie izolované z jater pstruha
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duhového. Bylo prokazano, ze Cd inhibuje komplexy I, II a III v zavislosti na koncentraci.

Mrwe

pritomnosti Fe-S proteint v komplexech I, II a III (Adiele et al., 2012).

5.3.2 Indukce oxidacniho stresu

Cd*" neni samo o sob& schopné piimo vytvatet volné radikély, ale po expozici bungk Cd se
zvysSuje produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) (Genchi et al., 2020). ROS jsou
redukované nebo excitované formy kysliku. Vznikaji jako odpadni latky pfiaerobnim
metabolizmu a jsou nezbytnymi signalizacnimi molekulami. Jejich stalé hodnoty jsou dilezité
pro zachovani homeostazy. Pfili§ vysoké koncentrace ROS jsou cytotoxické, naopak nizké
koncentrace ROS plisobi cytostaticky (Mittler, 2017). Cd zvySuje produkci piedevSim
superoxidového a hydroxylového radikalu. Také zvysuje produkcei peroxidu vodiku, ktery sdm
o0 sob& neni radikalem, ale mohou z n¢j radikaly vznikat. Tyto ROS indukuji v bufice oxidacni
stres, ktery je za fyziologickych podminek regulovan fadou enzymii, GSH, vitaminem C nebo
vitaminem E. Oxidani stres poSkozuje dilezité biologické molekuly, jako jsou proteiny,

DNA, lipidy nebo membranové fosfolipidy (Genchi et al., 2020).

Cd muaze vytvaret ROS pomoci nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) oxidazy.
Vznika superoxidovy radikal, ktery reaguje se superoxid dismutazou (SOD). SOD je dulezity
antioxidacni enzym, ktery pfeménuje superoxidovy radikal na méné toxicky peroxid vodiku.
Peroxid vodiku je za pfitomnosti katalazy nebo GSH pfeménén na vodu. Pfi vyCerpani
kapacity ochrannych antioxidanich enzymi je peroxid vodiku akumulovan a vznika

hydroxylovy radikal (Souza-Arroyo et al., 2022).

5.3.2.1 Peroxidace lipida

Ve studii autor Skipper et al. byly buitkky bunééné linii HepG2 kultivovany 48 hod s CdCl
anasledné¢ byla sledovana peroxidace lipidii. Peroxidace lipidGi je oxidativni proces,
pii kterém jsou nenasycené fosfolipidy a glykolipidy poskozovany kyslikovymi radikaly,
pfedevsim hydroxylovym radikdlem, a vznikaji lipidové radikaly. Po inkubaci bun¢k s CdCl
byly naméfeny znatelné vyssi hodnoty lipidovych radikalt (Skipper et al., 2016). Reakci ROS
s lipidy obsahujicimi nenasycené mastné kyseliny vznikaji lipoperoxidy, které mohou
podléhat dalSi oxidaci za vzniku lipohydroperoxidi. Produkty peroxidace lipidi piimo
ovlivituji fyziologické funkce a strukturu plazmatické membrany. NaruSuji lipidovou
dvojvrstvu, zvysuje se lipofilita uvnitt membrany, coz vede k depolarizaci plazmatické

membrany. Lipidové radikaly jsou chemicky reaktivni a mohou vytvéiet adukty s DNA,
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lipidy nebo proteiny. Narusuji funkce téchto molekul, miize nasledovat porucha bunécné
signalizace a metabolickych procesii, které vedou k bunécné dysfunkci a apoptoze (Geggotek

a Skrzydlewska et al., 2019).

5.3.2.2 NaruSeni funkce endoplazmatického retikula

Oxidacni stres vyvolany Cd v bunice miize narusovat funkce endoplazmatického retikula.
Endoplazmatické retikulum je bunécna organela, ktera ma fadu biologickych funkci, podili se
na proteosyntéze, jsou zde syntetizovany lipidy a steroidy a udrzuje homeostazu Ca**.
Chaperony, fada enzymii, Ca®" transportéry a kanaly udrzuji funkce endoplazmatického
retikula ve fyziologickém stavu. Pokud jsou tyto funkce ovlivnény vnitinim nebo vné&jSim
patologickym podnétem, mulze byt v endoplazmatickém retikulu vyvolan stres
(Ajoolabady et al., 2022). Proteiny vstupuji z cytozolu do endoplazmatického retikula
v nesbaleném stavu, nasledné jsou pomoci chaperonti zabaleny do ptislusného prostorového
usporadani. Akumulaci nesbalenych a nespravné sbalenych proteinit v endoplazmatickém
retikulu vede k aktivaci ochranného mechanizmu unfolded protein response (UPR), ktery

udrzuje optimdlni produkci bilkovin (Hetz et al., 2020).

Ve studii autort Jin et al. bylo prokézano, ze dlouhodobé expozice mysi malému mnozstvi Cd
vede k akumulaci Cd v jatrech. Dochazi k indukci oxida¢niho stresu, zvySeni hladin
antioxidacnich enzymil a zvySené transkripci genl pro katalazu (CAT), glutathionperoxidazu
(GPX), hemoxygenazu 1 (Ho-1), regula¢ni protein 78 (Grp78), aktivacni transkripcni faktor 6
(Atf6) a proapopticky gen pro protein vazajici zesilova¢ transkripce CCAAT (CEBP).
Zvysené hladiny CAT, GPX a Ho-1 byly vyznamné zvySeny v jatrech mysi, kterym byly
podavany vyssi davky Cd. Aktivita téchto enzymu je v organizmu zvySovana v odpovédi
na oxidacni stres indukovany Cd (Jin et al., 2014). Markerem stresu endoplazmatického
retikula jsou Grp78 a Atf6. Na bunécné homeostdze a udrzovani funkci endoplazmatického
retikula mimo skladani proteinti se podili Atf6. Pti zvySovani hladin Grp78 dochazi
ke zvySovani UPR (Wu et al.,, 2021). CEBP je jedna z hlavnich molekul zodpovédna

za apoptozu indukovanou stresem endoplazmatického retikula (Jin et al., 2014).

Intracelularni Ca** je kliovy pro fizeni mnoha bun&nych procesti. Ionty Ca®" jsou
skladovany pfevazn¢ v endoplazmatickém retikulu. Po expozici Cd je z endoplazmatického
retikula uvoliiovan Ca*" do cytozolu. Lysozomalni pH je pravdépodobné regulovano Ca®*.
Dlouhodoba expozice bunék HepG2 Cd zvySuje expresi mikrozomalniho transportniho

proteinu triglyceridi (MTTP), ktery je kliCovym transportnim proteinem v jaternich
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a stievnich bunkéch. Zvysené hodnoty MTTP vedou ke zvySeni koncentrace intracelularnich
TG, které mohou byt v jatrech akumulovany a v krajnim ptipadé mohou zptisobovat steatézu

jater (Kong et al., 2021).

5.4 Apoptoza

Apoptdéza neboli programovand bunécnd smrt je charakterizovana smrSténim bunck,
kondenzaci cytoplazmy, jadra a chromatinu. Déle vznikaji membranové bleby, rozdé€luji se
proteiny a degraduje DNA. Celd buiika se rozpadne na apoptotickd téliska, kterd jsou
fagocytovana. U savcli maji mitochondrie kontrolni apoptotickou funkci. Mitochondrie
spousti apoptdzu riznymi mechanizmy. Apoptdza miiZze byt zahdjena zvySenim permeability
vnéj$i mitochondridlni membrany nebo snizenim mitochondridlntho membranového
potencidlu. Dale mize byt aktivovana produkci ROS, uvolnénim cytochromu C (CytC) nebo
proapoptickych faktori (Obr. 5) (Ye et al.,, 2007). Apoptéza je zdvaznou patologickou
odpovédi jater na Cd a mize negativné ovlivnit fyziologické funkce. Kombinace oxida¢niho
stresu a zanctu prispiva k rozsifeni jaterni nekrdzy a apoptodzy, které mohou spoustét

patologické procesy v jatrech (Wang et al., 2022).

Cd
Cd
Oxidacéni «— |GSH «— ROS
stres
— Ca
CytC
Apoptoza S AIF
EndoG

Obr. 5: Apoptéza indukovana kadmiem. AIF — faktor indukujici faktor, CytC — cytochrom
C, EndoG — endonukleaza G, GSH — glutathion, ROS — reaktivni formy kysliku (upraveno dle
Souza-Arroyo et al., 2013).

Proteiny z rodiny B-bunééného lymfomu 2 (BCL-2) ochraiuji buitkky pted apoptdzou.

Do dnesniho dne bylo popsano ne€kolik proteinti z této rodiny. Podobnym proteinem je protein
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X ptidruzeny BCL-2 (BAX), ktery naopak stimuluje apoptézu v odpoveédi na stresovy podnét.
Za normalnich podminek jsou proapoptické a antiapoptické proteiny v rovnovéze a reguluji
apoptozu. BAX zvySuje permeabilitu vnéjs§i mitochondridlni membrany, ¢imz dojde
k uvolnéni proteinlt z mezimembranového prostoru do cytoplazmy. Uvolnénim téchto
proteini je aktivovana enzymatickd kaskada kaspdz. 1 kdyz je kaspazova kaskada
zablokovana, poskozeni mitochondrii a uvolnéni proteinii je pro buiku fatalni. ZvySena
permeabilizace mitochondrii sama o sob¢ nezplisobuje apoptozu, ale mize zvysSovat riziko

poskozeni DNA (Edlich et al., 2018).

Ve studii autord Wang et al. bylo prokazano, ze jednim z hepatotoxickych u¢inkd Cd je
aktivace apoptozy. Po dlouhodobém podavani Cd mySim byly u skupiny exponované Cd
naméfeny znatelné zvySené hodnoty BAX a sniZzené hodnoty BCL-2 v porovnani s kontrolni

skupinou mysi, kterym nebylo Cd podavano (Wang et al., 2022).

Tumor supresorovy protein 53 (p53) je transkripéni faktor, ktery je dulezity pii bunécné
odpovédi na poskozeni DNA. Cd naruSuje strukturu a funkce p53. Po aplikaci Cd je
v hepatocytech shromazd’ovan p53 v jadie v odpovedi na poskozeni DNA. ZvySené hodnoty
p53 naznacuji, ze jednim z mechanizml hepatotoxicity Cd je apoptéza indukovani p53

(Martinez-Flores et al., 2013).

Dalgim mechanizmem apoptézy indukované Cd je zvySeni intracelularni koncentrace Ca®*
a poskozeni mitochondrialni DNA (mtDNA). Mitochondrie udrzuji Ca®>" homeostazu. Pokud
je v mitochondrii nadbytek Ca?’, jsou narufeny funkce mitochondrie, coz miZe vést
k apoptoze. PosSkozeni mtDNA také naruSuje mitochondrialni funkce, jsou uvoliiovany
proteiny tvofici membrany mitochondrii a proapoptické proteiny. Kromé& toho muze
poskozeni mtDNA indukovat tvorbu ROS. Samotné poSkozeni mtDNA mize vyvolavat

apoptozu a prispiva k indukei apoptozy vyvolané ROS (Wang et al., 2019).

Cd také zvySuje hladiny kinazy regulujici signdl apoptozy 1 (ASK1), kterd je jednou
z proapoptickych kinaz. Vyrazné zvysené hladiny ASK1 byly zaznamendny v jaterni tkani
krys, kterym bylo podavano dlouhodobé Cd. Tyto hodnoty ASKI1 navrhuji dalsi
mechanizmus, kterym je indukovéna apoptoza v jatrech. Dalsi apoptickou dréhou ucastnici se
apoptozy indukované Cd je systém fosfatidylinositol-3-kindaza (PI3K) / proteinkindza B
(PKB) / mammalian target of rapamycin (mTOR) (Souza-Arroyo et al., 2022).

PI3K/PKB/mTOR je jednim z hlavnich intracelularnich signaliza¢nich systémil a je zapojen

v kontrole bunécného ristu a proliferace. Jeho aktivita je ovlivnéna dostupnosti zivin,
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hormonti a rustovych faktorti. PI3K je heterodimer tvotfeny dvéma podjednotkami, regulacni
a katalytickou. PKB je serin/threoninova kindza, kterd ovliviiuje cyklus rakovinnych bunék.
Analogem PKB je mTOR také patfici do rodiny serin/threoninovych kinaz. MTOR je tvotfen
dvéma komplexy, které ovliviiuji bunény metabolizmus a rust rakovinnych bunck
(Paplomata a O’Regan, 2014). Ve studii autord Xiong et al. bylo dlouhodobé kutatim
podavano Cd. Zmétené zvysené hodnoty PI3K a PKB a proapoptickych proteini (BAX, Bcl-
2, kaspaza 3, kaspaza 9, CytC a p53) naznacuji, Ze regulace signaliza¢ni drahy PI3K/PKB
muze byt klicova pro apoptdzu indukovanou Cd (Xiong et al., 2019).

5.5 Ferroptoza

Ferroptoza je jednim z typli programované bunééné smrti, kterd byla objevena a popsana
v roce 2012. Pro ferroptozu je charakteristicka intracelularni akumulace Fe a ROS, inhibice
transportniho membranového systému cystin/glutamat, nedostatek glutathionu, oxidace
NADPH a peroxidace lipidi. Hlavnimi spousté€i ferroptoézy jsou peroxidy lipidi a Zeleza.
ROS vznikajici Fentonovou reakci mohou také pfispivat k iniciaci ferroptézy. Pro syntézu
GSH je potiebny cystein, ktery je syntetizovan redukci cystinu. Cystin je do bunky
transportovan vymeénou za glutamat pomoci cystin/glutamat transportéru. Inhibici tohoto
transportéru dojde k nedostate¢né syntéze GPX, coZ miiZze mit za nasledek zvySenou produkci

lipohydroperoxidi (Costa et al., 2023).

Ferropt6za vyvolana t¢Zkymi kovy je zodpovédna za poSkozeni organt. V predeslych studiich
bylo naznaeno, Ze nealkoholické steatohepatitida vyvolana As a poSkozeni mozku vyvolané
Cd miize mit spojitost s ferroptéozou. Ferroptoza a peroxidace lipidi hraje dulezitou roli
pii poskozeni jater vyvolané Cd a hepatotoxicit¢ Cd. Stres endoplazmatického retikula také

pfispiva k iniciaci ferroptdzy, autofagie a apoptozy (He et al., 2022).

5.6 Autofagie

Autofagie je katabolicky proces dllezity pro bunécné piezivani. Autofagii jsou pomoci
lysozomalni degradace odstraiiovany intraceluldrni odpady, poSkozené organely, Spatné
slozené proteiny, nebo invazivni patogeny. Degradované makromolekuly déle v buiice slouzi
jako zdroj energie. NarusSeni funkce autofagie je spojeno se starnutim, imunitni odpovédi,
zanétem a tumorigenezi (Niture et al., 2021). Autofagie je slozity proces, kterého se ucastni
fada genti a probiha v nckolika krocich. Prvnim krokem je iniciace, nésleduje formace

autofagozomu, dozrani autofagozomu a jeho konecna degradace fuzi s lysozomem.
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Za fyziologickych podminek probiha autofagie v buiikdch na nizké urovni. Pokud jsou ale
buiky stimulovany vn&j$imi podnéty, zvysi se jeji iroven. Abnorméalni autofagii je pfipisovan
mozny vznik tumorli, neurodegenerativnich onemocnéni nebo diabetické nefropatie.
Vyznamnym stimulantem autofagie muze byt pravé Cd (Zou et al., 2020). Pii expozici
nizkym koncentracim Cd je zvySovana autofagicka aktivita. Naproti tomu expozice vysokym
koncentracim Cd snizuje lysozomalni pH a zvySuje lysozomdlni degradaci. Vysoké
koncentrace Cd inhibuji fuzi autofagozomu s lysozomem, ty jsou v jatrech akumulovany, a to

zvySuje hepatotoxicitu Cd (Niture et al., 2021).

5.7 Zanétliva odpovéd’

Zanétliva odpovéd’ je klicova reakce imunitniho systému lidského organizmu. Zanét je
spoustén patogeny, cizorodymi nebo Skodlivymi latkami, nekrotickymi bunkami nebo je
iniciovan pii opravach tkani. Inicidtory infekéniho zanétu jsou viry, bakterie a dalsi
mikroorganizmy. Dal§im typem je neinfekéni zanét, ktery mize byt vyvolan fadou fyzickych
podnétli (popéleni, omrzliny, fyzické zranéni), biologickych podnéti (poskozené buiiky),
psychologickych podnéti nebo chemickych podnétt (glukoza, mastné kyseliny, alkohol,
tézké kovy). Infekéni i1 neinfekéni zadnét mize byt spustén aktivaci imunitnich bunék

(Hossein-Khannazer et al., 2019).

Zanétliva odpoveéd je také jednim z hepatotoxickych u¢ink Cd. Jatra pii akutni expozici Cd
obsahuji velké mnoZzstvi infiltrovanych polymorfonuklearnich leukocyt. Kupfferovy bunky
jsou povazovany za hlavni zdroj produkce a uvolnéni prozanétlivych cytokini. Kromé
cytokinti produkuji cytotoxické medidtory, které mohou ptimo poskozovat hepatocyty, patii
sem ROS a oxid dusnaty (Souza-Arroyo et al., 2013). Cd zvySuje produkci interleukinu la
(IL-1a), IL-1B, IL-6, IL-8, IL-18, tumor nekrotizujiciho faktoru o (TNFa) a mononukledrniho
chemoatraktantu 1 (MCP1). MCP1 do mista zanétu pfitahuje monocyty, které mohou
diferencovat v makrofagy, které dale produkuji transformujici rastovy faktor f a IL-10

(Lietal., 2021).

Zanétliva odpovéd’ jater na Cd mulzZe vést k sniZzeni apoptozy, poSkozeni DNA a sniZené
kapacité¢ reparace DNA. Tyto zmény mohou vést ke zménam v genové expresi a zvySeni
bunécné proliferace. DalSim karcinogennim faktorem je oxidacni stres, ktery podporuje
mutagenezi a ovliviiuje bunéény cyklus. Cd mize inhibovat reparani systémy DNA,
coz muze vést k nahromadéni bunék s poskozenou DNA a karcinogenezi (Genchi et al.,

2020).
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5.8 Vliv kadmia na homeostazu lipidi

Metabolizmus lipidii z velké ¢asti probiha v jatrech a zahrnuje lipogenezi, oxidaci mastnych
kyselin, lipolyzu a syntézu lipoproteinii a jejich export. Zdrojem pro syntézu volnych
mastnych kyselin miize byt acetyl-CoA. Tato metabolickd draha je stimulovéna inzulinem.
Klicovym krokem lipogeneze je esterifikace volnych mastnych kyselin, které jsou
v aktivované form¢ acyl-CoA (Tessari et al., 2009). Oxidace mastnych kyselin je imérna
plazmatické koncentraci volnych mastnych kyselin a odehrava se v né¢kolika organeléach.
V mitochondrii a peroxizomech probihd B-oxidace, zatimco v endoplazmatickém retikulu

probiha w-oxidace za katalyzy proteinti CYP.

Mitochondrialni -oxidace se uplatiiuje pii katabolizmu mastnych kyselin, které maji ve své
struktufe az dvacet uhlikt,, kone¢nym produktem jsou molekuly acetyl-CoA. Velmi dlouhé,
rozvétvené nebo toxické mastné kyseliny jsou oxidovany v peroxizomech (Reddy
a Sambasiva Rao, 2006). m-oxidace je metabolicka draha, kde ze stfedné dlouhych mastnych
kyselin vznikaji dikarboxylové kyseliny. V jaterni tkani se nachazi enzymy CYP4All,
CYP4A22, CYP4F3B. VSechny tyto enzymy fadime mezi ®-hydroxylazy, ale liSi se svoji
specifitou. CYP4A1ll ma Siroké substratové rozpéti, hydroxyluje nasycenou kyselinu
laurovou, myristovou, palmitovou a nenasycenou kyselinu olejovou a arachidonovou. Vyssi
specifitu ke kyselin¢ laurové ma CYP4A22, zatimco CYP4F3B ma vyssi specifitu ke kyseling
arachidonové (Wanders et al., 2010).

Za fyziologickych podminek jsou mastné kyseliny rovhomérné lipogenezi syntetizovany a f3-
oxidaci degradovéany. Klicovymi enzymy pii lipogenezi jsou acetyl-CoA karboxylaza
a elongédza mastnych kyselin, pfi f-oxidaci jsou klicovymi enzymy acyl-CoA dehydrogenaza
a karnitinpalmitoyltransferdza. Ve studii z roku 2019 byly ropuchy ¢inské exponovany Cd
v koncentracich 5 az 500 pg/l. V jatrech byly naméfeny zvySené exprese genu kodujicich
acetyl-CoA karboxylazu a elongdzu mastnych kyselin, coz mize vést ke zvySeni lipogeneze.
Cd muze také potlacovat f-oxidaci mastnych kyselin, jelikoZ potlacuje geny kodujici enzymy

B-oxidace (Wu et al., 2017).

Bylo prokazéano, ze Cd ovliviiuje metabolizmus lipidli pfimymi i1 nepfimymi mechanizmy.
Ve studii autorti Larregle et al. byla skupiné¢ laboratornich potkanti dlouhodobé podavéana
voda obsahujici 15 mg Cd/kg. Po ukonceni byly zaznamenany zvysSené hodnoty sérovych TG
a cholesterolu v porovnani se sérem neexponovanych potkand. Tato zména byla zptisobena

snizenou aktivitou LPL, ktera hydrolyzuje TG. V jaterni tkéni byly zaznamenéany sniZené
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hodnoty TG a cholesterolu v mitochondriich, naopak v cytozolu bun€k byly naméfeny
zvySené hladiny TG a v jadfe zvySené hladiny cholesterolu v porovnani s jaternimi buiikami
neexponovanych potkanii. ZvySené koncentrace cytozolarnich TG jsou pfipisovany jejich
zvysené syntéze. Volné ionty Cd** se velmi ochotné vazi na molekuly jaderné membrany,
¢imz méni jeji vlastnosti a mize dochdzet k zadrzovani cholesterolu v jadie (Larregle et al.,

2008).

Zvysené koncentrace cholesterolu a TG v séru byly zaznamenany i ve studii autorti Oladipo et
al., ve které byla skupiné potkani dlouhodobé podavana voda s 0,01 mg Cd/kg. Tito autofi
ovSem pripisuji zvySené koncentrace cholesterolu a TG oxida¢nimu stresu vyvolanému
pusobenim Cd. V disledku dlouhodobé expozice Cd byla v séru potkant snizena hladina
antioxida¢niho enzymu GPX a antioxida¢niho proteinu MT1. DalSim indikatorem oxida¢niho
poskozeni byla zvySena sérova koncentrace malondialdehydu, coz je jeden z konecnych

produktt peroxidace lipidi (Oladipo et al., 2017).

Lipidy jsou krvi transportovany ve formé lipoproteinil, které jsou tvoteny lipidickou
a bilkovinnou c¢asti — apoproteinem. Cd ovliviiuje hladiny apoproteind v plazmé i v jaternich
buiikach. Hlavnimi lipoproteiny jsou chylomikrony, lipoproteiny o velmi nizké hustoté
(VLDL), lipoproteiny o nizké hustoté¢ (LDL) a lipoproteiny o vysoké hustot¢ (HDL). Cd
v jatrech a krvi snizuje hladinu apolipoproteinu Al (ApoAl), ktery je jednim z transportérti
Cd v krvi a je hlavni soucasti HDL. ApoA2 a ApoC3 jsou po expozici Cd v jatrech snizeny,
ale v krvi je jejich koncentrace zvysena, coz mize vést ke zvysSeni koncentrace lipidi v krvi.
Cd zvysuje syntézu ApoE v jatrech, coz vede ke zvySovani koncentrace ApoE jak v jatrech,
tak v krvi. ZvySené hodnoty ApoE v krvi mohou vést k rozvoji aterosklerdézy. Bylo také

rrrrrr

z krevniho fecisté (Hegele et al., 2009; Liu et al., 2020).
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ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo pfedstavit bunécné kultury pro in vitro testovani
hepatotoxicity té€zkych kovi a shrnout obecné jejich kultivaci. Aktudlné nejcastéji vyuzivanou
metodou kultivace jaternich bun€k je dvojrozmérné uspotadani in vitro. Moznou nahradou
tohoto usporadani jsou trojrozmérné kultivaéni modely, kde je 1épe zachovan mezibunécny
kontakt a bunky jsou obklopeny extracelularni matrix. NejperspektivnéjSim trojrozmérmym
bunéénym modelem jsou organoidy, které jsou tvofeny heterogenni populaci bunék
a extracelularnim matrixem. Organoidy mohou byt nejen vyuzivany k laboratornimu
testovani, ale v budoucnosti by mohly byt podkladem pro syntézu kompletnich artificidlnich
organil.

v

Bunécné kultury jsou vyznamnym nastrojem pro testovani toxicity. Nejvyuzivangjsi jaterni
bunécnou linii je HepG2, kterd byla izolovana z bun€k hepatomu. Bunky HepG2 maji
neomezenou zivotnost, ale vzhledem k jejich ptivodu neodrazeji in vivo podminky normalnich
bunck. Alternativou jsou primarni lidské hepatocyty, které maji omezenou Zivotaschopnost

a zachovavaji si vétSinu svych funkci.

Tézké kovy jako As, Cd, Hg nebo Pb jsou toxické i v nizkych koncentracich, akumuluji se v
jatrech, kde pisobi toxicky. Hlavnim mechanizmem hepatotoxicity tézkych kovi je indukce
oxida¢niho stresu, ktery naruSuje funkce mitochondrii a endoplazmatického retikula,
poskozuje DNA a bunééné membrany. Jatra na t€zké kovy odpovidaji 1 aktivaci
Kupfferovych bun¢k, které produkuji fadu cytokinii plisobicich prozanétlivé. VSechny tyto

zmény mohou vést az k apoptoze, ktera je pro buniku fatalni.

Studium hepatotoxicty t€Zkych kovi je stale aktudlnim tématem mnoha studii, a i kdyZ nam
jsou jiz dostupné poméerné vhodné bunécné modely, tak by nemelo byt zapominano na to, ze
tyto bunétné modely neodrdzeji dokonale in vivo podminky. Vyvoj novych bunécnych
modelt miize byt ptfinosny pro podrobnéjsi studium bunééné odpovédi jater na tézké kovy,
které jsou do dneSniho dne hojné vyuZzivany v riznych primyslovych odvétvich, kumuluji se
v zivotnim prostfedi a dlouhodobé plisobi na organizmus. Dutkladnéj$i pochopeni
mechanizmil hepatotoxicity t€zkych kovli mize byt pfinosné pro prevenci intoxikaci tézkymi

kovy a vyvoj léCebnych postupti téchto intoxikaci.
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