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ANOTACE

Diplomové prace se zabyva charakterizaci bunécné toxicity. V teoretické Casti jsou
struéné popsany moderni mikroskopické metody vcetné casosbérné mikroskopie,
cytotoxického pusobeni vybranych latek in vitro a typt bunééné smrti. Experimentalni ¢ast je
zaméfena na testovani cytotoxicity pomoci bioanalytickych a mikroskopickych metod
na vybrané bunécné linii SH-SYSY. Pro studium byly vybrany modelové toxiny, jako CisPt,
CdCl,, t-BHP, TiO2, P25 a MWCNTs. Vsechny testy byly hodnoceny po 24, 48
a 72 hod inkubaci bun¢k s toxiny. Zménu zivotaschopnosti bunék po expozici toxint jsme
hodnotili pomoci testu WST-1, vliv toxini na intracelularni koncentraci glutathionu jsme
detekovali pomoci monochlorobimant a vliv na nuklearni kondenzaci jsme detekovali pomoci
sondy Hoechst 33258. Morfologické zmény bunék jsme pozorovali ve fazovém kontrastu,
pro vizualizaci cytoskeletu jsme zvolili sondu Faloidin-FITC a pro pozorovani jader sondu
Hoechst 33258. Pusobeni vybranych toxind jsme dale pozorovali pomoci Casosbérné

mikroskopie. V zavére¢né ¢asti prace jsou vysledky diskutovany.

Kli¢ova slova:

Fluorescen¢ni mikroskopie, casosbérna mikroskopie, cytotoxicita, bunééna linie SH-SY5Y.



ANNOTATION

The diploma thesis deals with the characterization of cellular toxicity. The theoretical
part briefly describes modern microscopic methods, including time-lapse microscopy, cytotoxic
effects of selected substances in vitro and types of cell death. The experimental part is focused
on testing cytotoxicity using bioanalytical and microscopic methods on a selected cell line
SH- SY5Y. Model toxins such as CisPt, CdCly, t-BHP, TiO2 P25 and MWCNTSs were selected
for the study. All assays were evaluated after 24, 48 and 72 hours incubation of cells with toxins.
We evaluated the change in cell viability after toxin exposure using the WST-1 test, the effect
of toxins on the intracellular concentration of glutathione was detected using
monochlorobimans and the effect on nuclear condensation was detected using the Hoechst
33258 probe. We observed morphological changes in cells in phase contrast, the Faloidin-FITC
probe for cytoskeletal visualization and the Hoechst 33258 probe for the observation of nuclei.
The effect of selected toxins was further observed using time-lapse microscopy. In the final part

of the work the results are discussed.

Keywords:

Fluorescence microscopy, time-lapse microscopy, cytotoxicity, SH-SY5Y cell line.
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1.UVOD

K popisu bunééné toxicity lze s vyhodou vyuzit moderni mikroskopické techniky,
Z nichz nejvyuzivangjsi jsou techniky fluorescencni. Fluorescenc¢ni techniky jsou vyuzivané
pro svoji vysokou specifitu a selektivitu. Pro pozorovani fluorescence se ke sledovanym
bunkam pridavaji fluorescencni sondy, které slouzi ke sledovani zakladnich bunéénych
parametrt a K vizualizaci buné¢ného jadra, mitochondrii, cytoskeletu a pro sledovani tvorby
reaktivnich forem kysliku a dusiku. Ke sledovani zivych bun¢k Ize dale vyuzit mikroskopy
s fazovym kontrastem ¢i holografickou mikroskopii, ktera umoziuje pozorovani bunék ve 3D.
Modernim zptsobem pro studium a sledovani toxického pisobeni latek v realnim case
a za stabilnich podminek je pfistroj BioStation IM-Q.

Buné&¢né linie se pouzivaji k cytotoxickému studiu in vitro. Zviteci bunééné linie maji
omezené funkce pro hodnoceni toxicity u lidi, proto se pfednostné testuje na liniich lidskych.
Bunééné modely in vitro jsou vyuzivany naptiklad pro sledovani nefrotoxicity, neurotoxicity,
hepatotoxicity a plicni toxicity. K pozorovani nefrotoxicity se pouziva bunééna linie lidského
proximalniho tubulu HK-2. Nej¢astéji pouzivané linie ke studiu hepatotoxicty jsou bunétné
linie lidského hepatocelularniho karcinomu HepG2 a lidska hepatomalni bunééna linie
HepaRG. Plicni toxicita je sledovana na bunécné linii lidského plicniho adenokarcinomu A549.
Studium neurotoxicity latek je v soucasné dobé¢ predmétem zajmu celé fady studii. Velky nérust
zajmu je o studium neurodegenerativnich poruch, jakou je Alzheimerova a Parkinsonova
choroba. Bunééna linie lidského neuroblastomu SH-SY5Y je velmi vyuZzivana, lze na ni
studovat ptuisobeni pripadnych toxickych ucinkl vybranych latek a potencidlnich 1é¢iv. Ve své
diplomové praci se proto zamé&fuji na charakterizaci cytotoxického pisobeni u této bunécné

linie pomoci modernich bioanalytickych a mikroskopickych metod.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 MIKROSKOPIE ZIVYCH BUNEK

Mikroskopy rozdélujeme podle zdroje zafeni na dva zakladni typy, optické (svételné)
a elektronové. Optické mikroskopy pouzivaji jako zdroj zareni svétlo ve viditelném rozsahu
elektromagnetického spektra, zatimco elektronové mikroskopy pouzivaji jako zdroj zafeni
elektronovy paprsek. DalSim typem jsou mikroskopy, které pouzivaji jako zdroj zafeni
ultrafialové a infracervené svétlo. V dnesni dobé se hojné vyuzivaji techniky s vysokym
rozlisenim (skenovaci tunelovaci mikroskopie, mikroskopie atomarnich sil aj.) [1].

K pozorovani zivych bun¢k a k dynamickym procesum uvniti buiiky se nejcastéji voli
svételna mikroskopie. Mezi vyuZzivané svételné mikroskopické techniky patii mikroskopie
s fazovym kontrastem a fluorescenéni mikroskopie. Pro trojrozmérnou strukturu bunék

a molekul se ¢asto vyuziva holograficka mikroskopie [2].

2.1.1 Mikroskopie s fazovym kontrastem

Mikroskopii s fazovym kontrastem vynalezl Frits Zernike ve 30. letech 20. stoleti.
Pozorované objekty méni fazi, ale ne amplitudu dopadajiciho svételného paprsku. Fazi
prochazejiciho svételného vinéni méni preparaty kvili riznému indexu lomu. Obraz objektu
vznika interferenci pfimého vinéni a difrakéniho vinéni [3;4].

Do obrazového ohniska objektivu se umisti tzv. fazova deska ve tvaru prstence, ktera
posunuje fazi pfimého svétla a vysledkem interference obou druht vinéni vznika fazovy
kontrast. Nejvyraznéjsi fazovy kontrast vznika, pokud je fazovy rozdil obou vInéni roven
Ya vinové délky [3;4].

Mikroskopie s fazovym kontrastem slouzi hlavné k pozorovani velkych struktur (jader,
organel). VétSina vzorkd ma nerovnomérnou tloustku, a to ma za nasledek fadu rtiznych lomi
svétla. Lomené svétlo poté prochdzi vnéj$i nebo vnitini ¢asti prstence. Pti prichodu svétla
vnéjsi Casti prstence je svétlo fAzove posunuto a jevi se jako tmavé. Naopak, kdyz lamané svétlo
prochazi vnitini ¢asti prstence, jevi se jako jasné. Modernéjsi technologie vedly k rozvoji
kvantitativniho fazového kontrastu. Snimky Ize pofizovat v riznych ohniskovych rovinach

a vytvaret 3D obrazy zivych bun¢k ve vysokém rozliSeni v pribéhu casu [3].

2.1.2 Holograficka mikroskopie

V holografické mikroskopii slouzi jako vykonny koherentni zdroj zarfeni laser,

bez kterého by holografie nebyla mozna. Denis Gabor navrhl fadkové uspotradani, kdy se
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objektové a referencni (srovnéavaci) viny S§ifi stejnym smérem a dopadaji na fotografickou
desku. Na fotografické desce vznikd interferencni obrazec, ktery je tvofen interferenénimi
maximy a minimy. Interferen¢ni obrazec se nazyva hologram a dava nam informaci nejen
0 intenzit¢, ale i o fazi svétla odrazeného od predmétu. Faze vypovida o trojrozmérné struktuie.
Obraz vzorku ale ziskame az po rekonstrukci, kdyz osvétlime hologram laserem pod stejnym
uhlem, pod kterym dopadaly referen¢ni viny na fotografickou desku [5;6].

Digitalni holografickd mikroskopie je zaloZena na klasickém holografickém principu,
kdy je zaznam hologramu provadén digitdlnim senzorem nebo pomoci polovodicové kamery.
Rekonstrukce holografického obrazu je provedena numerickym pocitadlem. Pro zlepSeni
rozliSeni je vlna objektu zvétSena objektivem mikroskopu. V téhle kombinaci nam slouzi

holografie pro kvantitativni fazovy kontrast zivych bun€k bez pouziti specifickych markeru [5].

polarizovany _ )
rozdélovac objektova
paprskd vina
bunééna kulturaCED Cocky
.4 médium
3T
| ) |

Obriazek 1. Schéma digitalni holografické mikroskopie. Pfevzato a upraveno z [5].

2.1.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

2.1.3.1 Fluorescence

Fluorescence je fazena mezi luminiscencni zafeni. Luminiscence je emisni zafeni latky
(zafeni emitované latkou), u které piedtim doslo k excitaci zafeni. Luminiscence se rozdéluje

Vv zavislosti na povaze excitovaného stavu. Luminiscenci délime na fluorescenci, fosforescenci,
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chemiluminiscenci, bioluminiscenci a elektroluminiscenci. Fluorescenci poprvé popsal Sir G.
G. Stokes v poloving 19. stoleti, ktery pozoroval vlastnosti mineralu fluoritu. K pochopeni
podstaty fluorescence doslo az s objevem elektronu a s vyvojem kvantové mechaniky [7].
Grafické znazornéni déjii probihajicich po absorpci svétla molekulou je zietelné
z diagramu Jablonského na obrazku 2. Z obrazku 2 je viditelné, v jakych energetickych stavech
se molekula nachazi a dale znazorfuje mozné piechody elektronti mezi jednotlivymi
energetickymi stavy. Prechody mezi stavy jsou znazornény jako svislé Cary. Zakladni
elektronovy stav (So) reprezentuje molekulu v zédkladnimu stavu pied absorpci zafeni.
Po absorpci zafeni piijme molekula energii, dochazi k excitaci a elektrony ptechazi
do excitovaného prvniho elektronového singletového stavu (Si), druhého singletového

elektronového stavu (S2) nebo ptipadné do tripletovych stavu (Ty) [7;8].
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Obrazek 2. Jablonského diagram.

K relaxaci molekuly mize dochazet zatfivymi piechody nebo nezativymi prechody.
Zativé piechody se projevi jako fluorescence a fosforescence. Zarivé prechody pozorujeme,
pokud nastane emise zafeni z excitovaného elektronového stavu jednim ¢i vice spontdnnimi
energetickymi ptechody. Kashovo pravidlo tiké, Ze pted emisi fluorescen¢niho kvanta dochazi
k relaxaci vibraéni energie a k vnitini konverzi. To znamena, Ze pfechod nastane vzdy z nejnizsi
vibraéni hladiny stavu Si. Doba dohasinani fluorescence je zhruba 10°8 s. Fosforescence je
zateni doprovazejici ptfechod molekuly ze stavu T1 na So. Doba dohasinani je mnohem delsi

nez U fluorescence a muze trvat i nékolik hodin ¢i dni [8].
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Sir G. G. Stokes pozoroval priichod slune¢niho svétla roztokem chininu a jeho zménu
z ultrafialového svétla na viditelné svétlo. Stokestiv posun poukazuje na zménu energie
absorbovaného fotonu oproti fotonu, ktery vyzari fluorofor pii pfechodu z excitovaného stavu
do stavu zakladniho. Rozdil mezi energii fotont je charakteristicky pro kazdou molekulu.
Stokestv posun tedy znaci, ze vinova délka fluorescencniho zafeni je veétsi nez vinova délka

absorpéniho zafeni [8].
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Obrazek 3. Stokestv posun.

2.1.3.2 Fluorescen¢ni mikroskop

Fluorescencni mikroskopie se nejvice vyuziva pro Vvizualizaci bunéénych
kompartmentt, napi. jadra, mitochondrii, mitochondrialniho potencialu. Molekuly, které se
pouzivaji na zakladé svych fluorescencnich vlastnosti se nazyvaji fluorofory. Soucasti
fluorescenéniho mikroskopu jsou filtry, které vymezi rozsah excitaéniho spektra a filtry
pro emisni spektrum. V dnesni dob¢ se nejvice vyuziva epifluorescenc¢ni mikroskop [9].

Svétlo ze zdroje zafeni prochazi ptes excitacni filtr. Excitacni filtr propousti pouze
vybrané vinové délky potiebné pro excitaci elektronti. Zateni se dale odrazi od dichroického
zrcadla. Pokud vzorek fluoreskuje, emisni svétlo jde zpét ptres dichroické zrcadlo a je dale
selektovano pomoci emisniho filtru, ktery propousti pouze emisni ¢ast spektra a zabranuje
pruchodu svétla excitaéniho. Jako detektor se nejcastéji pouziva kamera s vazanymi naboji
(Charged-coupled device camera; CCD) [10]. V mnoha epifluorescen¢nich mikroskopech je
tzv. filtra¢ni kostka, ktera slouZi pro zarovnani filtri v draze excitace a emise svétla. Kostka je
slozena z excita¢niho filtru, dichroického zrcadla a emisniho filtru. Kostka sméfuje svétlo

ze zdroje zafeni do vzorku a ze vzorku do detektoru [7].
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Jako zdroj svétla se vyuzivaji vysokotlaké vybojky rtutové a xenonové. Obloukovy
vyboj mezi elektrodami pfedstavuje intenzivni bodovy zdroj svétla vhodny pro osvétleni zadni
ohniskové roviny objektivu. Rtutové a xenonové vybojky jsou velmi drahé, potencionalné
nebezpecné a vyzaduji specidlni napajeci zdroje. Xenonova vybojka mé spojité spektrum
od ultrafialovych az infracervenych vinovych délek. Oproti tomu rtut'ova vybojka ma v ramci
spektra jen 5 jasné definovanych maxim. Déle se mize pouzit halogenidova rtutova zarovka,
kde emisni spektra jsou podobna tradicnim rtutovym vybojkam, ale maji dalsi rozsiteni spektra.
Rozsifeni se vyuziva hlavné v oblasti excitace fluoresceinu [11]. Nejnovéjsi technologie jsou
zalozené na LED diod&. Zarovka se sklad z fady samostatnych svételnych zdrojii LED, z nichz
kazda ma jinou barvu s relativné uzkymi pasmy vinovych zdroji. LED diody lze elektronicky
vypinat a zapinat béhem milisekund. Zivotnost LED lampy je fadové 10 000 hodin a zapina se

pouze béhem potizovani obrazu [12].

Vzorek
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L Zdroj svétla

Hranol
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Okular

Obrazek 4. Schéma epifluorescencniho mikroskopu.

U fluorescencni mikroskopie je hlavni nevyhodou fluorescenéni vybéleni. Vybéleni je
obecny termin pro v§echny procesy, které zptisobuji trvalé vyblednuti fluorescenc¢niho signalu.
Predpoklada se, ze vétsina procest je spojenas tripletovymi stavy, které maji dlouhou zivotnost
a poskytuji molekule s excitovanym elektronem vice pfilezitosti k interakci s jinymi

molekulami, nez jsou singletové stavy. Jednou z dulezitych slozek pii vybéleni je interakce
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mezi fluoroforem ve stavu tripletu a molekularnim kyslikem za vzniku singletového kysliku.
Singletovy kyslik je reaktivni molekula uUc€astnici se mnoha druhi chemickych reakci
s organickymi molekulami. Chemické reakce mohou zhaset fluorofory (dochazi k jejich
vybéleni). Kromé toho singletovy kyslik miize interagovat s jinymi organickymi molekulami
a zpusobit fototoxicitu pro zivé builky. Jednim ze zpisobl, jak omezit vybéleni je pouzit

co nejméné svétla pti osvétleni vzorku [12].

2.1.3.3 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (Confocal laser scanning microscopy;
CLSM) je technika, ktera kombinuje optické zobrazeni s vysokym rozliSenim a vysokou
selektivitou. Pomoci CLSM jsme schopni ziskdvat dobfe zaostfené snimky v riznych
hloubkach vzorku. U konfokalniho mikroskopu je zdrojem zafeni laserovy paprsek, ktery
excituje vzorek a vysledny obraz je vytvafen z emitovanych fotonl. Pred detektorem je
umisténa clona, ktera zabranuje emitovanému zafeni prochazet nad a pod ohniskovou rovinu.
Detektor prevadi fotony na méfitelny elektricky signdl a diky cloné je obraz ve vysokém
rozliSeni. Vzorek je mozné rekonstruovat do 3D struktury [13;14].

Technika CLSM je v biomedicinskych védach vyuzivana na zobrazeni molekul,
zobrazovani vice znaCenych vzorkli a méteni fyziologickych udélosti v zivych bunkach.
Zobrazovani n€kolika vzorki zaroven je mozné diky excitaci a detekci rozdilnych fluorofort
souCasn¢ pomoci vice laserli a detektorii. Obrazky jsou nasledné ukladany jako digitalni
obrazové soubory a mohou byt analyzovany pomoci dal$iho softwaru. Neobarvené vzorky lze

zobrazit pomoci odrazu zpétného svétla [13;15].

ohniskova rovina
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Obrazek 5. Princip konfokalniho mikroskopu.
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2.1.3.4 Fluorescen¢ni mikroskopie s Giplnym vnitfnim odrazem

Fluorescen¢ni mikroskopie s Gplnym vnitinim odrazem (Total internal reflection
fluorescence; TIRFM) je technika mikroskopovani v Sirokém poli, ktera vizualizuje pouze
molekuly pobliz sklenéného kryciho skli¢ka [16].

Kdyz svétlo, které prochazi prostiedim s vysokym indexem lomu (napft. sklem) narazi
na prostfedi s niz§im indexem lomu (napt. vodu), vytvofi se na rozhrani mezi dvéma médii
tenka vrstva svétla nazyvana evanescentni pole. TIRFM pouziva toto evanescentni pole
k osvétleni fluorescen¢nich molekul v blizkosti rozhrani. Kdyz je buiika pevné adherovana
ke sklu a svétlo putuje vzhiru skrz sklenénou stranu, vytvaii se rozhrani evanescentniho pole
a TIRFM muze excitovat fluorescen¢ni molekuly ve velmi tenké vrstvé [17].

Protoze osvétleni TIRFM je omezeno na rozhrani sklo-voda, je také velmi vhodné
pro studium interakci molekul uvnitt nebo v blizkosti bunééné membrany v Zivych buiikéach.
Tato funkce poskytuje TIRFM pétkrat az desetkrat lepsi rozliSeni nez konfokalni mikroskopie.
TIRFM se pouziva ke studiu proteinti in Vvitro pii pozorovani signalnich kaskad [16]. Vysoké
rychlosti snimani 1ze dosahnout bud’ vybérem malé oblasti vzorku nebo zvysenim rychlosti

skenovani kamery [17].

2.1.3.5 Technika zobrazeni fluorescence v Zivych buiikach v ¢ase

Technika zobrazeni fluorescence v zivych buikach v ¢ase (Fluorescence life-time
imaging; FLIM) je mikroskopicka technika, ktera kombinuje konfokalni laserovou mikroskopii
s Casové korelovanym pocitanim jednotlivych fotond (Time-correlated Single Photon
Counting; TCSPC). TCSPC umoziuje urit ¢as po excitaci, pii které byl foton emitovan.
Vsechny detekované fotony piispivaji k histogramu doby emise fotonli. FLIM se v dnes$ni dobé
vyuziva i k detekci pohlcenych fluorescen¢nich nanoc¢astic buikami nebo tkani [18;19].

Metoda FLIM se spoléha na spravny vybér fluoroford, vnitinim prostiedi bunky,
vlastnostech zkoumané tkan¢ (viskozita, index lomu) a také zavisi na chemickém stavu buiky.
Endogenni  fluorofory jako je NADH (nikotinamidadenindinukleotid), = FAD
(flavinadenindinukleotid) a melanin 1ze identifikovat pomoci charakteristické doby
fluorescence, ¢ehoz se vyuziva pro zobrazovani tkani [18].

Metoda se také miize vyuzivat k detekci §irokého pole. Sirokouhlé techniky FLIM jsou
zalozeny na casové ovlddanych nebo modulovanych zesilovacich obrazu, které jsou
kombinované s kamerami pro prostorové rozliSeni a pracuji bud’ v ¢asové nebo frekvencni

oblasti [20].
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Metoda FLIM v kombinaci s Forsterovym rezonan¢nim pfenosem energie (Forster
resonance energy transfer; FRET) je Siroce vyuzivanou metodou pro detekci interakci protein-
protein v nanometrovém méfitku v Zivych bunkach [18;20]. Pii této metodé se do vzorku
aplikuji barviva donoru (darce) a akceptoru (piijemce), pii¢emz vinova délka vyzarovana
donorem odpovida excitacni vinové délce akceptoru. Akceptor nemusi byt fluorescencni.
Excitovany donor emituje zatreni, které excituje molekuly akceptoru. Podminkou je, aby

donorovy a akceptorovy fluorochrom byly velmi blizko u sebe (pfiblizné 1-10 mm) [19].

2.1.3.6 Ostatni pokrocilé techniky fluorescen¢éni mikroskopie

Mezi ostatni vyuZzivané techniky fluorescenéni mikroskopie patii Obnoveni
fluorescence po vyhasnuti (Fluorescence recovery after photobleaching; FRAP), Ztrata
fluorescence pii fotovybéleni (Fluorescence loss in photobleaching; FLIP) a Lokalizace
fluorescence po fotovybéleni (Fluorescence localization after photobleaching; FLAP) [19].

Technika FRAP je zobrazovaci metoda pro zivé bunky, ktera umozni zkoumani
dynamiky proteinti v jednotlivych bunkach. Dokaze objasnit funkci proteint, interakci
mezi jednotlivymi proteiny a jejich pohyblivost v bunkach. Princip techniky FRAP je zalozen
na zvysené intenzité¢ laseru, jehoz vlivem poklesne fluorescence fotovybélenych proteini
ve vybrané oblasti, zatimco obnova fluorescence v oblasti je sledovana casosbérnym
mikroskopem [21]. Technice se vénovala zvySena pozornost od doby, kdy byla poprvé
zavedena do biologického vyzkumu bungk v 70. letech 20. stoleti. FRAP se nestala dosud tak
popularni, pravdépodobné kviili specializované a ¢asové narocné metodologii [22].

Technika FLIP je moderni mikroskopicka metoda slouzici pro vizualizaci transportnich
procest v zivych buikach. Je velmi uZitenou metodou pro studium vymény molekul
mezi dvéma kompartmenty, které jsou oddéleny lipidovou dvojvrstvou. Ve FLIP je vybrana
oblast bun¢k opakované vybélend pomoci intenzivniho laserového paprsku konfokélniho
mikroskopu [19;23]. Opakované vybéleni stejné oblasti ve vzorku zabrafiuje obnoveni
fluorescence. Zabrana obnoveni fluorescence v dané oblasti je hlavnim rozdilem metody FLIP
od metody FRAP [19]. Mezi vybé&lovanim se provadi monitorovani fotovybélené oblasti,
ale i monitorovani mimo vybélenou cast bunky pro sledovani transportnich procesu [23].
Pomoci FLIP se mize studovat Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum a pienos proteint
mezi jadrem a cytoplazmou [19].

Technika FLAP umoznuje individualni detekci fluorochromti a znacenych proteinti
s vysokym casoprostorovym rozliSenim. Hlavni vyhodou FLAP je, ze umoziuje detekci

a sledovani subpopulaci, které se rychle pohybuji. K molekule se ptidaji dvé fluorescencni
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znacky. Jedna znacCka je vybélena, druhd zistava neporuSena a pouziva se jako referencni.
Oba fluorochromy mohou byt detekovany nezavisle nebo soucasné fluorescenéni mikroskopii.

Absolutni signal FLAP je ziskan ode¢tenim vybéleného signalu od referenéniho [19].

2.1.4 Fluorescencni sondy

Fluorescen¢ni sondy jsou latky, které se vazi nekovalentni vazbou na nefluoreskujici
molekuly pro jejich vizualizaci a ¢asto pii tom samy meéni své fyzikalni vlastnosti. V zavislosti
na sledované molekule (mitochondrie, jadro, Golgiho aparat aj.) nebo na sledovaném jevu
(stanoveni kysliku, membranového potencialu, viskozity aj.) se musi vybrat vhodna sonda,
ktera nam umozni ziskat potfebné informace o studovaném vzorku. Fluorescenéni sondy se

vyuzivaji diky své vysoké citlivosti, specifité, rychlé odezvé a technické jednoduchosti [24].

2.1.4.1 Vizualizace bunécéného jadra

Jadro je fidicim centrem buiiky a jeho hlavnimi funkcemi je zajistit integritu gent a fidit
aktivitu celé bunky pomoci regulace genové exprese. Geny jsou tvofené deoxyribonukleovou
kyselinou (DNA) a transkripci DNA vznika ribonukleova kyselina (RNA) [21]. U genomové
DNA jsou mista pro vazbu fluorescenénich sond mista opakujicich se sekvenci bazi. V piipadé
RNA jde o pocet ptepisovanych kopii. Ve vétsiné studii se pouzivaji repetice, které jsou
lokalizovany ve specifickych lokusech chromozomii (centromery, telomery) [25].

Vizualizovat buné¢ného jadro lze s vyuZzitim linedrnich sond a fluoroforti, které méni
své fluorescencni spektrum s cilovou DNA. Detekovany signal fluorescen¢ni sondy bude vidén
jako jasny bod na fluorescenénim pozadi. Vhodné fluorofory, které spliuji tyto pozadavky jsou
kyaninova barviva. Nejcastéji se z nich pouZziva thiazolova oranz. Pary kyaninovych barviv jsou
schopné prenaset excitacni energii a lze je pouzit pro experimenty S FRET [25].

Barviva Hoechst patfi mezi nejvyuzivangj$i sondy pouzivané k vizualizaci DNA
v zivych i fixovanych bunkach. Sondy Hoechst maji vysokou afinitu a specifitu k DNA, jsou
malo toxické a prace s nimi je snadna. K barveni se mize pouzit Hoechst 33258, Hoechst 33342
nebo Hoechst 34580. Pro barveni zivych bunék je ¢astéji vyuzivan Hoechst 33258, ktery je vice
propustny pro builkky diky své lipofilni ethylové skupin€é. Hoechst je Siroce vyuzivan
pii spolecném barveni bunck, kdy chceme vizualizovat kromé jadra 1 jiné bun&cné struktury.
Jeho emisni a excitaéni spektra se nepiekryvaji s jinymi bézné pouzivanymi fluorofory [26].

Oligonukleotidové sondy jsou jednovldknové fragmenty nukleovych kyselin, které 1ze
pfizpusobit tak, aby méli vysokou specifitu a afinitu k nukleovym kyselinam, ale i k jinym

cilaim (proteiny, malé molekuly a ionty). Oligonukleotidové sondy se déli na hybridiza¢ni
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a aptamerové sondy. Hybridiza¢ni sondy jsou zalozené na tvorbé komplementarnich paru bazi,
aptamerové sondy vyuzivaji selektivni rozpozndvani analyt jinych nez nukleovych kyselin.
Nejbéznéjsimi hybridizaénimi sondami pro DNA a RNA jsou molekularni majaky (Molecular
beacons, MB). Klasicky MB je fluorescenén¢ znaceny vlasenkovy oligonukleotid skladajici se
ze smycky 15-30 nukleotidli schopnych rozpoznat cilovou molekulu, kmenu 5-8 bazi, ktery
béhem hybridizace disociuje MB s cilovou molekulou a dale z fluorescen¢ni skupiny pripojené
k 5’konci a zhaseci skupiny pfipojené k 3 konci MB [27]. V konformaci kmenové smycky je
fluorofor a zhasec blizko u sebe a veskera fluorescence je zhaSena. Po hybridizaci se vlasenkova
struktura otevie, vzdalenost mezi fluoroforem a zhaSeCem se zvét$i a dochazi k viditelné

fluorescenci [25].

2.1.4.2 Detekce mitochondrialniho membranového potencialu

Mitochondrialni membranovy potencial (Mitochondrial membrane potential; MMP) je
vysledkem redoxnich reakci spojenych s aktivitou Krebsova cyklu a slouzi jako ptechodna
forma ukladani energie, kterou ATP-syntaza vyuziva k syntéze ATP. Za normalnich okolnosti
si mitochondrie udrzuji stabilni hladinu ATP i MMP. Stabilni hodnoty ATP a MMP jsou
nezbytnou podminkou pro fyziologické fungovani bun¢k. Hodnoty MMP se mohou v dusledku
fyziologické aktivity ménit, ale zmény musi byt vratné. Pfi jejich prodlouzeni by mohlo dojit
k ohroZeni Zivotaschopnosti buriky a ke vzniku patologickych stavi (Parkinsonova choroba,
Alzheimerova choroba, rakovina, cukrovka) [28;29]. K hodnoceni hladin MMP se dfive
pouzivala mikroelektroda. Pfed méfenim musely byt mitochondrie izolovany z bunék, jinak by
byly poskozeny. Pii izolaci ale dochazelo Casto ke zniéeni integrity bunék [30].

Pro detekci MMP se dnes vyuzivaji kationtova lipofilni barviva TMRM
(Tetramethylrhodaminmethylester), TMRE (Tetramethylrhodaminethylester) a Rhodamin 123.
Kladn€ nabité sondy prochazi negativné nabitou mitochondridlni membranou diky své
lipofilité. Sondy se akumuluji uvnitf mitochondrialni matrix. Poskozené mitochondrie maji
snizeny MMP a nebudou vizualizovany. Rhodamin 123 se vyuziva predevsim k méfeni
aktualniho MMP. Akumulace fluorescen¢niho barviva v mitochondriich je poté opticky
detekovana s vyuzitim fluorescenéni mikroskopie (napt. CLSM) s CCD kamerou [31;32].

Dalsi sonda pro detekci MMP se nazyva JC-1 (5,56,6"-tetrachloro-
1,1',3,3'tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodid). Sonda JC-1 reaguje velice citlive
na zmény hodnot MMP a je povazovana za nejspecifictéjsi sondu pro detekci zmén MMP.
V zévislosti na MMP je sonda schopnd vytvaret J-agregaty. Agregaty jsou pfimo umeérné

polarizaci membrany, tedy ¢im vysSi polarizace, tim vice agregatu vznikne. V matrix
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mitochondrii s vysokou hodnotou MMP detekujeme ¢ervenou barvu agregatti. U mitochondrii
s nizkou hodnotou MMP detekuje zelenou fluorescenci monomeri sondy JC-1 [31;32].
2.1.4.3 Detekce ROS

Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem bunéénych reaktivnich forem kysliku (Reactive
oxygen species; ROS). ROS se ucastni starnuti bun¢k a vzniku patologickych stavti (rakovina,
neurodegenerace, cukrovka aj.). Pro udrzeni fyziologického stavu je zasadni rovnovaha mezi
produkci a destrukci ROS [33].

Tabulka 1. Pfehled ROS s jejich zkratkami. Prevzato a upraveno z [33].

ROS Zkratka
Hydroxylovy radikal ‘OH
Superoxid 0.~
Oxid dusnaty ‘NO
Alkylperoxylovy radikal ROO-
Alkoxylovy radikal RO-
Peroxid vodiku H20:
Singletovy kyslik 10,
Kyselina chlorna HCIO

Fluorescen¢ni sonda HE (Hydroethidin) slouzi pro detekci O,". HE ma schopnost
prochazet bunéénymi membranami. Uvnitf buiiky je HE oxidovan na ethidium, které je
zadrzovano v jadru a misi se s DNA. Jsme schopni detekovat fluorescenci ethidia. HE muze
byt také oxidovan i jinymi reaktivnimi formami a ve skuteCnosti poskytuje informace
o produkci ROS i reaktivnich formach dusiku (Reactive oxygen species; RNS) [34].

Pro detekci H202 se vyuziva sonda DCFH-DA (2,7-dichlordihydrofluorescein diacetat).
DCFH-DA je pro bunky propustny ester. Uvniti buiiky se oxiduje na dihydroxy-DCFH, ktery
je v bunce zadrZen a jsme schopni zachytit jeho fluorescenci. Sondu nelze brat jako spolehlivou,
protoze katalyzovat oxidaci mohou i pfechodné kovy a cytochrom c. Extracelularni H202 jsme
schopni detekovat pomoci sondy Amplex Red (N-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin), ktera je
vysoce specifickd a citlivd. Amplex Red je nefluorescencni molekula, kterd se oxiduje
za katalyzy kienové peroxidazy na resorufin. Resorufin je vysoce fluorescentni produkt, ktery

jsme schopni pozorovat [34;35].

2.1.4.4 Vizualizace aktinovych vlaken

Aktinovy cytoskelet je nezbytny pro Zivotaschopnost bunék a hraje klicovou roli

Vv bunécné motilité, endocytéze a rustu. Aktinovy cytoskelet se sklada z aktinovych
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monomernich vlaken (G-aktin), které se shromazd'uji do aktinovych polymernich vlaken
(F-aktin) [36]. V cytoplazmé je polymerace aktinu vysoce dynamicka. Kromé polymerace
aktini je dynamika aktind silné ovlivnéna mistnim prostiedim cytosolu. Pro vizualizaci se
vyuziva zeleny fluorescencni protein (Green fluorescent protein, GFP). Signal GFP-aktin
poskytuje cenné informace o dynamice a cytoskeletalnich vlastnostech. Signal pochazi hlavné
z difuze monomerni ¢asti aktinu. Pro detekci GFP-aktinu se vyuziva pfedevsim technika FRAP
[37].

Zlatym standardem pro znaceni aktinovych vlaken je Faloidin. Faloidin je izolovany
toxin z hub Amanita phalloides. Faloidin se vaze na vlaknity aktin s vysokou afinitou
a konjugovany s fluoroforem je uzite¢nym nastrojem pro zobrazeni aktinu [38]. Pozastavuje
strukturalni zmény aktinu, a to pravdépodobné ovlivituje interakci s proteiny, které vazou aktin.
Pouziti je do zna¢né miry omezeno na znaceni fixovanych bunék, protoze toxin ma nizkou
permeabilitu pro bunééné membrany. Dalsi nevyhodou toxinu je to, Ze nemusi vazat vS§echny

piitomné aktinové struktury [39].

2.2. PRISTROJ BIOSTATION

Ptistroj BioStation IM-Q obsahuje mikroskop, inkubator a vysoce citlivou CCD
kameru. Poskytuje stabilni prostiedi pro zivé buiiky a je pokro€ilym feSenim pro jednoduchy
dlouhodoby sbér dat v €ase. Struktura je odolna proti vibracim a je tepelné izolovand. Vyhoda
BioStationu je schopnost zobrazovat ainkubovat bufiky soufasné a tim eliminovat
experimentalni chyby. Umoziuje ¢asosbérné zobrazovani i po dobu nékolika dni [40].

BioStation IM-Q obsahuje dva zdroje zafeni, externi rtutovou vybojku a LED diodu. Je
schopen pofizovat fluorescenéni snimky a snimky ve fazovém kontrastu. Uzaveér
fluorescen¢niho zdroje se otevird pouze pfi potfizovani snimku, aby se sniZila jeho fototoxicita.
Komoru lze z inkuba¢ni komory vytdhnout a mizeme ji sterilizovat v autoklavu. BioStation
IM-Q obsahuje ctyfi senzory pro pifesnou kontrolu prostiedi. Zvlhcova¢ udrzuje vlhkost
nad 95 %. BioStation IM-Q také poskytuje stabilni pfisun oxidu uhli¢itého. Pomoci

koncentrace oxidu uhli¢itého lze regulovat fyziologické pH (~ 7,4) [40].
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Obriazek 6. BioStatin IM-Q [40].

Nevyhodou Biostationu IM-Q jsou omezené moznosti pouziti kultivacnich komor.
Prostor uvniti BioStationu IM-Q je velmi maly a vétSinou se do prostoru pro vzorek vleze
jen mala Petriho miska. Dalsi nevyhodou pii dlouhodobégjsich experimentech je uzaviena

kultivacni komora. Nelze napt. vyménit kultiva¢ni médium béhem zaznamu [41].

2.3 CYTOTOXICKE PUSOBENI LATEK IN VITRO

2.3.1 Nefrotoxicita

Ledviny jsou cilovym organem toxicity n€kolika xenobiotik a protinadorovych 1éku.
Ledviny jsou hlavnim orgdnem pro udrZeni homeostdzy v téle, a proto dysfunkce ledvin
zavazné ovliviiuje kvalitu Zivota a zdravi. Protinadorova lécba, zejména chemoterapeuticka
¢inidla zpasobuji vysokou toxicitu vedouci k dysfunkci ledvin [42]. Proximalni tubulus je
nejcastéj$im mistem poskozeni ledvin vyvolaného toxiny. Koncentrace 1é¢iva je v proximalnim
tubulu nejvyssi diky filtraci latek. Bunky proximélnich tubull ledvin aktivné transportuji
mnoho 1é¢iv, organickych slou€enin a xenobiotik z krevniho fecisté do glomerularniho filtratu
a také metabolizuji mnoho z téchto sloucenin [43].

K hodnoceni nefrotoxicity in vitro se diive vyuzivala linie NRK-52E odvozena z epitelu
proximalniho tubulu potkana. Linie vykazovala dobré hodnoceni toxicity in vitro, avsak bunky
ze zvifecich tkani maji omezenou funkci pro hodnoceni toxicity u lidi. Kultivované bunky
odvozené z lidské tkané poskytuji komplexnéjSi a spolehlivéjsi informace k vyhodnoceni
toxikologického rizika [44]. Bunééna linie lidské ledviny-2 (Human kidney 2, HK-2) je
bunécna linie lidského proximalniho tubulu. Buiiky HK-2 neexprimuji kritické transportéry
absorpce, jako jsou napf. transportéry organickych aniontt a kationtt [43]. Buiiky HK-2 byly
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imortalizovany transdukci rekombinantniho lidského papilomaviru obsahujici geny E6/E7.
Bunky si zanechdvaji fenotyp dobfe diferencovanych proximalnich tubuldrnich bunék, jsou
pozitivni na alkalickou fosfatdzu, gama-glutamyltranspeptidazu a kyselou fosfatazu. Kromé
toho si buiikky HK-2 zachovavaji funkcni vlastnosti proximalniho tubulérniho epitelu (transport
cukru, reakce na parathormon) [45].

Nefrotoxicita je zavaznym vedlej$im ucinkem mnoha dostupnych 1ékt. Akutni selhani
ledvin je zptsobeno v 19-25 % po expozici 1ékam. Mezi znamé nefrotické 1éky patii kolistin,
gentamicin, cisplatina, cyklosporin A a doxorubicin [46]. VaZznou nefrotoxicitu mize zptsobit
cisplatina (Cis-diamminedichloplatina; CisPt). CisPt je bézn¢ pouzivané chemoterapeutikum.
Buiiky proximalniho tubulu jsou bohaté na mitochondrie. CisPt je schopna pfednostné se
akumulovat Vv rendlnich tubularnich epitelialnich bunikach a indukovat mitochondrialni
dysfunkci v disledku zvysenych hodnot ROS. Oz jako prekurzor vétSiny ROS muize pusobit
jako Casny projev nefrotoxicity pro detekci a studium akutniho renalniho selhani. Pro detekci
ROS muzeme vyuzit sondu DCFH-DA, pro vyhodnoceni MMP sondu JC-1. K zobrazeni se
Casto vyuziva technika CLSM nebo fluorescenéni mikroskopie [47]. Nefrotoxicita muze byt
také vyvolana kontrastnimi latkami. Radiologické vySetfeni vyuZzivaji kontrastni latky
pro diagnostiku i pro lécebné ucely. Chronické selhani ledvin je spojeno se zvySenym
oxida¢nim stresem, a proto jsou pacienti nachylnéjsi k nefrotoxicité¢ vyvolané kontrastnimi

latkami [48].

2.3.2 Neurotoxicita

Neurotoxicita je definovdna jako jakykoliv nepfiznivy uCinek toxické latky
na fyziologickou strukturu a funkci nervového systému [49]. Pro studium in vitro se pouziva
bunécna linie lidského neuroblastomu (Human neuroblastoma; SH-SY5Y). Bunécna linie
neuroblastomu SH-SY5Y byla ziskana klonovanim z bunééné linie SK-N-SH, ktera byla
pivodné vytvorena na pocatku 70. let z biopsie kostni diené u pacienta s neuroblastomem.
Bunécné linie SH-SYSY se hojn€ vyuzivaji, protoZze maji mnoho biochemickych a funk¢nich
vlastnosti neuront. Bunky SH-SYS5Y jsou ¢asto indukovany k diferenciaci trans-retinovou
kyselinou. Trans-retinova kyselina podporuje pieziti bunék a snizuje citlivost bunék
na neurotoxiny. Neurotoxicita je Casto studovana pro vyvoj novych terapeutickych 1éciv
pro Parkinsonovu chorobu a Alzheimerovu chorobu. Bézné€ pouzivanymi neurotoxiny
pro vyvoj 1é¢iv jsou 6-OHDA (6-hydroxydopamin) a MPP+ (1-methyl-4-fenylpyridiniovy iont)
[50]. Je znamo, Ze cela fada latek ma neptiznivy dopad na vyvoj nervového systému. Piikladem

je rtut’, olovo a polychlorované bifenyly [49].

29



Methylrtut’ je vysoce toxicka pro centralni nervovy systém a zejména pro vyvijejici se
mozek. Methylrtut’ je organickd forma rtuti. Priméarni expozice clovéku je konzumace
moiskych plodd. Methylrtut snizuje hodnoty glutathionu (GSH) a inhibuje
glutathionperoxidazy a glutathionreduktazu. Dale indukuje mitochondrialni dysfunkci, snizuje
MMP a inhibuje polymeraci mikrotubuld. Dal§im zndmym neurotoxinem je kyselina okadaova,
kterd je obsazena V moiskych mékkySich. Kyselina okadaova je silnym inhibitorem
proteinovych fosfataz. Neurotoxicita je prokazana také u akrylamidu, ktery se Siroce vyuziva
Vv primyslu anebo je pfirozené tvofen ve Skrobu, ktery je vafen pii vysokych teplotach [51].

Koncentrace intracelularniho vapniku je dtlezitym tdajem pro in vitro neurotoxicitu,
protoze vapnik (Ca®") je zapojen do mnoha zékladnich neurobiologickych procesti, véetné
neurotransmise, neurodegenerace a nervového vyvoje. I malé zmény koncentrace Ca?* mohou
mit §kodlivé uéinky. Buiiky proto reguluji kromé jeho koncentrace i proteiny vézajici Ca?",
ukladani Ca®* v mitochondriich a v endoplazmatickém retikulu, transport Ca®*, fizeni pomoci
napétovych kanalii nebo Fizeni pomoci Ca?* propustnych receptorti neurotransmiterti. Latky
mohou narusit homeostazu Ca?* tim, Ze zacili své piisobeni na fidici mechanismus. Zmény Ca®*

Vv realném case se hodnoti pomoci fluorescenéni mikroskopie nebo pomoci mikrodesticek [52].

2.3.3 Hepatotoxicita

Jatra jsou odpovédnd za detoxikaci endogennich 1 exogennich molekul.
K hepatotoxicité¢ dochazi, pokud nejsou xenobiotika dostate¢né eliminovana béhem jejich
metabolismu. Nej¢astéji pouzivané bunécné linie ke studiu hepatotoxicity jsou bunééné linie
lidského hepatocelularniho karcinomu (Human hepatocellular carcinoma cell line; HepG2)
alidska hepatalni bunééna linie (Hepatic stem cell line; HepaRG). HepG2 jsou lidské
nenddorotvorné bunky s vysokou mirou proliferace a S podobnou morfologii epitelu jater. Maji
podobné jaterni funkce, jako je syntéza a sekrece plazmatickych proteinli, metabolismus
cholesterolu a triacylglycerolli, metabolismus a transport lipoproteinii, syntéza zlu¢ovych
kyselin nebo syntéza glykogenu [53]. Buniky HepaRG byly izolovany a kultivovany z hepatomu
u pacientky s cirh6zou jater po infekci hepatitidy typu C [54].

Hepatotoxicita miize byt vyvoldna léky, alkoholem anebo muze dojit k nealkoholovému
poskozeni jater v disledku zvySeni tuk (steatdza, cholestdza). KdyZ se hromadi tuk v jatrech,
lipidy se primarn¢ ukladaji jako triacylglyceridy. Vznikne nasledna steat6za a jatra poskytuji
substraty pro peroxidaci lipidd. Steatézu zplisobuje napt. 1écba tetracyklinem
nebo doxycyklinem [53]. Cholestaza je onemocnéni, pii kterém je poruSena tvorba

a vyluovani Zluce. Miize byt vysledkem funkéni poruchy tvorby Zluci na Grovni hepatocytii
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nebo poskozeni sekrece a toku zluci na Grovni zlucovodii. Cholestdza vede k intrahepatélni
akumulaci toxickych zlucovych kyselin. Pfi pretrvavani mize postoupit k nasledné nekroze
a vést az ke smrti [56].

Hlavni 1éCivo pro studovani posSkozeni jater v ramci bunétné cytotoxikologie je
acetaminofen  (N-acetylaminofenol; APAP). Predavkovani acetaminofenem neboli
paracetamolem zplsobuje vazné poskozeni jater. APAP je velmi vyuzivané analgetikum
a antipyretikum s prokazanou bezpe¢nosti v terapeutickych davkach, avSak piedavkovani vede
nejcastéji kK akutnimu selhani jater [57]. Pii terapeutickych davkach je vice nez 90 % APAP
glukurinidovano nebo sulfatovano v jatrech a nasledné vylouceno. Zbytek je metabolizovan
cytochromy P450 na elektrofilni reaktivni metabolit NAPQI (N-acetyl-p-benzochinonimin),
ktery lze neutralizovat konjugaci s GSH. Pfi pfedavkovani je zvySena tvorba metabolitu, ktery
se poté navaze na buné&né proteiny. Nasledna mitochondrialni dysfunkce vede k inhibici

mitochondrialniho dychani, depleci ATP a tvorbé ROS i RNS uvniti mitochondrii [58].

2.3.4 Plicni toxicita

Vyzkum plic vyzaduje modely, které predstavuji fyziologii alveolarniho epitelu.
K plicni bariéfe piispiva vice typlt bunék, vcetné alveolarniho epitelu typu I a II. Alveolarni
bunééna linie lidského plicniho adenokarcinomu (Alveolar human lung adenocarcinoma cell
line; A549) je dostupna linie pro vyzkum toxicity [59]. Bunécna linie A549 byla vytvorena
a charakterizovana v roce 1972. A549 ma charakteristické rysy bunék typu II plicniho epitelu
véetné lamelarnich télisek. Moznost podavani 1éku plicni cestou nabizi své vyhody. Patii
mezi n¢ velka absorpéni plocha a nizka extracelularni i intracelularni enzymaticka aktivita.
Plicni podani umoziuje rychlou absorpci 1é¢iva do krevniho obé&hu [60].

Amiodaron se ¢asto pouziva k potlaceni tachyaritmie. Jeho nezadoucim ucinkem je
amiodaronova plicni toxicita. Toxicita se vyskytuje u 5 % az 15 % pacientll. Zavisi na davce,
véku pacienta a pfedchozim plicnim onemocnéni. Amiodaron obsahuje jod, ktery se hromadi
I v jinych organech nez v plicich [61].

Nanocastice se diky svému malému priméru ukladaji hluboko do plic. Zde ptichézeji
do kontaktu s bunikami bronchialniho epitelu a s buitkami pneumocytti typu | a 11. Cytotoxicita
zlatych nanocastic v bunkach A549 se mize prokazat jako zastava bunééného cyklu, vzniku

oxidac¢niho stresu az apoptdzy [60].
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2.4 MORFOLOGICKE ZMENY BUNEK PRI PUSOBENI TOXINU

2.4.1 Zména morfologie pFi pisobeni terc-butylhydroperoxidu

Terc-butylhydroperoxid (t-BHP) je slouCenina s kratkym fetézcem lipidovych
hydroperoxidd, kterd napodobuje toxicky ucinek peroxidovanych mastnych kyselin [63]. Latka
t-BHP se pouzivda jako pfisada do mrazenych motskych plod, mazadel, bélicich
a dezinfek¢nich prostiedka [64]. Sloucenina t-BHP se bézné pouziva jako modelova latka
pro hodnoceni mechanismi bunéénych zmén vyplyvajicich z oxidacniho stresu v buiikach
a tkanich. Sloucenina t-BHP se miize metabolizovat dvéma cestami, ob¢ indukuji oxidacni
stres. Metabolizace pomoci cytochromu P450 vede k produkci peroxylovych a alkoxylovych
radikal. Radikaly iniciuji lipoperoxidaci membranovych fosfolipidii s ndslednymi zménami
integrity membrany (tekutost a propustnost). K druhé mozné metabolizaci vyuziva t-BHP
enzym glutathionperoxidazu. Slou¢enina t-BHP se pomoci glutathionperoxidazy detoxikuje
na terc-butanol. Dochazi také ke snizeni GSH, ktery se vyc¢erpa oxidaci na disulfidovou formu
(GSSGQG). Lipoperoxidace, vycerpani GSH a zména mitochondridlni permeability jsou obecné
mechanismy podilejici se na poskozeni bunék zpisobené oxida¢nim stresem [65].

Latka t-BHP je schopna indukovat nekrézu i apoptézu. Cytotoxicky ucinek zvysené
koncentrace t-BHP vyvolava typické zmény morfologic jader. Dochazi ke kondenzaci
chromatinu a fragmentaci jader. K pozorovani zmén morfologie bunééného jadra se vyuziva
sonda Hoechst, ktera se specificky vaze do useku DNA. Cytotoxicita t-BHP se muze detekovat
pomoci méteni uvoliiované laktatdehydrogenazy. Koncentrace laktatdehydrogenazy muze byt
pozorovana pomoci akridinové oranze [63]. Toxin t-BHP vyvolava akutni a chronickou toxicitu
Vv hepatocytech, zvySuje hladinu alaninaminotransferazy a aspartataminotransferazy. Toxin
t-BHP je iniciatorem piedcasného starnuti a zvysSuje rychlost zkracovani telomer. Aktivita
telomerazy je spojena s odolnosti vii¢i apoptdze a poSkozenim DNA vyvolanym oxida¢nim

stresem [64].

2.4.2 Zména morfologie pri pusobeni cisplatiny

Chemoterapeuticka ¢inidla odvozena z platiny, vcetn¢ CisPt jsou hlavnimi
terapeutickymi latkami k 1écbé nékolika druhii rakoviny, véetn€ rakoviny vaje¢nikd, varlat
amo¢ového méchyie. Terapeutické pouziti CisPt je vSak omezeno vedlej$imi Gcinky,
mezi které patii inhibice transkripce DNA, zastaveni bunétného cyklu, tvorba ROS
a v kone¢ném disledku mize dochazet k apoptotické smrti [66]. CisPt je reaktivni 1éCivo, které

interaguje nejen s DNA, ale také s ostatnimi bunéénymi slozkami, ktera obsahuji nukleofilni
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mista, jako je RNA, proteiny, membranové fosfolipidy, cytoskeletdlni mikrofilamenta
a molekuly obsahujici thiol [67]. Tumor supresorovy gen (TP53), ktery koduje protein 53 (p53),
je dilezity protinadorovy gen, ktery je u rakoviny ¢asto mutovan. CisPt indikuje expresi p53.
Jeho exprese hraje dulezitou roli pfi regulaci gent pro glykolyzu, a proto pii nadmérné expresi
muze dojit k apoptoze. CisPt se rychle hromadi v mitochondriich a zhorSuje mitochondrialni
strukturu a metabolické funkce [66].

Poskozeni DNA a naslednd indukce apoptdézy je primarnim cytotoxickym
mechanismem. CisPt se vaze na baze guaninového nukleotidu a blokuje replikaci DNA, coz
vede k poskozeni DNA a k zastaveni bunééného cyklu. Toxin se také podili na stresové reakci
endoplazmatického retikula v rakovinnych butikach, ale i ve zdravych bunkach proximalniho
tubulu ledvin [68]. Endoplazmatické retikulum hraje dulezitou roli pfi udrZzovani intracelularni
homeostazy vapniku a syntéze proteintl, posttranslacnich modifikaci a spravném ukladéani
proteint. Stres v endoplazmatickém retikulu je zplsoben zménou homeostazy vapniku
a akumulace nerozlozenych proteint. CisPt indukuje membranové a cytoplazmatické zmény
Vv nddorovych buiikich, jakym je zahuSténi buné€k, shlukovéni nuklearniho chromatinu
a dilatace endoplazmatického retikula [69].

Poskozeni DNA neni dostateéné k vysvétleni cytotoxicity CisPt. Bylo prokazano, ze
CisPt muze také zménit integritu bunénych membran. Platina a podobné kovy mohou
interagovat s misty pfitomnymi na plazmatické membrané. Interakce platina-protein je
nevratna, zatimco vazba platiny na membranové fosfolipidy je slabd a reverzibilni. Ikdyz je
vazba slaba a reverzibilni, interakce méni konformaci fosfolipidii a modifikuje membranové
funkce. V bunécné linii A549 byly pozorovany zmény membranové tekutosti. Stejnym
zpusobem vyvolava CisPt zvySeni tekutosti membrany ledvinnych proximalnich bungk.
Ptinizké koncentraci CisPt inhibuje polymeraci aktinu, pfi vysoké koncentraci indukuje

depolymerizaci ¢i agregaci aktinu [69].

2.4.3 Zména morfologie pri pusobeni chloridu kademnatého

Kadmium je toxicky kov, ktery se piednostné hromadi v ledvindch a zpiisobuje
nefrotoxicitu. Pro testovani cytotoxicity se pouziva CdCl; [70]. Kadmium je pfirozené se
vyskytujici t€zky kov, ktery se Casto pouziva v primyslu. Kadmium je z jednou z hlavnich
sloZek cigaretového koute a je klasifikovan jako lidsky karcinogen skupiny I. Mnoho studii
prokazalo, ze kadmium vyvolava rizné genotoxické ti¢inky, jakym je poskozeni DNA a vznik
chromozomalnich aberaci. Pfi nadmérné expozici kadmia mohou vzniknout onemocnéni,

napt. onemocnéni kosti, poskozeni ledvin a nékolik forem rakoviny. Kadmium ovliviiuje drahy
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pfenosu signdlu, zvysuje hladiny volného vapniku a blokuje vapnikové kanaly. Kadmium méni
antioxida¢ni obranné mechanismy a zvysuje tvorbu ROS, véetné¢ 02" a H202 [71].

Kadmium se vaze v jatrech na protein metallothionein, ktery mé k dispozici volny
cystein. Komplex se v pribéhu ¢asu pomalu uvoliuje z jater do ledvin a hromadi se v ledvinné
kafe. Volné kadmium i kadmium vazané na metallothionein jsou absorbovany endocytézou
zprostfedkovanou receptory v renalnim proximalnim tubulu. Metallothionein je degradovan
Vv endosomech a uvolnéné volné kadmium v cytosolu vytvari tvorbu ROS a zpisobuje bunécéné
poskozeni. VSechny bunééné ucinky vyvolané kadmiem jsou cCasto spojeny s apoptéozou
vyvolanou signalizaci p53. Pti koncentraci kadmia, ktera je niz$i nez koncentrace inhibujici
zivotaschopnost buné€k, dochazi ke zhorseni aktivity p53 tim, Ze kadmium inhibuje vazebnou
kapacitu DNA. Inhibice vede k chybné replikaci DNA, ktera zptisobuje karcinogenezi [72].

U bunééné linie A549 vystavené CdCl se viabilita bun¢k snizuje se zvySujici se
koncentraci. Za ucelem studia jaderného poskozeni vyvolané CdCl, mohou byt oznacena jadra
pomoci sondy Hoechst. V mikroskopu lze poté pozorovat u jader viditelnou kondenzaci
chromatinu a poskozeni DNA [72]. Expozice CdCl, muze zplsobit neurotoxicitu
prostiednictvim zvysené produkce ROS. Volné radikaly mohou zvySovat hladinu peroxidace
lipidti s naslednym narusenim bunéénych membran, poskozenim DNA a kone¢nou smrti bunék.
Pro studium apoptézy bunck se €asto vyuZiva hodnoceni metabolické aktivity bun¢k pomoci
testu MTT (methyl tetrazolium test). Dalsi bézn¢ techniky jsou zaloZeny na testech, které méfi
ztratu integrity plazmatické membrany pomoci fluorescencnich barviv schopnych proniknout
do buiiky az po prasknuti membrany. VSechny testy obvykle vyzaduji dlouhou piipravu vzorku

a vykazuji rizné citlivosti v zavislosti na bunééné linii a na jejich citlivosti na CdClz [73].

2.4.4 Zména morfologie pri pisobeni nano¢astic a nanomateriali

Nanocastice diky své velikosti < 100 nm hladce pronikaji do kiiZze ¢i dychacich cest.
Po vstupu nanocastic do téla prostupuji do mnoha tkani a organi véetné mozku, jater a ledvin.
V dtsledku toho mohou zpiisobit poruchu imunitniho systému a iniciovat zanétlivou odpoved..
VSse zavisi na vlastnosti nanomateriald, genetické predispozici ¢loveka, dobé expozice a davce
nanocastic [74]. Na zaklad¢ tvaru nanoc¢astic, mohou byt nanomaterialy rozdéleny do Ctyf tiid.
Do tfidy 0-D patii sférické formy, kam se fadi napf. zlaté castice nebo fulleren. Jako ttida 1-D
se oznacuji trubickové a draténé formy, jakou je uhlikova nanotrubicka. 2-D formy jsou formy
plechtl a desek, kam se fadi grafen. Mezi 3-D struktury patfi napt. zlaté nanocastice [75].

Se zmenSujici velikosti dochazi k vylepSeni fyzikélnich, chemickych, mechanickych

a optickych vlastnosti. S velikosti nanoc¢astic je také spojen zvyseny narust povrchové plochy
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castic. Na povrch nanomateridlu se proto muze piipojit vice chemickych slozek a jejich
reaktivita a toxicita se nasledné zvySuje. Vylepsené vlastnosti nanocastic se vyuzivaji pii 1écbé
obtizn¢ 1écitelnych nemoci, kdy nanomateridly slouzi jako nosice 1ékii. Terapie zalozena
na nanocasticich nabizi ve srovnani s béznymi 1é¢ivy uréité vyhody, jako je vysoka specifita,
selektivita a dodani k cilenému mistu. AvSak si musime uvédomit, ze ptestoze nabizeji slibné

biologické ti¢inky, mohou ptedstavovat toxické ohrozeni [76].

Tabulka 2. Vyuziti béZné pouZivanych nanoc¢astic a nanomateriali. Pievzato a upraveno z [77].

Typ Aplikace
Uhlikové nanotrubice Biosenzory
Sttibro Antimikrobialni produkty
Kvantova tecka Fluorescen¢ni zobrazovani
Hlinik Ptisada do paliva
Zelezo Magnetické zobrazovani
Oxid titanicity Barvy, uprava vody,
potraviny, kosmetika
Oxid manganaty Baterie
Oxid zine¢naty Opalovaci krémy

2.4.4.1 Pasobeni nanoéastic oxidu titani¢itého

Oxid titanicity (TiOz) je pfirodni mineralni oxid, ktery se muze vyskytovat ve formé
anatasu, rutilu a brookitu. Anatasové Castice zpusobuji vyssi cytotoxicitu, zanétlivé reakce
atvorbu ROS v riznych typech bunék a tkanich nez rutilové castice. Nanocastice TiO2 jsou
Siroce vyuzivany v kosmetice, malifstvi a pti konzervaci potravin. TiOz se pouzivaji
pro vyrobu biomateriali, kvili své vysoké stabilit¢ a antimikrobidlnim 1 antikoroznim
vlastnostem. TiO2 se do lidského té€la muze dostat vdechnutim, kontaktem s pokozkou
nebo pozitim. Inhalace je pravdépodobné hlavni vstupni cestou TiO2 do lidského téla [78].
Nanocastice TiO2, které proniknou plicnimi cestami, mohou byt transportovany do mozku
nebo krevni cirkulace, z které se dostanou do ledvin, jater a ostatnich organt [79]. Expozice

TiO2 muze zplsobit plicni zanét, fibrézu anebo reakci podobnou emfyzému [80].
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V lidskych dychacich cestach se na zéklad¢ velikosti nanocastic TiO2 predpoklada, ze
se ukladaji hlavné v alveolach. Pro studovani cytotoxicity se proto ¢asto vyuziva bunécéné linie
Ab549. In vitro se nanocastice TiO2 akumuluji v buiikach hlavné endocytézou a distribuuji se
V intracytoplazmatickych kompartmentech. Nanocastice TiOz indikuji v buitkach oxidac¢ni stres
pomoci zvysené tvorby ROS a snizené antioxida¢ni bunécné odpovédi. Nanocastice TiO2 také
zpusobuji oxidacni poskozeni DNA, i kdyz se uvniti bunééného jadra neakumuluji [80].
V mikroskopu lze pozorovat u bunék A549 typické apoptotické smrst'ovani bunék. Po obarveni
sondou Hoechst 1ze pozorovat, ze nanocastice TiO2 zptuisobuji kondenzaci chromatinu v jadrech

a pti vyssich koncentracich Ize vidét obarvena jadra apoptotickych télisek [78].

ROS
Endocytéza ROS
» D - >
“e a'e NIZEN APOPTOZA A549
T % S A S‘ATPM —> POSKOZENIA549
Nano-TiO2 ROS

Obrazek 7. Schéma poskozeni bunék pomoci nanoé¢astic TiO-.

2.4.4.2 Pusobeni nanocastic oxidu zineénatého

Nanocéstice oxidu zine¢natého (ZnO) jsou syntetizovany né€kolika metodami a jejich
vlastnosti jsou uréovany velikosti, chemickym slozenim a povrchovymi vlastnostmi.
Nanocastice ZnO se pouzivaji v kosmetice, pigmentech, néatérech, katalyzatorech
a Vv elektronickych zatizenich. Déle jsou Casto vyzivany pro své antibakterialni vlastnosti
Vv primyslovych odvétvich pifi vyrobé bavlny, gumy a baleni potravin. Absorpce nanocastic
ZnO vede ke zvySené koncentraci zinku v jatrech, tukové tkani a slinivce biisni [81].

Cytotoxicita, oxidacni stres a mitochondrialni dysfunkce jsou zplisobeny rozpustnosti
nanocastic ZnO a naslednym zvysenim intracelularni hladiny zine¢natych iontti. Mechanismus
cytotoxicity nanocéastic ZnO miZze nastat v disledku zvysSeni hladiny zinecnatych iontl
Vv extracelularni oblasti, nasledovana zvysenim intracelularni koncentrace. Nanocastice ZnO
mohou vstoupit do buiiky pfimo a zvySit hladinu intracelularnich zine¢natych ionti
Vv lysozomech. Zvyseni koncentrace zine¢natych iontli mize ovlivnit enzymy zavislé na zinku
a transkripéni faktory. MiiZze také dojit k defektnimu traveni bilkovin a lysozomalni
destabilizaci [81].

Nanocastice ZnO mohou ovlivnit rizné typy bunék. Nanorody (nanotycky) ZnO jsou

vvvvv e

povazovany pro buiiky za toxictéjsi nez sféricky (kulovity) tvar ZnO. Nanorod ZnO indukuje
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napf. V buitkach A549 cytotoxicitu, zvySuje hladiny ROS, zptisobuje oxidacni stres a aktivaci
apoptotickych kaspaz. Nanocéstice ZnO indukuji hladinu ROS a snizuji hladinu GSH
v bunikach HK-2. V bunééné linii SHSY-5Y indukuje produkci mikrojader a poskozeni DNA
[81]. V lidské epidermalni bunééné linii bylo pozorovano, ze nanocastice ZnO indukuji
oxidacni stres pomoci snizeni GSH a snizené kataldzy. Genotoxicky potencial v lidskych
epidermélnich bunkéch je zprostfedkovan pomoci peroxidace lipidi a vznikem oxidacniho
stresu. V mikroskopu lze pozorovat bunky, které zméni svij tvar na sféricky. Sférické bunky

se odd¢li od shluki bunék, které jsou piilehlé na povrchu [82].

2.4.4.3 Pisobeni uhlikovych nanomateriali

Nanomateridly na bazi uhliku maji vyborné vlastnosti a jsou vyuzivany pro rizné
aplikace od podani 1éCiv az po vyuziti v elektronice. Uhlikové nanomateridly maji rtzné
formace sodlisSnymi tvary. Rozd€lujeme je na Cerné nanocastice, fullereny, uhlikové
nanotrubice, vladkna a dalsi pfibuzné formy. Existuji i pfirozené se vyskytujici uhlikaté Castice
ve vzduchu, které vznikaji ve spalovacich procesech, naptiklad pii spalovani metanu a propanu.
Studie 0 znecisténi ovzdusi prokazaly, ze inhalované uhlikové nanoc¢astice mohou zpusobit
poskozeni plic. Ruzné vysledky cytotoxicity materidli na bazi uhliku souvisi s rozdily
ve fyzikalné-chemickych vlastnostech nanomateridld a typu cilovych bunck. Uhlikové
nanomaterialy mohou vyvolat indukci ROS, poskozeni DNA, poSkozeni lysozomd,

mitochondrialni dysfunkci a ptipadnou smrt bun€k prostfednictvim apoptézy nebo nekrozy
[83].
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Obrazek 8. Formace uhlikovych nanomateriali. Pievzato a upraveno z [83].

Nanomateridly vyrobené z témét Cistého uhliku jsou extrémné hydrofobni a snadno
agreguji v kapalinach. Vicevrstva uhlikova nanotrubice (Multi walled carbon nanotube;
MWCNT) mé podobnou patologii, jako azbestova vlakna. Obé maji jehlovity tvar, prooxidacni
schopnost a bioperzistenci. MWCNT zpisobuji v buikaich A549 mitochondrialni selhani
a intracelularni lysozomalni dysfunkci. Zmény v lysosomalni permeabilité vedou k uvolnéni
hydrolytickych enzyml v cytoplazmé a vyvolavaji apoptézu. Vysoka produkce ROS je
zpusobena velkou plochou MWCNT [84]. Grafen nevstupuje do bun¢k A549 a nema zjevnou
cytotoxicitu, avSak mulZe zplsobit na bufice zavisly oxidacni stres a vyvolat mirnou ztratu
zivotaschopnosti bun¢k [85]. Buiky AS549 po vystaveni jednovrstvych uhlikovych
nanotrubicek (Single walled carbon nanotube; SWCNT) vykazuji ve svételném mikroskopu

zménu morfologie, kdy 1ze pozorovat apoptotické a nekrotické bunky [86].

2.5 TYPY BUNECNE SMRTI

Bunééna smrt je dulezity biologicky proces, ktery urcuje vyvoj mnohobunécénych
organismul. V imunitnim systému hraje bunéna smrt zasadni roli ve vyvoji imunitnich bunék
a pii obrané patogenll. Nespravnd funkce bunécné smrti mize vést k zanétu, autoimunité
nebo imunodeficienci [87]. Bunécna smrt se projevuje makroskopickymi morfologickymi
zménami. Podle zmény morfologie klasifikujeme bunécnou smrt do ti¥i rlznych forem.

Bunécnou smrti typu I je oznafovana apoptdza, kterd se vykazuje cytoplazmatickym

38



smr$ténim, kondenzaci chromatinu (pyknoéza), fragmentaci jader (karyorrhexis) a tvorbou
apoptotickych télisek, které jsou piijimany sousednimi bunikami s fagocytarni aktivitou
a nasledn¢ degradovany v lysozomech. Bunééna smrt typu II, nebo-li autofagie se projevuje
rozsahlou cytoplazmatickou vakuolizaci a naslednou lysozomalni degradaci. Bunécnou smrti
typu III je ozna¢ovana nekroza [88]. Dale se bunétna smrt mize rozdé€lit podle toho, jestli jsou
buiky ztkané¢ odstranény bud’  kontrolovanym  (programovanym)  zptisobem
nebo nekontrolovanym. Programovana smrt zahrnuje fadu biochemickych a molekularnich
déji. Nekontrolovana smrt mé za néasledek rozliti obsahu do okolnich tkéni. Pievladajici
formou programované bunécné smrti je apoptoéza, nekontrolovanou bunécnou smrti je

oznacovana nekroza [89].

2.5.1 Apoptéoza

Apoptoza je proces, pii kterém bunka piestava rist a nedeli se. Apoptoza je energeticky
zavisly, biochemicky zprostfedkovany proces programované bunééné smrti. Apoptdza je
nezbytnd pro mnoho procest, vcetné¢ eliminace infikovanych a transformovanych bungk,
spravné fungujiciho imunitniho systému, vyvoje organismu a udrzovani homeostazy. Existuji
dvé hlavni apoptotické signalni drahy. Vné&jsi apoptoticka cesta a vnitini (tzv. mitochondridlni
ucastnicich se apoptdzy. Kaspazy jsou na cysteinu zdvislé endoprotedzy, které katalyzuji
Stépeni peptidové vazby. Aby byly kaspdzy aktivni, musi se nejprve aktivat z prokaspaz.
V lidskych buikach je znamo 14 kaspaz. VétSina kaspaz muze byt rozdélena podle jejich role
do tii hlavnich skupin. Inicidtorové kaspazy (kaspazy 8 a 9), exekucni kaspazy (kaspazy 3, 6
a7) a kaspazy ucastnici se zanétu (kaspazy 1, 4, 5, 11 a 12). Kaspazova kaskada je sama
katalyzovana, jakmile je spusténa [90]. Po aktivaci mohou exekuc¢ni kaspazy, zejména kaspaza
3 a kaspéaza 7 zpracovat alespon 1000 proteinii. Stépeni téchto kaspazovych substrati miize mit
za nasledek zisk nebo naopak ztratu funkce téchto proteint [91].

Proteiny rodiny Bcl-2 se silné podileji na regulaci apoptozy jak s proapoptotickymi,
tak i s antiapoptickymi aktivitami a lze je rozdélit do téi skupin. Antiapoptoticka skupina
proteini zahrnuje proteiny Bcl-2, Mcl-1, Bcl-B, Bcl-xL a Bcl-W. Vsechny proteiny maji ¢tyfi
Bcl-2 homologické domény (BH1, BH2, BH3 a BH4). Proapoptoticka skupina je slozena
Z proteinti Bax, Bak a Bok. Proteiny jsou svoji strukturou podobné prvni skupiné, ale postrada;ji
BH4 doménu. Tteti skupina ma pouze doménu BH3 a sklada se z Bik, Hrk, Bim, Bad, Bid,
PUMA, NOXA a Bmf. Proteiny ze tfeti skupiny jsou pti nadmérné expresi proapoptotické [90].

Vnéjsi membrana je piisné regulovana proteiny rodiny Bcl-2. Proteiny Bcl-2 také fidi nékolik
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dal§ich bun&nych procest, véetné mitochondridlni fize, autofagie a odtoku Ca?*
z endoplazmatického retikula. Proteiny Bax a Bak jsou piimo zodpovédné za ztratu integrity
mitochondrialni vnéjSi membrany. Po jejich aktivaci vytvareji velké oligomery, které se
vkladaji do membrany a narusuji ji [91].

Vnitini cesta apoptdzy je nejbéznéjsSim mechanismem apoptdzy u obratlovel. Vnitini
cesta apoptozy je aktivovana vnitinimi podnéty (metabolickym ¢i hypoxickym stresem)
nebo mize byt také vyvolana endoplazmatickym retikuldrnim stresem. Vnitini stimuly
podporuji aktivaci kaspdz a proapoptotickych ¢leni rodiny Bcl-2. Aktivace vede
k permeabilizaci vné&jSich membran mitochondrii prostfednictvim kanalti Bax a k uvolinovani
cytochromu ¢ z mitochondrii. Cytochrom c¢ vytvaii komplex s apoptotickym aktivaénim
faktorem 1 (Apoptotic protease activating factor 1; Apaf-1) a prokaspazou 9. Komplex se
nazyva apoptosom Apaf-1 tvoii kostru, kolem které je apoptosom shromazdén. Apoptosom
aktivuje prokaspazu 3, ktera nasledné aktivuje kaspazu 3. Kaspaza 3 $tépi cilové proteiny.
U zdravych bunék se cytochrom c¢ nachazi pouze v mitochondridlnim mezimembranovém
prostoru. Aby mohl inteagrovat s Apaf-1, musi dojit k mitochondrialni permeabilizaci vné&jsi
membrany vyvolané apoptotickymi podnéty [90; 91].

Vnéjsi cesta apoptdzy je spusténa vnéjsimi podnéty bunck a je zndma jako cesta smrti
pomoci tzv. receptord bunécné smrti. Mezi receptory smrti patii tumor nekrotizujici faktor,
ktery ma né€kolik podskupin. Receptory obsahuji na intracelularni ¢asti tzv. smrtici doménu.
Smrtici doména je dlouhd piiblizné¢ 80 aminokyselin. Na smrtici doménu se vazaji dalsi
proapoptotické proteiny, napt. Fadd a tvoii membranové vazany signdlni komplex navozujici
smrt (Death inducing signaling complex; DISC), ktery aktivuje kaspazy. Iniciatorova kaspaza
8 je piijata komplexem DISC a aktivovdna. Aktivovana kaspaza 8 $tépi nckolik substrati,
véetné kaspazy 3. Aktivovana kaspaza 3 $té€pi aktin, jaderné laminy a podporuje degradaci

DNA. Stépeni aktinu narusuje bunééné déleni a migraci bunék [89; 92].

2.5.2 Nekroza

Nekroza je zanétliva forma bunécéné smrti. Béhem nekrozy se narusuje integrita bunécné
membrany a cytoplazmatické slozky vytékaji do extracelularniho prostoru, coz vede
k naslednému zanétu a k poskozeni tkané. Nekrozu muze zpusobit infekce, vysoké davky
zafeni, Sok nebo uduSeni. Na rozdil od apoptézy je nekroza energeticky nezavisla forma
bunééné smrti, kdy je buiika tak siln¢ poskozena, Ze neni schopna samotné existence. Pokud je
apoptéza blokovana inhibici kaspaz, mize se rezim bunétné smrti preménit na nekrozu.

Nekrozu spusti zvySené hladiny ROS a inhibice kaspaz. Existuji podobné bunécné smrti
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s prasknutim bunéné membrany. Patii mezi né methudza, nekroptoza, pyroknoza a pyroptdza.
Avsak tyhle ,,nekrotické* bunécné smrti jsou regulovany signadlnimi cestami a externimi
nebo internimi induktory a mediatory [89;93]. Prasknuti plazmatické membrany lze pozorovat
také v pozdnich stadiich apoptotické nebo autofagické bunécné smrti, kdy se mrtvé bunky
nedaji ze systému odstranit fagocytéozou. Proces se oznacuje jako sekundarni nekréza a je
nezavisly na jakékoli jiné signaliza¢ni udélosti, néz na které se ptivodné¢ podilelo (apoptotické

nebo autofagické) [91].

Dezintegrace

Otékani Kondenzace
Fragmentace

NEKROZA ﬁ APOPTOZA

Obrazek 9. Rozdily mezi apoptézou a nekroézou.
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3. CIL PRACE

1) Kultivace a ptiprava bunéénych linii pro pokrocilou mikroskopickou analyzu.

2) Charakterizovat cytotoxické pisobeni vybranych toxind u neuroblastomové buné¢éné linie

SH-SYS5Y prostiednictvim zakladnich bioanalytickych metod.

3) Pomoci pokrocilych fluorescenénich mikroskopickych metod vizualizovat a charakterizovat

cytotoxické plisobeni vybranych koncentraci studovanych toxint.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pomiticky a pristroje

e Automaticky pipetor Accujet-Pro (BrandTech Scientific, Némecko)
e Biostation IM-Q (Nikon, Japonsko)

e CASY counter (Roche, Svycarsko)

e (Centrifuga Labofuge 400 (HERAEUS Instrument, Némecko)

e Desticky pro konfokalni mikroskopii (SPL, Korea)

e Fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, Japonsko)

e Inkubitor Memmert (IndiaMART, Indie)

e Invertovany mikroskop Primo Vert (Carl Zeiss, USA)

e Komirka, 4jamkova (Ibidi, Némecko)

e Kultiva¢ni lahve a misky pro bunééné linie (TPP, Svycarsko)

e Laminarni box Airstrem (ESCO, USA)

e Lednice a mrazak (Liebherr, Némecko)

e Lednice s mrazdkem -20 °C (Liebherr, CR)

e Mikrotitraéni desticky, 96jamkové (Nunc, Dansko)

e Pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Spektrofotometr a spektrofluorimetr Infinite M200 (Tecan, Rakousko)
e Viha (Mettler toledo, Svycarsko)

e Vortex (Heathrow Scientific, USA)

Software

e Adobe Photoshop (Adobe Inc., USA)

e Microsoft Office — Word, Excel, Powerpoint (Microsoft, USA)
e Nikon NIS-Elements (Nikon, Japonsko)

e OriginPro 9.0.0. (OriginLab, USA)

e Tecan SparkControl (Tecan, Svycarsko)
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4.2 Seznam pouzitych chemikalii

e Cell proliferation reagent WST-1 (Roche, Némecko)

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

e Faloidin znaceny fluorochromem FITC (Mr = 1252,44; Sigma Aldrich, USA)

e Fluorescencni sonda Hoechst 33258 (Mr = 623,96; Sigma Aldrich, USA)

e Fluorescen¢ni sonda monochlorobiman, MCB (Mr = 226,66; Sigma Aldrich, USA)

e Formaldehyd (Mr = 30,03; Lachema, Ceskoslovensko)

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

e Chlorid kademnaty, CdCI2 (Mr = 183,32; Sigma Aldrich, USA)

e Karbonylkyanid-4-(trifluorometoxy)fenylhydrazon, FCCP (Mr = 254, 17; Sigma
Aldrich, USA)

e Oxid titanigity P25, TiO2 P25 (Mr = 79,87; Sigma Aldrich, USA)

e Tert-butylhydroperoxid, t-BHP (Mr = 90,12; Sigma Aldrich, USA)

e Triton X-100 (Mr = 647; Sigma Aldrich, USA)

e Vicevrstvé uhlikové nanotrubicky, MWCNTS (JRC Nanomaterials Repository, Italie)

Biologicky material

Bunééna linie SH-SY5Y (ATCC, USA)

4.3 Priprava roztoki

Kultivaé¢ni médium pro bunécénou linii SH-SY5Y

Bunéénou linii SH-SY5Y jsme kultivovali v médiu DMEM/F12 (1:1) s fenolovou
¢erveni, které jsme obohatili 0 15 % fetalniho bovinniho séra, 2 mM glutamin, 50 pg/mL

penicilin, 50 ug/mL streptomycin a 1 % neesencialnich aminokyselin.

Roztoky pro jednotliva stanoveni

Fosfatovy pufr (PBS) - Ke 45 mL deionizované vody bylo pfiddno 5 mL zasobniho fosfatového

pufru (10x). Takto pfipraveny pufr byl uchovavan v lednici pii 4 °C.

Pracovni roztok pro fluorimetrické stanoveni glutathionu (¢ = 40 umol/L) - K 1952 uL PBS

jsme pridali alikvot zasobniho roztoku monochlorobimanti o koncentraci 10 mmol/L. Pracovni

roztok se pfipravoval vzdy Cerstvy tésné pred métenim.
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Zasobni roztok Faloidin-FITC — Zasobni roztok jsme pfipravili rozpusténim Faloidinu-FITC

v PBS. Roztok byl uchovavan v mrazaku pfti -20 °C.

Pracovni roztok Hoechst 33258 (c =2 umol/L) - K 95,8 uL PBS jsme piidali 4,2 uL zasobniho
roztoku Hoechst 33258 (¢ = 1000 umol/L). Pracovni roztok se pifipravoval vzdy Cerstvy tésné

pfed méfenim.

Pracovni roztok cisplatiny - Ze zasobniho roztoku CisPt (¢ = 1 mmol/L) byly pfipraveny

roztoky o koncentraci 5 a 50 pmol/L. Pro kone¢nou koncentraci 5 pmol/L se k 3980 puL média
ptidalo 20 puL zasobniho roztoku CisPt. Pro kone¢nou koncentraci 50 umol/L se k 4940 uL

média pridalo 260 pL zasobniho roztoku CisPt. Pfiprava prob&hla vzdy v den ovlivnéni bunék.

Pracovni roztok chloridu kademnatého - Ze zasobniho roztoku CdClz (c = 20 mmol/L) byly

pfipraveny roztoky o koncentraci 25 a 100 umol/L. Pro kone¢nou koncentraci 25 pumol/L
roztoku se k 3900 uL média piidalo 1300 uL pracovniho roztoku o koncentraci 100 pmol/L.
Pro kone¢nou koncentraci 100 umol/L roztoku se k 6567 pL média pridalo 33 pL zasobniho

roztoku CdCl.. Piiprava probéhla vzdy v den ovlivnéni bunék.

Pracovni roztok tert-butylhydroperoxidu (t-BHP) (¢ = 50 umol/L) - Ze zasobniho roztoku

t-BHP (c = 5,5 mol/L) byl ptipraven 50 umol/L roztok pomoci postupného fedéni do média.

Ptiprava probéhla vzdy v den ovlivnéni bunégk.

Pracovni roztok karbonylkyanid-4-(trifluorometoxy)fenylhydrazon (FCCP) (¢ = 20 umol/L) -

Ke 3920 uL média bylo pfidano 80 pL zasobniho roztoku FCCP (c = 1 mmol/L). Pfiprava

probéhla vzdy v den ovlivnéni bunék.

Pracovni roztok oxidu titani¢itého P25 (TiO2 P25) - Do 999 uL média se navazil 1 mg TiO2

P25. Z takhle ptfipraveného roztoku se vzalo 520 pL a ptidalo se k médiu o objemu 4680 plL.

Piiprava probé¢hla vzdy v den ovlivnéni bunék.

Pracovni roztok vicevrstvych uhlikovych nanotrubi¢ek (MWCNTS) - Navazili jsme 1 mg

MWCNTBS a k navazce ptidali 999 uL média. Z takhle ptipraveného roztoku se vzalo 520 pL

a pfidalo se k médiu o objemu 4680 pL . Pfiprava probéhla vzdy v den ovlivnéni bunck.

Pracovni roztok formaldehydu (3,7 %) - K 1800 uL PBS jsme ptidali 200 pL zasobniho roztoku

formaldehydu (37 %). Pracovni roztok se pfipravoval vzdy Cerstvy tésné pied méfenim.

Ptiprava roztoku triton X-100 (0,1 %) - K 1998 pL PBS jsme pridali 2 pL zasobniho roztoku

tritonu X-100 (100 %). Pracovni roztok se piipravoval vzdy Cerstvy tésné pied méfenim.
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4.4 Testovani cytotoxicity pomoci bioanalytickych metod

K testovani cytotoxicity u bunécné linie SH-SY5Y byly pouzity vybrané toxiny jako
CisPt, CdClz, FCCP, t-BHP, TiO2 P25 a MWCNTSs. Pomoci testu WST-1 jsme sledovali vliv
toxinti na bunéénou viabilitu bunék SH-SYS5Y. Intracelularni koncentrace glutathionu byla
hodnocena pomoci testu MCB. Pomoci sondy Hoechst 33258 jsme pozorovali vliv toxina
na nuklearni kondenzaci.

Testy byly provadény v 96jamkovych destickach. Na jednu jamku desticky bylo
nasazeno 25 tisic bunék. U bun¢k nasledovala inkubace 24 hod, aby buiiky Vv dostate¢né mife
ptisedly na povrch desticky. Nésledovalo odpipetovani kultivacniho média a ptidani 100 puL
média bez fenolové Cervené s piisluSnou koncentraci toxinu do kazdé jamky. Ke kontrolnim
buitkkdm bylo pfidano pouze médium bez fenolové Cervené. M¢tili jsme 24, 48 a 72 hod

po ovlivnéni bunék piislusnymi toxiny.

4.4.1 Detekce intracelularni dehydrogenazové aktivity

Test WST-1 detekuje aktivitu extra- a intramitochondrialnich dehydrogenaz. Principem
testu WST-1 je redukce tetrazoliovych soli na Zluty formazan. MnozZstvi formazanu je pfimo
umeérné poctu metabolicky aktivnich bunék.

U linie SH-SYSY byly pouzity 96jamkové mikrotitraéni desticky. Absorbance byla
méfena spektrofotometricky pti vinové délce 440 nm za pouziti spektrofotometru Tecan Spark
(Tecan, Rakousko). Absorbance byla méfena ihned po pfidani 10 pL WST-1 ¢inidla a podruhé
byla méfena po inkubaci, ktera probiha pii 37 °C po dobu 60 min. Vyhodnoceni bylo zalozeno
na odecteni absorbance (1-0 hod). Aktivita dehydrogenaz byla vzdy vztazena ke kontrolnim

buiikdm (= 100 %).

4.4.2 Fluorimetrické stanoveni hladiny glutathionu

Pro zisténi intracelularni hladiny GSH se vyuzivaji fluorescenéni sondy
monochlorobimantit (MCB), které proniknou pies bunéfnou membranou a fluoreskuji
po navéazani na GSH.

U linie SH-SYS5Y byly pouzity 96jamkové mikrotitracni desticky. K bunkam bylo
ptidano 20 pL pracovniho roztoku MCB. Intenzita fluorescence byla méfena ihned po pridani
roztoku. Intenzita fluorescence (394/490 nm) byla méfena po dobu 20 min za pouziti
fluorometru Tecan Spark (Tecan, Rakousko). Zména fluorescen¢niho signalu byla vzdy

vztazena ke kontrolnim bunkam (= 100 %).
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4.4.3 Fluorometricka detekce vlivu toxini na nuklearni kondenzaci

Sonda Hoechst 33258 patii mezi jednu z nejvyuzivanéjSich sond k vizualizaci DNA
v zivych 1 fixovanych bunkéach. Pfednostné se vaze na pary adenin-thymin, mad vysokou
specifitu i selektivitu. Sonda Hoechst 33258 snadno pronika do bunék kvuli své lipofilni
ethylové skupiné.

Buiikky SH-SYS5Y byly nasazeny do 96jamkové desticky a po inkubaci s ptislusnymi
toxiny jsme desticku centrifugovali pfi 8000 g po dobu 5 min pii laboratorni teploté.
Po centrifugaci jsme odebrali 70 uL média a nasledné ptidali 70 uL PBS. Do kazdé jamky jsme
pfidali 10 pL pracovniho roztoku Hoechst 33258. Desticku jsme inkubovali 5 min
pfi laboratorni teploté a métili intenzitu fluorescence (352/461 nm) pomoci pfistroje Tecan
Spark (Tecan, Rakousko). Zména fluorescenéniho signalu byla vzdy vztazena ke kontrolnim
buikam (= 100 %).

4.5 Mikroskopické testovani cytotoxicity

K mikroskopickému testovani cytotoxicity bunééné linie SH-SYSY byly pouzity toxiny
jako CisPt, CdCly, t-BHP, TiO2 P25 a MWCNTS. Pro hodnoceni cytotoxicity byla pouzita
sonda Hoechst 33258, podle které miizeme hodnotit piisobeni toxini na jadro a dale byl vyuzit
fluorescenéné znaceny Faloidin-FITC, kterym lze pozorovat zmény bunéc¢ného cytoskleletu.

Testovani cytotoxicity se hodnotilo po 24, 48 a 72 hod inkubace bun¢k SH-SY5Y s toxiny.

4.5.1 Sonda Hoechst 33258

Sonda Hoechst 33258 je Casto vyuZivana i pii spole¢ném barveni bun¢k, protoZe emisni
I excitaéni spektra se nepiekryvaji s jinymi bézné pouzivanymi fluorofory.

K bunikam se do 200 puL média ptidalo 10 uL pracovniho roztoku Hoechst 33258
vytemperovaného na 37 °C. Builky byly poté inkubovany po dobu 10 min pii 37 °C ve tmé.
Po inkubaci jsme buriky jednou promyli roztokem PBS. Ptidali jsme kryci sklo a nasledovalo

mikroskopovani. V mikroskopu jsme pozorovali modré zbarveni bunéénych jader.

4.5.2 Fluorescen¢né znaceny Faloidin

Pro vizualizaci aktinovych vlaken se vyuziva fluorescenéné znaceny Faloidin. Faloidin
je izolovany toxin z hub Amanita phalloides. Vyuziva se na znaceni fixovanych bunék, protoze
toxin ma nizkou permeabilitu pro bunééné membrany Zivych bunék.

Pfed fixaci jsme buiiky jednou promyli roztokem PBS. Bunky jsme fixovali pomoci

200 puL 3,7 % formaldehydu. Bunky jsme inkubovali s formaldehydem po dobu 5 min pii 37 °C
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ve tme&. Po inkubaci jsme formaldehyd odtahli a k bunkam jsme ptidali 200 uL 0,1 % roztoku
tritonu X-100. Po 15min inkubaci pti 37 °C jsme bunky 2x promyli roztokem PBS (37 °C).
Pridali jsme 200 pL pracovniho roztoku Faloidinu a nechali jsme bunky inkubovat po dobu
40 min pfi laboratorni teploté ve tm¢. Piidali jsme kryci sklicko a nasledovalo mikroskopovani.

V mikroskopu jsme vidéli zelena aktinova vlakna.

4.6 Testovani cytotoxicity pomoci pristroje BioStatin IM-Q

Ptistroj BioStation IM-Q (Nikon, Japonsko) poskytuje stabilni prostfedi pro buiiky
a umoznuje ndm sbér dat i po dobu nékolika dni. Ptistroj ndm umozni potizovat fluorescencni
snimky i snimky ve fazovém kontrastu.

Pro dlouhodobou analyzu cytotoxického ptisobeni vétsiho poctu latek naréz jsme pouzili
4jamkovou komirku, do které jsme nasadili buiiky v denzité 20 tisic bun¢k v 300 pL média.
V kazdé jamce byl nasledné objem doplnén kultivaénim médiem na 700 pL. Po 24 hod jsme
odsali médium a vymeénili za takové, které obsahovalo kromé CisPt a CdCl, také fluorescenéni
barvivo Hoechst 33258. Médium jsme doplnili tak, aby v kazdé¢ komitrce byla vysledna
koncentrace 2 pL. Hoechst 33258. Poté jsme komurku umistili do pfistroje a nastavili analyzu
po dobu 72 hod.

4.7 Statisticka analyza namérenych dat

Vysledky dehydrogenazové aktivity a koncentrace GSH jsou vyjadieny jako
primér + SD, vysledky nuklearni kondenzace jsou vyjadieny jako primér + SEM. Vysledky
byly podrobeny statistické analyze pii zvolené hladiné vyznamnosti p = 0,05. Pro statistickou
analyzu byla pouzita jednorozmérna analyza rozptylu (jednorozmérna ANOVA) s naslednym

Bonferroniho post-testem (OriginPro 9.0.0, USA).
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5. VYSLEDKY

5.1 Optimalizace bunécné denzity

Pred zacatkem experimentii jsme definovali nejvhodnéjsi denzitu bunék SH-SYS5Y
pro nasazeni do 96jamkové mikrotitraéni desticky. Do desticky byly nasazeny suspenze bun¢k
vV rozmezi 10-35 tisic bunék o objemu 100 pL na jamku a nechali jsme ji inkubovat po dobu
24 hod (37 °C, 5 % COy). Poté jsme vyménili médium a opé&t jsme ji inkubovali 24 hod.
Po inkubaci jsme k bunkam do kazdé jamky piidali 10 uL reagentu WST-1. Nasledné jsme
pomoci spektrofotometru Tecan Spark kineticky méfili absorbanci pfi vinové délce 440 nm
v 10min intervalech po dobu 2 hod. Zménu absorbance v zavislosti na ¢ase u bunék SH-SY5Y
nasazenych v riznych denzitich znazoriiuje graf 1. V rozmezi 0 az 1 hod jsme pozorovali
patrnou linearni zavislost u denzity 25 tisic bunék na jamku. Hodnoty absorbanci byly
pozorovany i po vice nez 1 hod, aby byly naméfené hodnoty dostate¢né odlisitelné od méfeného
signalu pozadi. Pro volbu vhodné denzity bylo také zasadni, aby buiiky mély v delSich ¢asovych
intervalech dostatek prostoru pro rist a zaroven, aby v nejkrat§im ¢asovém intervalu inkubace
(24 hod) byl pocet bun€k v jamkach dostate¢ny. Po zhodnoceni bunétné konfluence, ktera
¢inila v nejdelsim Casovém intervalu (72 hod) pfiblizné¢ 90 % pfii denzité¢ 25 tisic bunck
na jamku jsme se rozhodli brat tuhle denzitu bunék jako optimalni pro studium cytotoxického

plsobeni vybranych latek.
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Graf 1. Optimalizace denzity bunék SH-SY5Y. Buiiky SH-SY5Y; 10-35 tisic bunék/jamku; 0-2 hod;
WST-1 (440 nm).

5.2 Studium cytotoxicity pomoci bioanalytickych metod

5.2.1 Stanoveni dehydrogenazové aktivity

Dehydrogenazovou aktivitu bunék jsme hodnotili pomoci WST-1 testu. Detekovali
jsme zménu Zivotaschopnosti bunék po expozici toxinu a hodnotili jsme jejich vliv v zavislosti
na jejich koncentraci a dobé inkubace. Buitky SH-SY5Y jsme inkubovali 24, 48 a 72 hod
s5a50 pumol/L CisPt, 25 a 100 umol/L CdClz, 50 pmol/L t-BHP, 100 ug/mL TiO, P25
a 100 pg/mL MWCNTSs.

Z grafu 2 je patrné, ze po 24 hod byl zaznamenan signifikantni pokles dehydrogenazové
aktivity u bunék inkubovanych s 50 pmol/L CisPt a se 100 umol/L CdC: ve srovnani
s kontrolnimi bunkami. Pokles byl dale detekovan v obou delSich ¢asovych intervalech,
dehydrogenazové aktivity. U bunék inkubovanych s 5 umol/L CisPt a 100 pg/mL TiO2 P25
jsme detekovali na case zavisly pokles dehydrogenazové aktivity, ktery znaci postupny veétsi
vliv toxického plsobeni sledovanych latek. SniZeni jsme detekovali i ve vSech Casovych
intervalech u bun¢k inkubovanych s 100 pg/mL MWCNTSs. Naopak u bunék inkubovanych
s 25 umol/L CdCl; doslo ke zvySeni dehydrogenazové aktivity ve srovnani s kontrolnimi
bunkami.
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Graf 2. Vliv toxinui na intracelularni dehydrogenazovou aktivitu (24, 48 a 72 hod). Bunky SH-
SY5Y inkubované s toxiny: cisplatina (CisPt; 5 pmol/L, 50 umol/L); CdCl, (25 umol/L, 100 umol/L);
tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 umol/L); TiO, P25 (100 ug/mL); vicevrstvé uhlikové nanotrubicky
(MWCNTSs; 100 pg/mL). Pozitivni kontrola: karbonylkyanid-4-(trifluorometoxy)fenylhydrazon
(FCCP; 20 umol/L). Test WST-1 (440 nm). Pramér = SD (n = 11-16; ***, p < 0,001).

5.2.2 Stanoveni intracelularni hladiny glutathionu

V buiikkdach SH-SY5Y jsme detekovali hladiny intracelularni koncentrace GSH
po expozici toxinu prostiednictvim MCB metody. Bunky jsme inkubovali opét s 5 a 50 umol/L
CisPt, 25 a 100 pmol/L CdClz, 50 pmol/L t-BHP, 100 pg/mL TiO2 P25 a 100 pg/mL MWCNTSs
po dobu 24 ,48 a 72 hod.

Koncentrace GSH po expozici s vybranymi toxiny po 24, 48 a 72 hod je znazornéna
v grafu 3. S vyuzitim spektrofluorometru jsme detekovali absolutni depleci GSH u bun¢k
inkubovanych s 50 umol/L CisPt jiZ po 24 hodinach. Oproti tomu, u bunék inkubovanych
s 5 umol/L CisPt je patrné snizeni koncentrace GSH az po 48 hod ve srovnani s kontrolou.
Po 72 hod toto snizeni jesté nartstd a hodnota klesa az na urovein 51 £ 6 % ve srovnani
s kontrolnimi buitkami. Podobny klesajici trend zaznamenavame i u t-BHP ¢i 25 umol/L CdClo.
V piipade 25 pmol/L CdCl: je tento klesajici efekt patrny spolu s efektem nartstu intracelularni
koncentrace GSH po 24 hod inkubaci. Zvyseni GSH nastalo také po 24 hod u bun¢k
ovlivnénych 50 pmol/L t-BHP a 100 ug/mL TiO2 P25. Po 24 hod inkubaci bun¢k s toxiny

mizeme pozorovat snizeni GSH u bun¢k ovlivnénych 100 pmol/L CdCl., kde po 72 hod klesla
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intracelularni koncentrace GSH az na uroven 4 = 3 % a u 100 ug/mL MWCNTSs klesla hodnota

na 69 + 3 % ve srovnani s kontrolnimi burikami.
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Graf 3. Koncentrace glutathionu po expozici vybranym toxinim (24, 48 a 72 hod). Buiky SH-
SY5Y inkubované s toxiny: cisplatina (CisPt; 5 pmol/L, 50 umol/L); CdCl; (25 umol/L, 100 umol/L);
tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 umol/L); TiO, P25 (100 ug/mL); vicevrstvé uhlikové nanotrubic¢ky
(MWCNTs; 100 pg/mL). Pozitivni kontrola: karbonylkyanid-4-(trifluorometoxy)fenylhydrazon
(FCCP; 20 umol/L). Test MCB. Primér + SD (n = 12-16; ***, p < 0,001).

5.2.3 Vliv toxinu na nuklearni kondenzaci

Pro fluorometrické stanoveni vlivu toxinl na nukledrni kondenzaci jsme bunky
SH-SY5Y inkubovali se stejnym spektrem toxind, jako tomu bylo v pfedchozich dvou
stanovenich. Jednalo se opét o 5 a 50 umol/L CisPt, 25 a 100 umol/L CdCl2, 50 pmol/L t-BHP,
100 pg/mL TiO2 P25 a 100 pg/mL MWCNTS po dobu 24, 48 a 72 hod.

Z grafu 4 mizeme pozorovat postupné zvySovani nuklearni kondenzace, kdy nejvyssich
hladin dosahuji toxiny po 72 hod. Vyjimkou je 100 pg/mL MWCNTS, u kterého pozorujeme
nejvyssi nuklearni kondezaci po 24 hod. Nejvyssi nuklearni kondenzaci zptisobuje u bunek
50 umol/L CisPt, kdy po 72 hod byla hodnota nuklearni kondenzace vice nez Sestinasobna
vzhledem ke kontrolnim buiikam. Poté jsme detekovali druhé nejvétsi zvyseni u 100 umol/L
CdCl,, kdy po 72 hod byla hodnota nuklearni kondenzace vice nez pétinasobna oproti

kontrolnim bunkam.
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Graf 4. Vliv toxini na nuklearni kondenzaci (24, 48 a 72 hod). Buiiky SH-SY5Y inkubované
s toxiny: cisplatina (CisPt; 5 umol/L, 50 umol/L); CdCl, (25 umol/L, 100 umol/L); tert-
butylhydroperoxid (t-BHP; 50 umol/L); TiO, P25 (100 pg/mL); vicevrstvé uhlikové nanotrubic¢ky
(MWCNTSs; 100 pg/mL). Pozitivni kontrola: karbonylkyanid-4-(trifluorometoxy)fenylhydrazon
(FCCP; 20 umol/L). Pramér + SEM (n = 6-8; *, p < 0,05; ***, p < 0,001).

5.3 Zmény morfologie bunék

5.3.1 Mikroskopicka fluorescen¢ni analyza bunééné morfologie

Pro studium a posouzeni morfologickych zmén SH-SY5Y bunék ovlivnénych
vybranymi toxiny jsme vyuzili vlastnosti fluorescen¢nich sond. Doba inkubace SH-SY5Y
bunék s toxiny byla 24, 48 a 72 hod. Pro mikroskopickou analyzu byly zvoleny 5 a 50 pmol/L
CisPt, 100 umol/L CdClz, 50 umol/L t-BHP, 100 pg/mL TiO2 P25 a 100 pg/mL MWCNTSs.
Pro mikroskopickou analyzu jsme vynechali 25 upmol/L CdCl, u kterého jsme
V bioanalytickych metodach zaznamenali fenomén narustu dehydrogendzové aktivity
a nedetekovali jsme u né¢ho ani sniZeni intracelularniho GSH. U bunék jsme prostiednictvim
fluorescencnich sond vizualizovali bunécna jadra i aktinova vlakna, a to pomoci sondy Hoechst
33258 a pomoci fluorescenéné zna¢eného Faloidinu (Faloidin-FITC).

Jak je patrné z obrazku 10, tak u bunék SH-SY5Y inkubovanych 24 hod s toxiny
muzeme sledovat nejvyznamnéjsi zmény v morfologii u bun¢k inkubovanych s 100 pmol/L
CdCl,. U bungk se vyznamneé snizil jejich pocet, ktery pokles zhruba o 70 % vuéi kontrolnim

bunkam. Déle miizeme pozorovat i zménu tvaru bunék, jak ve fazovém kontrastu, tak i pomoci
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vizualizace bunécného cytoskeletu. Vyznamné zmény lze také pozorovat u bunék ovlivnénymi
50 umol/L CisPt, kdy je patrné zejména snizeni jejich poctu, zména jejich tvaru a snizeni
schopnosti adherence bunék ke dnu kultiva¢ni nadoby. Dale mlZeme pozorovat zmény
jaderného chromatinu i cytoskeletu u bun¢k ovlivnénych 100 pg/mL MWCNTSs.

Na obrazku 11 jsou buiky SH-SYS5Y inkubované 48 hod stoxiny. Opét vidime
signifikantni zmény u bunék inkubovanymi s 100 pmol/L CdClz2a 50 pmol/L CisPt. U bun¢k
inkubovanymi s témito toxiny pozorujeme kulovity tvar bunék a poskozeny jaderny chromatin.
Po expozici bunék s 50 pmol/L CisPt se snizil poc¢et bunék zhruba o 60 % v porovnani
s bunkami inkubovanymi se stejnym toxinem v 24 hod intervalu. Dale miizeme sledovat zmény
V poctu u bun¢k ovlivnénymi 100 pg/mL MWCNTS. Pocet se zvysil, diky jejich nepferusenému
piirozenému déleni bunek.

Dale jsme pozorovali zmény u bun¢k SH-SY5Y po inkubaci 72 hod s toxiny. Zmény
jsou zobrazeny na obrazku 12. Po expozici bun¢k s 100 umol/L CdCl, pozorujeme opét
apoptoticka teliska, po expozici bun¢k s 50 pmol/L CisPt uz pozorujeme jen rozpadlé bunky.
U bunék ovlivnénymi 100 pg/mL MWCNTs se jiz pocet bun€k snizil. Snizeni poctu
pozorujeme i u bunék inkubovanymi s 100 ug/mL TiO2 P25.

Na obrazcich 10-12 mizeme pozorovat i ptitomnost nanomateriali, kdy u MWCNTS
pozorujeme pritomnost ¢ernych nanotrubicek a u bun€k ovlivnénych TiO2 P25 pozorujeme

svétle Sedé nanopartikule.

54



Fazovy kontrast Faloidin-FITC Hoechst 33258

Obriazek 10. Mikroskopicka analyza vlivu toxini na buiiky SH-SY5Y (24 hod). Zvétseni 200x;
sloupec 1: fazovy kontrast; sloupec 2: sonda faloidin-FITC; sloupec 3: sonda Hoechst 33258. A:

kontrola; B: CdClI, 100 umol/L; C: t-BHP 50 umol/L; D: CisPt 50 umol/L; E: TiO, P25 100 pg/mL; F:
MWCNTSs 100 pg/mL.
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Fazovy kontrast Faloidin-FITC Hoechst 33258

Obriazek 11. Mikroskopicka analyza vlivu toxini na buiiky SH-SY5Y (48 hod). Zvétseni 200x;
sloupec 1: fazovy kontrast; sloupec 2: sonda faloidin-FITC; sloupec 3: sonda Hoechst 33258. A:

kontrola; B: CdClI; 100 umol/L; C: t-BHP 50 umol/L; D: CisPt 50 pmol/L; E: TiO, P25 100 pg/mL; F:
MWCNTSs 100 pg/mL.
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Fazovy kontrast Faloidin-FITC Hoechst 33258
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Obriazek 12. Mikroskopicka analyza vlivu toxini na buiiky SH-SY5Y (72 hod). Zvétseni 200x;
sloupec 1: fazovy kontrast; sloupec 2: sonda faloidin-FITC; sloupec 3: sonda Hoechst 33258. A:
kontrola; B: CdClI, 100 umol/L; C: t-BHP 50 pmol/L; D: CisPt 50 umol/L; E: TiO2 P25 100 pg/mL; F:
MWCNTS 100 pg/mL.
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5.3.2 Zmény bunécéné morfologie v pribéhu ¢asosbérné obrazové analyzy

Pomoci pfistroje BioStation IM-Q jsme se pokusili o detailngjsi prostudovani toxického
pusobeni vybranych latek, které na zéklad¢ vyse popsanych vysledkl plisobily na bunécnou
linii SH-SYSY nejvice negativnim zpisobem. Nejdiive jsme se rozhodli otestovat toxicitu
samotné sondy Hoechst 33258 na neovlivnénych bunikdch SH-SY5Y. Pouzili jsme koncentrace
0,5; 1 a 2 umol/L Hoechst 33258. Zjistili jsme, Ze toxicita pouzité fluorescenéni sondy
ve zvolenych koncentracich neni vyznamna. Dale jsme se soustiedili na ¢asosbérnou obrazovou
analyzu zaméfenou na zménu morfologie bunék ovlivnénych toxiny. Z piedeslych testi je
patrné, ze nejvétsi zmeény na SH-SY5Y bunkach zpisobilo 100 pmol/L CdCl; a 50 pmol/L
CisPt, a proto jsme se soustfedily pravé na jejich toxicitu. Pro porovnani toxicity zavislé
na davce jsme 4jamkovou komtrku doplnili o 5 pmol/L CisPt. Buiiky jsme sledovali v rozmezi
0-72 hod po inkubaci s toxiny v intervalu 1 hod ve fazovém kontrastu a pomoci sondy Hoechst
33258, u které jsme nepozorovali typické modré zbarveni jader jako u ptedchozi mikroskopie,
protoze jsme pouzili cernobilou kameru.

Buiiky inkubované s toxiny jsme porovnavali vzdy s kontrolnimi neovlivnénymi
buiikami, které jsou zobrazeny na obrazku 13. Na obrazku 14 jsou buniky ovlivnéné 50 pmol/L
CisPt. Po 24 hodinach uz pozorujeme zménu tvaru bunék na kulovity, bunky jsou méné ptisedlé
a vykazuji poSkozeni jader. Zmény jsou jesté¢ ve vEtsi mife pozorovatelné po 48 a 72 hod.
Na obrazku 15 jsou buriky ovlivnéné stejnym toxinem, ale s niz$i koncentraci CisPt (5 umol/L).
Po 24 hod vidime, ze n€které buniky se zacinaji zakulacovat a maji poskozené jadro, ale
ani po 72 hod neni viditelné poSkozeni bunécnych jader u vSech bunék.

Na obrazku 16 jsou bunky SH-SY5Y ovlivnéné 100 umol/L CdCl> a jak jsme
predpokladali, poSkozeni je viditelné uz po 24 hodinach. Bunky jsou zmenSené, kulaté a jsou
mén¢ piisedlé. V dalSich casovych intervalech pozorujeme prohloubeni jiz dfive viditelnych

patologickych zmén a zvySeni poctu sviticich bunécnych jader.
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Fazovy kontrast Hoechst 33258
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Obrazek 13. Kontrolni SH-SY5Y buiiky (0, 24, 48, 72 hod). Zvétseni 100x. Fazovy kontrast, Hoechst
33258.
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Fazovy kontrast Hoechst 33258
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Obrazek 14. SH-SYSY buiiky ovlivnéné 50 pmol/L CisPt (0, 24, 48 a 72 hod). Zvétseni 100x. Fazovy
kontrast, Hoechst 33258.
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Fazovy kontrast Hoechst 33258
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Obrazek 15. SH-SY5Y buiiky ovlivnéné 5 pmol/L CisPt (0, 24, 48 a 72 hod). Zvétseni 100x. Fazovy
kontrast, Hoechst 33258.
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Fazovy kontrast Hoechst 33258
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Obrazek 16. SH-SY5Y buiiky ovlivnéné 100 pmol/L CdCl; (0, 24, 48 a 72 hod). Zvétseni 100x.
Fazovy kontrast, Hoechst 33258.
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6. DISKUZE

Pro charakterizaci bunécné toxicity jsme si zvolili bunécnou linii SH-SYSY, ktera je
velmi vyuzivanou linii pro studium neurodegenerativnich chorob. Pouzili jsme modelové
toxiny t-BHP, CisPt, CdCl>, TiO2 P25 a MWCNTs. Nejdiive jsme se zaméfili na volbu
optimalni denzity u bunék pro nasazeni do 96jamkové desticky. Pifi studiu neurotoxického
pusobeni na bunkdch SH-SYS5Y se volba pocateCni denzity liSi, pohybuje se predevSim
v rozmezi 10-50 tisic bun¢k na jamku [94; 95; 96]. Na zakladé¢ studii jsme pro optimalizaci
bunécné denzity zvolili 10-35 tisic bun€k na jamku, z niz jsme vybrali denzitu 25 tisic bunék
cytotoxicitu pomoci bioanalytickych metod. Detekovali jsme vliv toxind na bunéénou viabilitu
pomoci testu WST- 1, dale jsme detekovali zménu intraceluldrni hladiny GSH pomoci testu
MCB a pozorovali jsme i vliv toxinti na nukledrni kondenzaci. Vysledky jsme vztahovali
ke kontrolnim bunkam, které nebyly ovlivnény toxiny (kontrola negativni). Jako pozitivni
kontrolu jsme zvolili latku FCCP, ktera inhibuje mitochondrialni dychéani a je nazyvana jako
tzv. rozpojovaé [97].

Prvnim zvolenym toxinem byl t-BHP, ktery se hojn¢ vyuziva jako stimulator oxidacniho
stresu. Pro experiment jsme pouzili koncentraci 50 pmol/L. Pomoci bioanalytickych metod
jsme zjistili, ze t-BHP ani po 72 hod nezpisobi vyznamné snizeni zivotaschopnosti bungk,
Vv jeho pfitomnosti nedochdzi ani k vycerpani GSH. Naopak jsme zaznamenali vyznamny rist
nuklearni kondenzace, ktera dosahla nejvyssich hodnot v 72 hod. Ve studii [98] pozorovali
ucinky t-BHP na bunky SH-SYS5Y pomoci MTT testu, ktery je obdobny testu WST-1.
Zivotaschopnost bundk méfili po 12 hod inkubaci bunék s toxinem. Byla pozorovana
na koncentraci zavisla bunééna smrt. Koncentrace 250 pumol/L zplsobila u 50 % bunck
bunéénou smrt. V jiné studii zkoumali cytotoxicitu také pomoci testu MTT na SH-SY5Y
bunkach po hodinové expozici bunék stoxiny. Zvolili  koncentrace t-BHP
od 125 do 1500 pmol/L. V nejvyssi koncentraci doslo ke snizeni zivotaschopnosti bunék
na 38 % [99].

Druhym zvolenym toxinem byla CisPt, kterd je velmi vyuZivana jako
chemoterapeutikum, avsak jejim problémem je znama neurotoxicita [100]. Proto jsme CisPt
zvolili jako modelovy toxin pro buitky SH-SYS5Y. U bioanalytickych metod jsme studovali
5a50 umol/L CisPt. Detekovali jsme u vSech testl toxicitu zavislou na davce a Casu.
U5 umol/L CisPt jsme detekovali po 24 hod snizenou zivotaschopnost bunék o 15 %,

po 72 hod se snizila Zivotaschopnost bunék o vice nez 70 %. Koncentrace GSH klesla 0 51 %
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po 72 hod. Nukledrni kondenzace byla vyznamné zvySena uz od 24 hod. Oproti tomu
50 umol/L CisPt zptsobila uz po 24 hod snizeni zivotaschopnosti bun¢k o 97 %, po 48 hod
uz jsme detekovali nulovou hladinu dehydrogenazové aktivity. Hladiny GSH byly u 50 pmol/L
CisPt vyCerpany uz po 24 hod. Nuklearni kondenzace bylau 50 umol/L CisPt nejvyssi ze vSech
modelovych toxini. Radou jinych autord byla také zkoumana CisPt na bun&éné linii SH-SY5Y.
Cytotoxicky ucinek CisPt stanovili ve studii [101] pomoci testu MTT. Zjistili, ze 50 pmol/L
CisPt zpisobila po 24 hod u 90 % bunék smrt, 5 umol/L CisPt zptsobila jen nepatrny pokles
zivotaschopnosti bunék. Vysledky se tedy shoduji s nasim experimentem. Ve studii [102] také
pouzili razné koncentrace CisPt a studovali cytotoxicitu pomoci MTT testu. Jako nejvyssi
koncentraci zvolili 20 umol/L, ale ita zpasobila pokles Zivotaschopnosti bun¢k o vice
nez 60 %.

DalSim zvolenym toxinem byl CdCl.. Kadmium je vSudeptitomny tézky kov, u kterého
je dobfe znamo, ze indukuje neurotoxicitu. Kadmium je zahrnuto mezi etiopatogeneticky faktor
nékterych neurodegenerativnich onemocnéni. Neurotoxicita vyvolana kadmiem zahrnuje
tvorbu ROS, ktera vede k aktivaci apoptotické kaskady, kromé toho indukuje i stres v ER [103].
Zvolili jsme si dvé koncentrace pro bioanalytické testy, 25 a 100 umol/L CdCl,. Zatimco
u 25 umol/L CdCl> dochazelo ke zvySeni dehydrogenazové aktivity a zvySeni hladin GSH,
100 pmol/L CdCl, zptsobilo u bunék vyznamné snizeni GSH jiz po 24 hod. Dale jsme
detekovali u 100 pmol/L CdClIz po 24 hod snizeni zivotaschopnosti bunék o vice nez 85 %.
V dal$ich ¢asovych intervalech uz byla dehydrogenazova aktivita nulova. ZvySeni nuklearni
kondenzace bylo vyznamné u obou koncentraci. Ve studii [103] zkoumali pomoci testu MTT
zivotaschopnost bunék SH-SYS5Y po ovlivnéni 10 umol/L CdCl,. Po 24 hod expozici doslo
ubunék ke sniZzeni Zivotaschopnosti o vice néz 20 %. Ve studii [104] také zkoumali
zivotaschopnost bunék SH-SYSY pomoci MTT. Po 24 hod expozici doSlo ke zvySeni
Zivotaschopnosti jen do 3 umol/L CdCly, poté zivotaschopnost vyrazné klesla, u koncentrace
30 pmol/L az o vice nez 80 %. Podobnych vysledkd dosahli i v experimentu [105], kde podle
testu MTT detekovali Zivotnost bunck SH-SY5Y po ovlivnéni nizkymi koncentracemi CdCla.
U nami provedeného experimentu byl vyuzit test WST-1, a proto se vysledky mohou lisit.

Pro studovéani cytotoxicity jsme si zvolili i nanomaterialy. Prvnimi zkoumanymi
nanogasticemi byly TiO, P25. Castice TiOz P25 narusuji oxidaéni metabolismus bungk
prostiednictvim riznych mechanismil, nejcastéji ale pomoci generovani ROS. Pro nas
experiment jsme zvolili koncentraci 100 pg/mL TiO, P25. Castice zpiisobily sniZeni
dehydrogenédzové aktivity, ktera byla zavisla na case. Po 72 hod se sniZzil pocet zivotaschopnosti

bunék o vice nez 50 %. Koncentrace GSH piekvapivé po 24 hod inkubaci bunék s toxinem
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stoupla, v dalsich casovych intervalech ale neklesla pod 100 %, jak jsme piedpokladaly.
Nuklearni kondenzace byla po 48 a 72 hod vysoka. V roce 2020 sledovali vliv TiO2 na bunééné
linii SH-SY5Y. Bunky byly vystaveny koncentracim TiO2 po dobu 24 hod. Pro testovani
zivotaschopnosti byl pouzit test MTT. Z vysledku bylo patrné, Ze koncentrace do 10 pg/mL
TiO2 nezpusobila u bunék zmény, naopak koncentrace 50 a 100 pg/mL vyvolala vyrazné
zvyseni zivotaschopnosti bun¢k [106]. U nami provedeného experimentu byl vyuzit test
WST-1, ¢imz se vysledky mohou lisit. Dale mohou byt rozdilné vysledky zpiisobeny poctem
nasazenych bunck. V nasem experimentu bylo pouzito 25 tisic bun¢k na jamku, zatimco
v experimentu [106] byla pouzita bunééna suspenze 16 tisic bunék na jamku. Dale mize byt
rozdil v pouzitych nanocasticich. V dal$im experimentu studovali také viabilitu bun¢k pomoci
testu MTT po 4, 24 a 48 hod expozici nanocastic TiO2 na builkky SH-SYSY. Buiiky byly
vystavené zvysujicim se koncentracim od 1,5 do 250 pg/mL. Po 4 hod nevykazovala zddna
davka nanocastic cytotoxicitu. Po 24 hod vyvolaly cytotoxicitu koncentrace vySsi
nez 125 pg/mL, kdy se snizila Zivotaschopnost bunék ptiblizné€ o 25 %. Po 48 hod vykazovaly
buitkky SH-SY5Y piiblizné 30-60 % bunécnou smrt pii ddvkach v rozmezi od 15 do 250 pg/mL
[107]. Vysledky experimentu jsou podobné nasim vysledkd.

Druhym zvolenym nanomateridlem byly nanotrubicky MWCNTs. Vzhledem
k morfologické podobnosti s azbestovymi vlakny maji MWCNTSs schopnost vytvaret toxické
ucinky, napiiklad oxida¢ni stres, mitochondrialni poskozeni a bunéénou smrt. Mnoho studii in
vivo a in vitro zkoumalo toxikologicky a prozanétlivy uc¢inek MWCNTSs na plice. Inhalaci se
ale mohou nanomateraly diky svym hydrofobnim vlastnostem dostat pies hematoencefalickou
bariéru do CNS [108]. Pro vSechny experimenty jsme zvolily koncentraci 100 pg/mL
MWCNTs. Uzpo24 hod expozici bunek stoxinem doslo K vyznamnému snizeni
Zivotaschopnosti o vice neZ 65 % oproti kontrolnim buiikdm. Po 72 hod uZ to bylo o snizeni
zivostnosti bun€k pies 70 %. Ve vSech casovych intervalech doslo k vyznamnému snizeni
koncentrace GSH o vice nez 20 %. Nuklearni kondenzace se vyznamné zvysila po 24 hod,
v dalSich Casovych intervalech uz ale bylo zvySeni vzhledem ke kontrole zanedbatelné. Ve
star$i studii z roku 2009 vyuzili testy MTT a WST-1 k detekci zivotaschopnosti bunék SH-
SYS5Y po expozici 5 pg/mL MWCNTs. Data ziskana testem MTT naznacuji 12 % az 15 %
ztratu Zzivotaschopnosti po 72 hod, test WST-1 neprokazal zadné snizeni zivotaschopnosti.
Tento nesoulad v testech byl zptisoben nerozpustnou povahou formazanu, ktery vznika pfi
MTT testu [109].

V druhé c¢asti prace jsme pozorovali morfologii bunék pomoci fluorescen¢niho

mikroskopu. S vyuzitim fluorescen¢nich sond jsme vizualizovali bunécny cytoskelet
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(Faloidin-FITC) a bunécna jadra (Hoechst 33258). Pii zvétseni 200x jsme pozorovali zmény
u bunék SH-SYS5Y ovlivnénych 100 umol/L CdClz, 50 umol/L t-BHP, 50 umol/L CisPt,
100 pg/mL TiO2 P25 a 100 ug/mL MWCNTs. Mikroskopickym pozorovanim bun¢k jsme se
snazili potvrdit nase vysledky z bioanalytickych méfeni. Toxin t-BHP nezpusobil vyznamné
zmény v zivotaschopnosti bunék ani po 72 hod, nedoslo ke zmén¢ morfologie a ani ke zméné
kondenzace jaderného chromatinu. Dale jsme si potvrdili i pusobeni 100 pmol/L CdCly,
u kterého jsme jiz po 24 hod mohli vidét velké snizeni zivotaschopnosti a zménu tvaru bunck.
Po 48 hod jsme uZz pozorovali vznikla apoptoticka téliska, ktera byla v mensi mife viditelna
1po 72 hod. Piipozorovani 50 umol/L CisPt jsme zjistili, Ze bunky snizili svoji
zivotaschopnost, po 48 hod jsme pozorovali apoptotickd téliska s posSkozenymi jadry
a po 72 hod uz byly vidét jen rozpadlé buiiky bez viditelného cytoskeletu a jader. U nanocastic
jsme mohli vypozorovat, Ze po 48 hod nedoslo k tbytku Zivotaschopnych bunék a buiky se
naopak dale prirozené¢ d¢lily. K viditelnému ubytku doSlo az po 72 hod. Vysledky
z bioanalytickych méfeni se nam tedy neshoduji s vysledky z fluorescen¢niho mikroskopu.
Piedpokladame, Ze pfi bioanalytickych méfenich nanocastice, predevsim MWCNTSs ovlivnily
méfeni svym ¢ernym zbarvenim a zkreslily nam vysledky.

V posledni ¢asti prace jsme pomoci Casosbérné mikroskopie pozorovali bunky
SH-SYS5Y ovlivnéné 5 a 50 pmol/L CisPt a 100 pmol/L CdCl,. U zvolenych toxind jsme
v predeslych testech zjistili nejvEtsi toxicitu, a proto jsme se zaméfili pravé na né. Buiky jsme
pozorovali pii zvétSeni 100x ve fazovém kontrastu a pomoci sondy Hoechst 33258. Komurka
byla umisténa do piistroje BioStationu IM-Q a nastavili jsme analyzu po dobu 72 hod.
Fotografie pfistroj potizoval kazdou hodinu. To je obrovska vyhoda pfistroje oproti klasickému
fluorescenénimu mikroskopu. Byli jsme schopni pozorovat u bun¢k zménu morfologie, vznik
apoptotickych télisek a piisobeni toxinl na jadra bun€k v hodinovych intervalech a 1épe tak
zachytit toxické pusobeni latek na buiky. Zjistili jsme ale 1 nevyhody pfistroje.
Jednou z nevyhod je zamlzeni komurky pii vlozeni do pfistroje, které trvalo vzdy kolem
hodiny. Dalsi z nevyhod je tvorba bublinek, které bychom ve fluorescen¢nim mikroskopu

vyfesili posunutim do jiné ¢asti zorného pole.
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7. ZAVER

Cilem diplomové prace byla charakterizace bunécné toxicity pomoci mikroskopickych
technik. Nejprve jsme detekovali cytotoxicitu vybranych toxini pomoci bioanalytickych
metod, kterou jsme déale ovéfovali pomoci fluorescenéniho mikroskopu a pfistroje
BioStation IM-Q. Testovani jsme provad€li na nami zvolené buné¢ni linii neuroblastomu
SH-SY5Y, ktera je vyuzivana pro studovani neurotoxicity.

Pro testovani jsme zvolili CisPt, CdClz, t-BHP, TiO2 P25 a MWCNTs. Buiiky SH-SY5Y
jsme u vSech provedenych testti inkubovali s toxiny po dobu 24, 48 a 72 hod. Nejvice toxicky
efekt na bunky jsme detekovali bioanalytickymi metodami u 50 umol/L CisPt a u 100 pumol/L
CdCl2. U obou toxint jsme detekovali nulovou dehydrogenazovou aktivitu po 48 hod inkubaci
bungk s toxiny. Dale jsme u 50 pmol/L CisPt detekovali uplnou depleci intracelularni hladiny
GSH jiz po 24 hod. Koncentrace GSH klesla u 100 umol/L CdCl2 po 24 hod expozici bun¢k
s toxinem o vice nez 95 %. PoSkozeni bun€k bylo nésledné potvrzeno mikroskopickou
analyzou, kdy u bunék po expozici s 50 umol/L CisPt a 100 umol/L jsme pozorovali ztratu
fyziologického uspotfadani cytoskeletu, zakulaceni bunck a jejich uvolnéni od dna
mikroskopického sklicka. V posledni ¢asti prace jsme pro vizualizaci morfologickych zmén
zvolili ¢asosbérnou analyzu. Morfologické zmény jsme pozorovali v hodinovych intervalech
a byli jsme schopni 1épe zachytit toxicky efekt vybranych toxind oproti toxickému poSkozeni

ve fluorescenénimu mikroskopu.
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