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ANOTACE

Predlozena diplomova prace se zabyva studiem toxicity tézkych kovu in vitro
pomoci pokrocilych modernich bioanalytickych metod. Teoretickd ¢ast diplomové prace
je zaméfena na pusobeni tézkych kovu rtuti a kadmia. Dale jsou také zminény nejcastéji
pouzivané bunééné modely suspenznich bunék pro studium cytotoxicity tézkych kovi.
Zavérecna pasaz teoretické casti diplomové price je zaméfena na vyuziti modernich
bioanalytickych metod pro stanoveni cytotoxicity tézkych kovi na lidskych
suspenznich bunéénych liniich. Experimentalni ¢ast prace shrnuje piipravu a Kultivaci
buné&¢nych linii HL-60, Jurkat a Raji. Dale je diplomova prace vénovana popisu cytotoxického
pusobeni CdCl,, HgCl» a cisplatiny u zvolené bunécné linie Jurkat. K detekci funkénich zmén
bun¢k Jurkat inkubovanych s vySe zminénymi toxiny bylo vyuzito stanoveni koncentrace
intracelularniho glutathionu a dehydrogenazové aktivity. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny,

diskutovéany a nésledné v zavéru diplomové prace shrnuty.
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ANNOTATION

This diploma thesis deals with the study of heavy metal toxicity in vitro using advanced
modern bioanalytical methods. The theoretical part of the thesis is focused on the effects
of heavy metals such as mercury and cadmium. Furthermore, the most commonly used cell
suspension models for the study of heavy metal cytotoxicity are also mentioned. The following
theoretical part of the thesis focusses on the use of modern bioanalytical methods to determine
heavy-metal cytotoxicity in human suspension cell lines. The experimental part is devoted
to the preparation and cultivation of HL-60, Jurkat and Raji cell lines. An additional topic
of the thesis is to describe the cytotoxic effects of CdCl,, HgCl and cisplatin on the Jurkat cell
line. The determination of intracellular glutathione concentration and dehydrogenase activity
of Jurkat cells was used to detect functional changes in the cell line tested. The selected tests
were evaluated in the time range of 1-6 h and 24 h. As a conclusion, in the diploma thesis, all

measured results are described and subsequently discussed.
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UVOD

Tézké kovy jsou prirozené se vyskytujici prvky, nejvétsi zastoupenou skupinou jsou
pfechodné kovy, dale polokovy, lanthanoidy, a rovnéz aktinoidy. Jejich spole¢nym
charakteristickym znakem je vysoka hustota, a také jejich toxické pusobeni jak na lidsky
organismus, tak na zivotni prostiedi. Ve vyc¢tu té€Zkych kovi nejcastéji nalezneme olovo, arsen,
meéd, zinek, rtut’, kobalt, antimon, selen a kadmium. Nékteré t€zké kovy jsou pro spravnou
funkci lidského organismu nezbytné, jiné tézké kovy jsou naopak jiz ve stopovém mnozstvi
pro ¢lovéka nebezpecné. Nékteré ztéchto kovli mohou vyvolat vazné zdravotni nasledky
jako je naptiklad neurotoxicita, nefrotoxicita, plicni toxicita nebo hepatotoxicita, které mohou
nastat z divodu dlouhodobého vystaveni lidského organismu vysokym davkam tézkych kovd.

Prostfednictvim in vitro experimentti provadénych na bunéénych modelech jsou
ziskavany poznatky pro urceni a vyhodnoceni potencidlni Skodlivosti latek. Bunécné modely
mohou byt roz¢lenény do tii skupin, a to na priméarni bunéc¢né kultury, bunééné linie a kmenové
buiiky. Podle dostupné literatury jsou jak adherentni, tak suspenzni bunééné linie hojné€ uzivany
ve vyzkumu cytotoxicity tézkych kovli. V nasem ptipad€ byly pro studium potencidlniho
cytotoxického puisobeni vybranych téZkych kovii zvoleny dlouhodobé kultivovatelné suspenzni
buné¢né linie HL-60, Jurkat a Raji, které jsou charakteristické postupnym riistem a neomezenou
proliferaci. Na hodnoceni bunécného poskozeni a zmén se lze divat z riznych pohledi.
K tomuto ucelu je vyuzivana Siroka $kala modernich bioanalytickych metod. Tyto metody
mohou zahrnovat také pozorovani funkce bunééného metabolismu, kdy je zejména detekovana
zivotaschopnost bunék. Fluorescen¢ni techniky s vizualiza¢nimi sondami lze rovnéZ vyuzit
pfti sledovani bunééné apoptozy. Hodnoceni toxickych t¢ink tézkych kovi 1ze charakterizovat
také z pohledu schopnosti antioxidaéni ochrany, pii¢emz velice ¢asto byva analyzovana
koncentrace nejvyznamnéjsiho intracelularniho antioxidantu glutathionu, ptipadné oxidacni
stres anebo mitochondridlni transmembranovy potencial. Rovnéz lze také studovat zmény
exprese proteinll. Mezi testované markery patii zejména proapoptoticky protein Bax,
apoptoticky protein Bcl-2 nebo cytochrom C.

V této diplomové praci byl posuzovan stav metabolické aktivity bunék pfi hodnoceni
toxického pusobeni CdCl> a HgClz na vybrané suspenzni bunééné linii. Bunécna viabilita,
respektive intracelularni dehydrogenazova aktivita byla analyzovéna s vyuzitim WST-1 testu
zalozeném na redukci tetrazoliové soli na barevny formazanovy produkt, ktery byl
nasledné spektrofotometricky detekovan. Dalsi sledovanym parametrem byla intracelularni
koncentrace glutathionu podilejici se na regulaci buné¢ného cyklu, a kromé jiného ma také vliv

na bunécnou proliferaci a regulaci apoptédzy.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 BUNECNE MODELY

Bunééné modely jsou uzite¢nym nastrojem pii in Vitro testovani potencialné toxickych
latek. Odbérem bunécného materidlu z rostlin nebo zivocichi jsou ziskdvany bunééné kultury,
ze kterych mohou byt nasledné vytvoreny bunééné linie (Bhatia, 2019). Bunétné modely
vyuzivané V klinické praxi 1ze rozdélit do nékolika typu (Segeritz, 2017).

Prvnim typem bunéénych modelt jsou primarni bunécné kultury, které jsou izolovany
z lidskych tkani pomoci mechanickych nebo enzymatickych technik. Primarni bunééné kultury
lze rovnéz ptipravit i ze zvifecich tkani (Segeritz, 2017). Primarni bunky obsahuji
vSechny znaky pavodni tkané, tudiz vykazuji shodné karyotypy. Rovné€z maji
schopnost proliferace a disponuji omezenou Zivotaschopnosti. Vyizolovanym buikam je
tteba poskytnout vhodné kultivacni podminky. V kultivacnich miskéach ptirozené¢ dochazi
ke zménam v kultivaénim médiu, dale K vyCerpani zivin, a postupné také K nardstu
vétsiho mnozstvi bunék, ptipadné K tvorbé toxickych metaboliti. VSechny tyto zmény je nutné
sledovat a nésledné i eliminovat v€asnym bunéénym pasdzovanim. Pro zachovani plynulé
proliferace je nutné vytvorit z vykultivovanych bunék sekundarni bunéénou kulturu (Bhatia,
2019). Nejcastéji vyuzivané primarni bunééné kultury jsou odvozeny z epitelovych a svalovych
bunék, z fibroblasti nebo kmenovych mezenchymalnich bungk (Kasper, 2018). Casto jsou
vyuzivany také hepatocyty ziskané zjaternich explantat, primérni lidské gliové bunky
z mozkové tkané, B bunky z tonzilarniho materialu a mikroglie z fetalni a dospélé tkané
(Borgmannova, 2005; Helm, 2021; Mizze, 2018; Segeritz, 2017).

Druhym typem bunéénych modeli jsou kmenové buiky. Lidské kmenové burnky jsou
ve vyzkumech a studiich pouzivany ve velké mife. Pfispivaji k porozumeéni biologickym
mechanismiim v lidském organismu, a diky svym vlastnostem maji velky potencial v terapii
riznych onemocnéni (Bindu, 2011). Jednou zjejich hlavnich vlastnosti je schopnost
sebeobnovy a tvorby novych kmenovych bunék. Dalsi charakteristickou vlastnosti kmenovych
bunék je schopnost diferenciace. Nespecializované kmenové burniky jsou schopné pfemény
na bunky specializované. Diky jejich charakteristickym vlastnostem je mozno kmenové bunky
dlouhodobé a teoreticky az neomezené dlouhou dobu kultivovat (Bindu, 2011).

Kmenové bunky lze podle schopnosti diferenciace rozdélit na pét typu — totipotentni,
pluripotentni, multipotentni, oligopotentni a unipotentni. Burniky totipotentni dokazi vytvorit
jakékoliv v téle se vyskytujici bunky a nésledné cely zZivotaschopny organismus.
Z totipotentnich kmenovych bunék jsou tvotfeny buiky pluripotentni, které také mohou byt
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pfeménény na rizné V téle se vyskytujici bunky. Konkrétn¢ do této skupiny patii bunky
embryonalni. DalSim typem jsou buiiky multipotentni. Ty produkuji potomstvo, které tvofi
pouze bunky dané tkané. Tedy napiiklad z hematopoetickych kmenovych bunék v kostni dieni
vznikaji vyhradné krevni elementy. Do této skupiny spadaji krom¢ hematopoetickych bunék
také nervové a mezenchymové kmenové bunky. Jako oligopotentni jSou oznaovany bunky
schopné diferenciace pouze na nékteré specializované bunécné typy, zejména myeloidni
a lymfoidni kmenové bunky. Poslednim typem jsou buiky unipotentni, které vytvareji
vyhradn¢ jeden bunécny typ.

Ttetim bunécnym modelem jsou bunééné linie, které jsou vytvaieny zejména subkultivaci
nadorovych a imortalizovanych bunéénych kultur. Bunétné linie jsou povazovany za trvale
udrzitelné bunééné kultury nepfetrzité se mnozici po dodani kultivaéniho média.
Rozd¢€luji se do dvou skupin na finitni a kontinualni. Jako finitni jsou nazyvany bunééné linie,
které jsou nejCastéji izolovany z fyziologickych tkani. Zahrnuji bunky, které dokazi
mnohonasobné zvétsit Svoji populaci, a to 20-100x. Zaroven je nelze subkultivovat neomezeng.
Nadorové bunky davaji vzniknout naopak Kontinualnim liniim a jejich hlavnim znakem je
postupny rust a neomezena proliferace (Bhatia, 2019). Bun&tné linie jsou transformované
buniky, které¢ byly pfeménény maligni transformaci. K transformaci bunék miize dojit
spontanng, ale také uméle. (Segeritz, 2017). Spontanni imortalizace u lidskych bunék in vitro
je vsak ojedinéla (Duncan, 2000). Umé¢la imortalizace nastava vlivem fyzikalnich, chemickych
nebo biologickych faktord. Nejcastéji je zpisobena biologickymi vlivy, a to konkrétné viry
(Lundberg, 2002). K tomuto procesu se vyuziva zejména virus Epsteina—Barrové (EBV),
arovngz vir lidské T-bunééné leukemie-1 (HTLV-1) (Drexler, 2013). Tyto bunky jiz nemaji
schopnost kontroly nad vlastnim mnoZenim, coZz mulZe byt zplsobeno nckolika faktory.
Vliv maji predevsim genetické zmény a mutace (Bhatia, 2019). Genetické zmény u uméle
imortalizovanych bunéénych linii mohou byt velmi blizké zménam, ke kterym dochézi
pii maligni transformaci v organismu (Capes-Davis, 2010).

Dulezitou charakterizaci téchto bunék je Hayflickuv limit, ktery popisuje fakt, ze kazda
lidska buika je schopnd pouze omezeného mnozstvi déleni za idealnich podminek in vitro
(Hayflick, 1965). Po urc¢itém poctu déleni dochazi obvykle u nadorovych bunék k ukonceni
jejich rustu. To je oznacovano pojmem senescence neboli bunééné starnuti. Jako senescentni
jsou oznacovany lidské bunky, které nejsou ovliviiovany mitogeny a neproliferuji v daném

¢asovém obdobi, napiiklad 30 dni (Duncan, 2000).
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1.1.1 Kultivace bunéénych linii

Bunééné kultury je mozné rozd¢€lit do dvou skupin. Do prvni skupiny lIze zatadit bunky
adherentni, které pro spravny rust a proliferaci potiebuji adherovat na kultiva¢ni povrch.
Prevazna ¢ast bunécnych linii je pfipravovana ve formé jednovrstevnych adherentnich bunék.
Tyto bunky maji polygonalni nebo ostry tvar a jsou odvozeny zriznych typa tkani.
Druhou skupinou jsou buiky suspenzni, které naopak dokazi proliferovat neadherované,
voln¢€ plovouci v médiu. Tyto buiikky byvaji vétSinou kulovitého tvaru a nejCastéji jsou
izolovany z krve, kdy se v krevnim fe¢isti pohybuji volné (Bhatia, 2019; Segeritz, 2017).

Pro kazdou buné&nou linii je dulezitym parametrem volba piihodnych rustovych
podminek. Optimalni teplota pro jednotlivé linie je individualni, zalezi zejména na teploté
mikroprostiedi, ze kterého bunky pochézeji. Samoziejmé také zavisi na konkrétnim typu
kultury. Pro udrzeni pozadované teploty pii bunécné kultivaci jsou vyuzivany inkubatory,
které reguluji teplotu prostiedi. V rozmezi teplot 15-26°C byvaji inkubovany bunééné linie
ziskané z chladnokrevnych zvitat. VétSina savéich, atedy i lidskych bunéénych kultur je
obvykle inkubovana pii teploté¢ 36-37°C. V praxi jsou nejcastéji vyuzivany takové typy
inkubatort, které jsou zaroven schopné regulovat i hladinu COy, jezZ je pro bunécné kultivace
také dualezitd. Idedlni hladina CO2 pro dlouhodobé udrzeni bunééné kultury je 5 %.
Pfi snizeni této hladiny muze nastat nezadouci zména hodnoty pH. Fyziologickou hodnotu pH
je proto nutné disledné hlidat u vétSiny bunék. V mimné Kyselejsich podminkach
se transformovanym bunkam lépe dafi. Pro rust téchto bunék je vhodné rozmezi pH 7,0 — 7,4.
Bunééné linie odvozené z fibroblasti davaji prednost lehce zasaditéjSimu prostiedi,
¢emuz odpovidaji hodnoty pH 7,4 — 7,7 (Segeritz, 2017).

K proliferaci bunék je zapotiebi energie dodavana zejména V podobé glukozy.
Metabolickym zpracovanim glukézy dochédzi ke vzniku vedlejSich produkti, jako je COg,
kyselina mlécna a kyselina pyrohroznova. Z diivodu nutnosti vykompenzovani hladiny CO-
je do kultivaéniho média piidavan hydrogenuhli¢itanovy pufr. Krom¢ tohoto anorganického
pufru lze vyuziti pufry organického charakteru. Konkrétné se jedna o HEPES,
ktery obsahuje kyselinu 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonovou anebo MOPS,
ktery obsahuje kyselinu 3-(N-morflino)propansulfonovou. Vétsina kultivacnich médii obsahuje
indikatory pH. Jednim z nejpouzivangjSich indikatord je fenolova Cerven, ktera se v zasaditém
prostiedi barvi do rizova a v kyselém prostiedi do Zluta, ¢imz umozinuje barevné rozliseni pH

(Segeritz, 2017).
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1.1.2 Kultivaéni biomaterial

Bunééné kultivaéni médium se suplementy a teplota 37°C jsou nékterymi z fady faktort
potiebnych kK navozeni optimalniho prostiedi pro bunéény rust. Mezi dalezité zakladni slozky
kultivacnich médii patfi hlavné vitaminy, mineraly, hormony, sacharidy, rustové faktory
a aminokyseliny. Soucasti jsou i latky, které zajistuji vhodné fyzikalné-chemické vlastnosti
médii, napriklad osmoticky tlak a optimalni pH pro rist bunécné kultury (Segeritz, 2017).
Podle druhu buné¢né kultury se vyznamné 1isi vyzivové naroky, osmolalita a optimalni hodnota
pH. Spotfeba Zzivin zavisi rovnéz narychlosti bunétného rastu kultury (Baust, 2017).
Je dulezité zajistit bunkam prostiedi, které je blizké fyziologickym podminkam v zivém
organismu. K tomu je vyuzivan rustovy substrat (Segeritz, 2017).

Pro obohaceni se do média piidava sérum. Konkrétné fetalni bovinni sérum (FBS) dodava
kultivovanym bunikam hormony, ristové faktory a chova se jako nosi¢ enzymi a lipida
(Segeritz, 2017). Cilem né&kterych laboratoii je postupné snizovat nebo dokonce
zcela eliminovat pfitomnost zivocisnych slozek v kultiva¢nich médiich. Z tohoto pohledu
se za klicové povazuje snizovani pravé FBS a fetalniho teleciho séra (FCS) (Segeritz, 2017,
Muraglia, 2017). Dulezité je zejména omezeni vyuziti FBS a FCS v klinickych studiich,
kdy muze pritomnost téchto slozek ovlivnit podminky pro bunétnou izolaci a proliferaci
(Muraglia, 2017). Omezovani vyuziti zivocisnych produktd je zasadni zejména z hlediska
vysokého rizika jejich kontaminace, a také z davodu neZzadoucich inhibi¢nich
nebo stimulaénich vlivi. Tato séra se kompenzuji jinymi slozkami, které jsou z hlediska
svého slozeni daleko 1épe definovany (Segeritz, 2017). Alternativou FBS nebo FCS
jsou derivaty lidskych krevnich desti¢ek (Muraglia, 2017).

Za dalSi nezbytnou slozku kultivacnich médii lze povaZovat antibiotika,
ktera u kultivovanych bunécnych linii slouzi jako ochrana proti bakteridlni kontaminaci.
Domédia se piridava nejcastéji  gentamicin,  penicilin  nebo  streptomycin.
Gentamicin a streptomycin patii do skupiny aminoglykosidi, které zpusobuji ototoxicitu
a nefrotoxicitu. Penicilin pusobi jako inhibitor syntézy peptidoglykanu, jenz je dilezity
pro stavbu bakterialni bunééné stény. Na rozdil od penicilinu, streptomycin ni¢i mikrobialni
bunky narusenim bilkovinné syntézy prostfednictvim poSkozeni ¢teni kodond, zpiisobené
navazanim 30 S podjednotky na malou 16 SrRNA (Ryu, 2017). Ve studiich na lidskych
jaternich bunkach bylo prokazano, Ze antibiotikum dokaze zpusobit zmény Vv regulaci a expresi
gent in vitro. Konkrétné¢ rifampicin indukuje zménu aktivity oblasti eukaryotické DNA

zodpoveédnych za transkripci gent. Dalsim antibiotikem vyuzivanym pfi kultivaci bunék je
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metformin, ktery vykazuje schopnost potlacit glukoneogenezi (Smith, 2014; Luizon, 2016).
U lidi bylo zjisténo pouze nékolik pfipadi ovliviiovani genové exprese pomoci antibiotik
| pfes jejich potencialni toxicitu (Schwarze, 1981; Martinez-Liarte, 1995; Feng, 2020).
| ptes nekteré vysSe uvedené zavery lze fici, ze uinky antibiotik na regulaci genové exprese
u lidskych bunécnych linii nebyly zatim dostate¢né prozkoumany (Llobet, 2015).
Zaroven presny mechanismus smrti mikrobidlnich bunék prozatim také neni zcela objasnén

(Ryu, 2017).

1.1.3 Kontaminace

Bunécnych kontaminanti je celd fada. Pro zjednodusenti je 1ze rozdélit do dvou hlavnich
kategorii, a to na biologické a chemické. Mezi biologické fadime houby, kvasinky, bakterie,
mykobakterie, parazity, mykoplazmata a viry (Baust, 2017, Segeritz, 2017).
Do chemickych kontaminanti patfi zejména tézké kovy, volné radikdly, detergenty
a endotoxiny (Baust, 2017). Biologické kontaminanty dokazi velmi negativné ovlivnit genotyp
a fenotyp dané bunétné kultury. Tuto negativni zménu zplsobuji zejména kompetici
s kultivovanymi bunikami 0 dilezité ziviny. Dale pak syntézou vedlejsich toxickych, kyselych
nebo alkalickych produktt. Ke zméné fenotypu a genotypu mize rovnéz dojit ptisobenim
ur¢itého viru na genom bunék (Segeritz, 2017). Ztéchto kategorii lze za nejcast&jsi
kontaminanty oznacit kontaminanty mikrobialni (Baust, 2017; Segeritz, 2017).

Bakterie a plisné jsou Castymi biologickymi kontaminanty (Baust, 2017). V zavislosti
natypu mohou mit bakterie tvar ty¢inek, koki, anebo mohou byt sotva pozorovatelné
pod mikroskopem (Obr. 1). Za bakterialni kontaminaci lze povazovat také prokaryotické
mikroorganismy. Poté, co je bunéna kultura kontaminovana bakteriemi, trva diky
jejich rychlému mnoZeni pouze jednotky dni, neZ jsou bakterie mikroskopicky odhaleny.
Snadné mnoZeni pak pfispiva k rychlejSimu $ifeni infekce. Kontaminované bunécéné linie jsou
nejcastéji zakalené a mize byt pfitomen i typicky zapach. Kromé toho bakterie dokdzi zménit

pH kultivacniho média, to konkrétné zptisobuje zménu jeho zabarveni (Segeritz, 2017).
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(A)

Obrazek 1: Mikrobialni kontaminace, (A — bakterie, B — kvasinky, C — plisné), (upraveno dle:
Segeritz, 2017).

Kontaminace bakteriemi a plisnémi je snadno odhalitelna z duvodu rychlého odumirani
bunek (Baust, 2017). Vyjimkou jsou mykobakterie a mykoplazmata (Baust, 2017).
Naptiklad kmen Escherichia coli ma vétsi velikost (piiblizné 2 um) a dokaze se pohybovat
pomoci bic¢iku, proto ho lze pozorovat v mikroskopu, na rozdil od rodu Mycoplasma.
Rod Mycoplasma je totiz nepohyblivy a morfologicky mensi nez 1 pum. Z toho vyplyva,
ze infekce zpisobené mykoplazmaty mohou byt snadno piehlédnuty. Odhaleny byvaji
az snizenim kvality kultivovanych bunék. U bunék muze nasledné nastat pokles bunécné
proliferace a rovnéz bunécna smrt. Prostiednictvim polymerazové fetézové reakce (PCR),
imunofluorescen¢niho  barveni nebo imunosorbéni enzymatické metody (ELISA)
se preventivné testuji bunétné kultury na pFitomnost mykoplazmat (Segeritz, 2017).
Pro rust plisni jsou charakteristickd propojena mnohobunééna tenka vlakna. Kontaminace
zpisobena plisni mize byt taktéz spojena se znacnym zapachem. Plisné se §ifi pomoci spor
vzduchem, z tohoto divodu je potieba takto kontaminované kultury okamzité znicit (Segeritz,
2017).

Mezi biologické kontaminanty dale zahrnujeme také kvasinky a viry. Kvasinky rostou
v ovalnych formach o velikosti do 15 pm. Jsou schopné nepohlavniho rozmnozovani
a také produkce mnohobunéénych fetézci (Segeritz, 2017). Naopak viry nardstaji
pouze do velikosti 300 nm. Do bunéénych kultur se mohou dostat zejména pii pouzivani
vyrobku zivoc¢isného pivodu, predev§im FBS a trypsinu. Pro pracovniky laboratote jsou viry
hrozbou zavazného zdravotniho rizika (Segeritz, 2017). Virova detekce je obtizna, vétSinou
nema zadny viditelny cytopaticky ucinek na buiiky, tudiz je pro jeji odhaleni zapotiebi vyuzit
specifické metody jako je elektronova mikroskopie, polymerazova fetézova reakce,
imunocytochemie nebo metoda ELISA (Baust, 2017; Segeritz, 2017).
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Ke kontaminaci taktéz mtize dojit zanesenim necistot. Naptiklad se jedna o zmekéovadla
Vv kultiva¢nich nadobach (Segeritz, 2017). V piipade¢ smiseni dvou rozdilnych bunécnych kultur
pak hovotfime o tzv. kiizové kontaminaci (Baust, 2017). Ta miize nastat z mnoha divodu,
zejména vyuzitim spolecnych médii a dalSich reagencii pii kultivaci jinych bunéénych kultur
nebo nespravnou technikou prace. Ke zkiizeni také dochédzi pii Spatné manipulaci
s danou kulturou, vlivem chybné identifikace nebo nespravnym oznac¢enim linie (Capes-Davis,
2010).

V piipadé kontaminace bunécné kultury je v prvni fad¢ diilezité urcit zdroj kontaminace
a odstranit kontaminované bunééné kultury, aby nedoslo k naslednému rozsifeni infekénich
agens do jinych kultur. Material, ktery pfisel do styku s kontaminovanymi bunikami je potieba
zlikvidovat. VSechny povrchy dotykajici se zneciSténé nadoby je nutné fadné vydezinfikovat

(Segeritz, 2017).

1.1.4 Autentizace bunéénych linii

Pro ureni spravné identity bunécné linie je tfeba provést autentizaci. Samotné testovani
1ze provadét celou fadou postupt (Capes-Davis, 2010). Prvni kiizova kontaminace byla
rozpoznana u bunécné linie Hela prostfednictvim chromozomalni a izoenzymové metody
(Nelson-Rees, 1976; Gartler, 1967). StarSim pfistupem testovani je urceni karyotypu dané linie
a existujicich markert. Identifikace rovné€z zavisi na druhu bunck. Ne vSechny analyzy
Ize totiz aplikovat pro veskeré bunééné linie, zejména pokud se jedna 0 molekularné biologické
metody jako je napiiklad profilovani kratké tandemové repetice (STR) lokust. Nékteré bunécné
banky a laboratofe zvetejnily pro individualni bunééné kultury jejich STR profily k moznému
porovnani. Pfi porovnavani STR profild je nutné brat v tivahu fakt, Ze u nadorovych vzorkd
dochazi k proménlivosti mikrosatelitt a ubytku heterozygozity, proto nejsou tolik geneticky
stalé¢ jako jiné tkanové bunky. Proto je potieba nachazet podobné shody a nevyhledavat
pouze stoprocentné identické profily STR v databazich (Capes-Davis, 2010). Vétsina studii
ukazuje, ze dostacujici podobnost STR profila je 80 % (Masters, 2001; Lorenzi, 2009).
Dal§imi metodami pro autentizaci buné¢nych linii jsou multilokusova analyza otiskit DNA,
analyza fragmentt PCR a také DNA barcoding, ktery se pouziva k identifikaci mezidruhové
kontaminace. Pro vzorky, které je obtizné rozlisit z dtivodu pfibuzenského zktizeni (naptiklad
u hlodavci), je vhodna analyza polymorfismu jednotlivych nukleotidi (SNP). Tuto metodu

Ize také aplikovat k ovéfeni, zda je buné¢na linie zviteci nebo lidska. Poslednim vyuzivanym
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postupem je urceni hybridomi pomoci sekvenovéani variabilnich oblasti lehkych fetézcu,

kde se stanovuji exprimované markery (Capes-Davis, 2010).
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1.2 LIDSKE SUSPENZNIi BUNECNE LINIE

Leukemicko-lymfomové (LL) bunééné linie jsou vyuzivany piedev§im pro hlubsi
porozuméni biologii nadorovych onemocnéni. Tyto linie jsou vyuzivany ale i v dalsich studiich
(Matsuo, 1998; Drexler, 1994). Poskytuji informace v oblasti farmakologie, biotechnologie,
a rovnéz biomediciny. Dale jsou dilezité v cytogenetickych, virologickych, hematologickych,
imunologickych a molekularné biologickych vyzkumech. Jejich vyuZiti je vyznamné pro rozvoj
terapeutickych moznosti. Velkou vyhodou je celosvétova dosazitelnost stejnych bunéck
a velka zasoba biologického materialu (Drexler, 2010; Drexler, 2020).

Kazdy rok nartsta pocet lidskych LL bunéénych linii, celkovy odhad jiz existujicich linii
je vice nez 1000 (Drexler, 2013). Autoti Drexler et al 2010 provedli prizkum u zhruba 554 LL
buné&¢nych linii. Ve studii bylo stanoveno, ze 34 % téchto linii bylo odvozeno od pacientt
pii zaCinajicich projevech onemocnéni nebo od pacientd trpicich stanovenymi diagnézami.
Naopak 54 % vytvorenych linii odpovida vzorkim od pacienti v kone¢ném stadiu nemoci

nebo pii relapsu (Drexler, 2010).

1.2.1 Historie suspenznich bunéénych linii

Na Univerzité Johnse Hopkinse v Baltimoru v roce 1951 vytvofil George Otto Gey
a jeho kolegové prvni lidskou bunéénou linii. Tato linie, oznacovana jako HeLa bunky, byla
pojmenovana podle darkyné Henrietty Lacksové (Drexler, Macleod, 2010).
Dal$im vyznamnym objevem byl vznik lidskych bunéénych kontinualnich linii z Burkittova
lymfomu, jenz byl objeven Robertem Pulvertaftem na Univerzit¢ v Ibadanu v roce 1963.
Vytvotil nejznaméjsi  bunéfnou  hematopoetickou  linii Raji, odvozenou
ptiblizn¢ od 100 nigerijskych pacienti s lymfomem (Drexler, 2010; Drexler, 2013).
Leukemicka lidska linie J-111, ktera se podafila izolovat Burkovi a Osgoodovi, byla
pravdépodobné ziskana od pacienta s akutni myeloidni leukémii. V roce 1955 byla prokazana
geneticka shoda linie J-111 s bunécnou linii HeLa. Jedna se o prvotni znamou kiizovou
kontaminaci. Dalsi historicky pouzivané bunééné linie jsou vypsany v Tab. 1 (Drexler,

Macleod, 2010).
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Tabulka 1: Historické milniky vzniku suspenznich bunéénych linii, (*Rok publikovani;
ALL — akutni lymfoblastoidni leukemie; AML — akutni myeloidni leukemie; BCP — prekurzor B-bungk;
CML-BC - chronickd myeloidni leukemie v blastické krizi; HCL — vlasatobunééna leukemie;
MDS — myelodysplasticky syndrom; NHL — nehodgkinsky lymfom; NK - piirozeny zabijec;
PEL — primarni vypotkovy lymfom, (upraveno dle: Drexler, Macleod, 2010).

ROK * BUNECNA LINIE TYP BUNKY [ONEMOCNENI)
1964 Raji Zralé B-bufiky [Burkittiy NHL)
1965 CCRF-CEM Mezralé T-buriky (ALL)

1967 RPMI 8226 Plazmatické buriky (mnohotetny myelom)
1972 MOLT 3 Mezralé T-buriky (ALL)

1973 K-562 Erytroidni (CML-BC)

1974 U-698 M Zralé B-buriky (NHL)

1974 SU-DHL-1 ALCL (MHL)

1976 U-937 Manocytarni (lymfom)

1977 Reh Prekurzorové buriky B (ALL)
1977 MNALM-1 Prekurzorové buriky B (CML-BC)
1977 Jurkat Lymfoblastické (leukémie)

1977 HL-60 Myelocytarni (AML)

1979 L 428 Hodgkinovy bufiky (Hodgkindy lymfom)
1980 HUT 78/H9 Zralé T-buriky (Sézaryho)

1980 CTCL-2 Zralé T-buriky (Sézaryho)

1981 JOK-1 Zralé B-buriky {HCL)

1982 697 Prekurzorove burnky B (BCP-ALL)
1982 HEL Erytroidni (AML MB)

1985 R54;11 Prekurzorové buriky B (BCP-ALL)
1985 KU812 Myelacytarni (CML-BC)

1985 MEG-01 Megakaryocytarni (CML-BC)
1985 YT NEK buriky (T-ALL)

1985 EoL-1 Myelocytarni (leukeémie)

1986 HOLM-2 Hodgkinowy buriky (Hodgkindy lymfom)
1988 HBL-2 Zralé B-buniky [B-NHL)

1988 HMC-1 Myelocytarni (leukémie)

1988 M-07e Megakaryocytarni (AML M7
1989 TF-1 Erytroidni [AML MB)

1989 0clfamL3 Manocytarni (AML M4)

1991 ME-1 Monocytarni (AML Mdea)

1991 Kasumi-1 Myelocytarni (AML M2)

1991 MNB4 Myelocytarni (AML M3)

1991 DoHH2 Zralé B-buriky (B-NHL)

1994 Karpas 1106P Zralé B-buniky (B-NHL)

1994 MD592 Myelocytarni (MDS)

1996 BC-1 Zralé B-buriky [PEL)

1996 MUTZ-3 Monocoytarni (AL M4)

2003 FA-AML-1 Myelocytarni [AML M2)

2005 CAL-1 Dendriticky (NK lymfom)
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1.2.2 Klasifikace leukemicko-lymfomovych linii

Skupina LL bunénych linii obsahuje celou fadu hematopoetickych bunéénych
linii. V neposledni fadé¢ se do tohoto souboru piipojily také dendritické bunky (Drexler,
Macleod, 2010). Bunééné linie LL se rozdéluji do dvou typt. Prvni typ poukazuje na diagnézu
pacienta, druhy typ ukazuje na specifické vlastnosti bunék. Jednotlivymi charakteristickymi
znaky pro druhy typ bunécné linie LL jsou konkrétné cytogenetické aberace, imunofenotypy,
markery nebo funkéni rysy. TéméF vSechny hematopoetické bunééné linie rostou v kultiva¢nim
médiu ve formé suspenze. Za vhodnych podminek dokazi prezit hematopoetické buriky in vitro
nékolik dni az tydnd (Drexler, 2013).

Pro posouzeni spravného zatazeni bunééné linie slouzi imunofenotypizace vyuZzivajici
specifické protilatky, pomoci kterych se prokazuji specifické CD znaky na povrchu
bun¢k. K tomu je zapotiebi panel protilatek proti konkrétnim strukturam. Ne&které linie
maji stejné vlastnosti, proto je nelze pifimo prifadit pouze K jedné bunééné linii
a mohou se oznacovat jako erytrocytarni-megakaryocytarni nebo myelomonocytarni (Tab. 2)

(Drexler, 2013).

Tabulka 2: Klasifikace bunéénych linii, (NK — pfirozeny zabije¢), (upraveno dle: Drexler, 2013).

Hlavni typ Fyziologicka Typ a podtyp
bunky bunécna linie bunécné linie
Lymfoidni B-bunky Prekurzorova linie B-bunék

Zrala linie B-bunék
Linie plazmatickych bunék

T-bunky Linie nezralych T-bunék
Zrala linie T-bunék

NK buriky Linie NK bunék

Myeloidni Myelocytarni Myelocytarni bunééna linie
Monocytarni Monocytarni bunééna linie
Erytrocytarni Erytrocytarni bunécna linie
Megakaryocytarni Megakaryocytarni bunécéna linie
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1.2.3 HL-60

Bunécéna linie HL-60 byla  vytvofena Stevenem J. Collinsem
a jeho spolupracovniky v roce 1977. Byla ziskana z periferni krve pacientky trpici akutni
promyelocytarni leukémii. Morfologicky se téméf vsSechny bunky HL-60 vyskytuji
v promyelocytarnim nezralém stadiu a obsahuji azurofilni granula. Kromé jiz zminéného stadia
se mohou buiky objevovat i ve form¢ myelocytii a myeloblasti (Koeffler, 1980).

Buiikky promyelocytarni lidské bunécné linie HL-60 patii mezi prekurzorové
bunky. V zévislosti na vyuziti rtznych chemickych latek maji buiiky HL-60
moznost monocytarni  anebo  termindlni myeloidni  diferenciace (Wang, 2009).
Diky tomu se mohou diferencovat na granulocyty nebo makrofagy. Diferenciace mize byt
indukovana naptiklad po aplikaci dimethylsulfoxidu (DMSQO) nebo kyseliny all-trans retinové
(ATRA), do kultivacniho média (Wang, 2020). Pti pouziti ATRA dochdzi ke vzniku all-trans
4-hydroxy-retinové a 4-keto-retinové kyseliny, které jsou zodpovédné za myeloidni pfeménu
bunék HL-60 (Wang, 2009).

Bunééna linie HL-60 (Obr. 2) je vyuzivana Kk pochopeni imunitnich
mechanismu v lidském organismu. Primarn¢ se jedna o pozorovani endocytozy a jednotlivych
funkei neutrofili (Wang, 2020). Pouziti linie lidské myeloidni leukémie umoziuje
lépe pochopit bunéfnou biologii a moznost zavedeni terapeutickych postupt v praxi.
Kromé jiz zminéného nachazeji buiiky HL-60 vyuziti i pfi vyvoji monoklonalnich protilatek

(Koeffler, 1980).
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Obrazek 2: Mikrofotografie bunék HL-60, (fazovy kontrast, zvétSeni 200X, métitko: 100 um).

1.2.4 Jurkat

Dalsi Casto pouzivana suspenzni bunétna linie byla objevenavroce 1977 a byla
pojmenovana Jurkat. Byla ziskana z krevniho vzorku étrnactiletého pacienta
s akutni lymfoblastickou leukémii (Gioia, 2018). Tato buné¢na linie je vyznamnym in vitro
systémem pro vyzkum T-lymfocytd. Bunky Jurkat disponuji kulatou morfologii a na kultivaci
nejsou piili§ narocné (Chen, 2018). Pro zajisténi spravného rustu bunék Jurkat v kultivacnim
médiu je zapotiebi lidskych T-bunéénych riustovych faktorti, naptiklad interleukinu-2
(Abraham, 2004). Interleukin-2 je vyznamnym cytokinem podporujicim proliferaci T i B
lymfocyti. Aktivované B-lymfocyty jsou souc¢asti krevniho fecisté a ovliviiuji imunitni reakce
(Chen, 2018). Po vybuzeni fytohemaglutininem se podafilo prokazat schopnost bunék Jurkat
produkovat pravé interleukin-2. Po ziskani pivodni buné¢né linie Jurkat bylo zjisténo, ze byla
kontaminovana mykoplazmaty. Po odstranéni zjisténé kontaminace doslo k vytvofeni nového
Klonu Jurkat E6-1, ktery se nasledné stal standardné vyuzivanou linii (Abraham, 2004).

Bunécna linie Jurkat (Obr. 3) se stala nastrojem pro pochopeni nékolika signalnich
drah, pfedevsim potom signalizace T-bunéénych receptori. U buné¢né linie byly na prelomu
21. stoleti objeveny urcité abnormality, zejména vV genové expresi. Nejvyznamnéjsi zmény byly
zaznamenany u regulatori fosfatidylinositolové signalizace, zejména u signalizace
fosfatidylinositol-3-kinaza (PI3K), ktera souvisi se signalnimi d&ji T-bunénych

receptort. Z tohoto divodu doslo K vyvraceni linie Jurkat jako vhodného buné¢ného modelu
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pro sledovani T-lymfocyti. V poslednich letech se pocet publikaci S vyuzitim bunééné linie
Jurkat se snizil, ale i tak je dale hojné pouzivana biomedicinském vyzkumu (Gioia, 2018).
Pro imunologické studie T-lymfocytd se nejcastéji aplikuje linie Jurkat E6-1, z divodu

eliminace nachylnosti ke kontaminaci zptisobené mykoplazmaty (Chen, 2018).

Obrazek 3: Mikrofotografie bunék Jurkat, (fazovy kontrast, zvétseni 200x, métitko: 100 um).
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1.2.5 Raji

Denis Burkittv roce 1958 jako prvni popsal a zaznamenal u déti syndrom,
ktery je pojmenovan Burkittiv lymfom. Onemocnéni se projevuje nadorem Vv celisti
s naslednym $ifenim do kostni dfené. Tento syndrom je oznacovan jako mimofadna podoba
non-Hodgkinova lymfomu. Jelikoz v roce 2007 ve Spojenych statech tvofili dospéli pacienti
nad 40 let ptiblizné 59 % veskerych ptipadd této nemoci, vyplyva z toho, Zze onemocnénim
nejsou zasazeni pouze jedinciv détském veéku nebo mladé dospélosti. Pii aplikaci
ruznych pristupi 1éceni, naptiklad viceprvkové chemoterapie nebo podobnych postupii
jako u akutni lymfocytarni leukémie se vylé¢i kolem 60-90 % détskych pacientd.
U dospélych jsou vysledky ve vétsi mife proménlivé, a to i z divodu mensiho mnozstvi studii
(Perkins, 2008).

Bunécéné linie odvozené z Burkittova lymfomu byly aplikovany pro Sirokou
Skalu vySetfeni. Jedna z téchto bunéénych linii byla pojmenovana Raji a vychazela ze zralych
B-bun¢k (Obr. 4). Karpova et al 2005 uréili koneény cytogeneticky charakter linie
Raji. K molekularné  cytogenetickému  profilovani  byly  vyuzity rtzné techniky,
naptiklad fluorescen¢ni in situ hybridizace, komparativni genomova hybridizace
nebo spektralni karyotypizace. Bylo zjisténo, Ze v piipadé kultivace po dobu nékolika desitek
let ztistal genom bunék Raji pomérné stabilni. Vysledky této studie zminuji nalezené genomové
aberace vyskytujici se spolecné S translokaci. Tyto genomové aberace mohou byt
prostiednictvim znalosti genetickych odchylek u nadorové linie Raji vyuZivany
k usnadnéni interpretace ziskanych informaci ze sledovaného modelu. Zjisténé poznatky jsou

dilezité pro dalsi vyzkumy Burkittova lymfomu (Karpova, 2005).
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Obrazek 4: Mikrofotografie bunék Raji, (svétlé pole, zvétSeni 200x, méfitko: 100 um),
(upraveno dle: Winarska, 2017).

1.2.6 Zavedeni novych leukemicko-lymfomovych linii

Nejcastéji vyuzivanou technikou tvorby novych LL linii je pfima aplikace neoplastickych
buné¢k do suspenznich kultur. Pro vybér pouzitelné linie je dilezita znalost diagndzy pacienta,
od kterého jsou ziskavany bunky (Drexler, 2013). U nékterych LL linii je mozné vyuzit
informace o profilech genové exprese diky genomovému sekvenovani (Barretina, 2012;
Garnett, 2012). Nové LL bunéné linie je vSak velmi tézké vytvofit a ¢asto tyto pokusy nejsou
zdatilé. Eliminace neoplastickych bunék z daného prosttedi muze vést k neuspésnému zalozeni
novych linii. Primarni pfi¢inou je zhorSeni kvality kultiva¢niho média vedouci k odumirani
téchto bunék. Dalsi pfi¢inou muze byt proristdni lymfoblastickych buné€k, fibroblasti
nebo makrofagli médiem. Prostfednictvim stanoveni cytogenetickych abnormalit a funkénich
testll by se méla prokazovat neoplasticita novych bunéénych linii. To ale neni dostacujici
charakterizace (Drexler, 2013).
kritéria k popisu  a naslednému uvefejnéni nové vytvorenych linii LL se podafilo
stanovit v ¢lanku Drexlerovi et al 2020. Posuzuje se zde, jestli jsou dané linie monoklonalniho

puvodu, tedy zda vychazeji pouze z jedné bunky. Z odlisnych autentickych bunék se mohou
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vytvotit subklony zijici in vitro, a také existujici pospolu pii delsi kultivaci (Drexler, 2020).
Rovnéz musi byt popsany a zaznamenany i linie nové zakladané pomoci transformace virQ
EBV, HTLV-1 nebo virus lidské T-bunééné leukemie-2 (HTLV-2). Dalsim dilezitym
pozadavkem je vySetieni biologickych vlastnosti bun¢k, napiiklad syntéza DNA, RNA, mira
apoptozy, charakterizace bunééného cyklu a exprese glykoproteinu P (Drexler, 2013).
Podstatnou soucasti je taktéz ovétreni pravosti. Noveé vytvoiené bunécéné linie by mély
mit odliSné  vlastnosti,  které se stanovuji  pomoci  cytogenetické  karyotypizace
a imunofenotypové analyzy. Diky témto technikam je mozné ziskat zakladni klicové informace
pro charakterizaci LL bun¢k (Drexler, 2013).

Bunky se mnoZzi kontinudlné a také samovolné, neni potieba zadnych ristovych faktorti
(Drexler, 2020). Jelikoz muze dochazet k zadrzeni pfirozenych nebo také primarnich
neoplastickych bunék v bunécné kultute po dobu nékolika mésict, je za nesmrtelnou bunéénou
linii povazovana kultura, ktera nepfetrzité proliferuje nejméné 6 mésict a idealné vice nez 1 rok
(Drexler, 2013). U dlouhodobé kultivovanych bunéénych linii mize nastat u schopnéjsich

bunék pfemnozeni oproti pomalym nebo oslabenym bufikam (Drexler, 2020).

1.2.7 Panel nadorovych bunéénych linii LL-100

K zjisténi nezbytnych informaci pro védecké vyzkumy se pouZzivaji panely bunécnych
nadorovych linii. V roce 1980 vznikl panel NCI-60 jako prostiedek pro vyvoj novych 1éCiv.
Tento panel obsahuje 60 linii reprezentujicich 9 odlisnych nadort. Narodni onkologicky ustav
USA nejdiive chtél vyuZivat tento panel pro diagnostiku 1é¢iv misto transplantovanych nadori
zvitecich modeli. Casem ale doslo ke zméné ulelu vyuziti panelu na informacni
oporu pro vyzkumné ¢innosti (Drexler, 2020). Panel NCI-60 zahrnuje pouze 5 linii LL.
Navic byly vyjadieny pochybnosti tykajici se nékterych linii z tohoto panelu, a proto bylo nutné
vytvorit panel novy (Drexler, 2020). Pozdé&ji vznikl v Japonsku panel se 45 bunécnymi liniemi,
ktery se zabyval solidnimi nadory (Nakatsu, 2005; Sandberg, 2005; Wang, 2006).

Panel LL-100 zahrnujici 100 bun&¢nych linii popisuje riznorodost 22 typti leukemickych
lymfomd. Tyto linie mohou byt vyuzity k posunu znalosti biologie samotného onemocnéni
leukemie a danych lymfomd na vyssi Groven, a dale mohou zlepsit jejich spolehlivost
jakozto vyzkumnych modelt. Dalsi bunécné linie by mély byt postupné piidavany
kvuli rozsifeni souboru informaci a povinné charakterizace (Drexler, 2020).

K sestaveni panelu nadorovych bunéénych linii LL-100 Drexler et al 2020 nahromadili

pies 740 linii LL. V prubéhu vybirani pomoci predem stanovenych podminek se pocet linii
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snizil priblizné na 520. Nejdiive byly ze seznamu vytazeny linie, které patii mezi subklony,
zkiiZzené kontaminované, obtizné kultivovatelné, kontroverzni nebo sesterské bunécné linie.
V neposledni fadé byly vylouceny linie, jeZ nejsou rozSifené ve véEétSi mife.
Doslo rovnéz k eliminaci kontaminace zptusobené mykoplazmaty a viry. Po celkovém odecteni
zustalo 242 bunécnych linii. Nakonec byly preferovany linie S masivni proliferaci, snadnou
dostupnosti a dobrou charakterizaci. Pro tento panel byly vybrany pouze reprezentativni
bunééné linie pro dané onemocnéni (Drexler, 2020).

Primarn¢ z divodu celistvosti potfebnych udaji, genetickych poznatkii a typt linii
je panel LL-100 povazovan =za unikatni. Dale také obsahuje profilové informace
véetné imunofenotypizace, molekularni analyzy, cytogenetiky, morfologie a kultivace.
Vsech 100 bunéénych linii bylo samoziejmé podrobeno ovéteni pravosti (Dirks, 2013; Uphoft,

2010; Uphoff, 2013; Uphoff, 2019).
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1.3 KADMIUM

Kadmium je mékky stiibrnobily kov s podobnymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi
jako rtut’ a zinek. Tento prvek je nerozpustny ve vod€, nehoflavy (na vzduchu vznika
oxid kademnaty) a odolny proti korozi. Cd patii do skupiny tézkych kovt (Genchi, 2020).
Tento kov se zarazuje mezi toxické latky vykazujici teratogenni a mutagenni UCinky.
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny urc¢ila Cd jako lidsky karcinogen (Mao, 2007,
Tinkov, 2018).

V lidském organismu dochézi k hromadéni kadmia po cely zivot (Mao, 2007).
Cilovym organem pro kumulaci Cd jsou ledviny, konkrétné se jedna o proximalni tubuly,
ve kterych dochazi k hypertrofii epitelialnich bunék, a v disledku buné¢ného poskozeni
ke vzniku proteinurie a polyurie. Kadmium v ledvinach ma polocas rozpadu piiblizné 45 let
(Yan, 2021).

Cd ma velké vyuziti v primyslu, diky ¢emuz je zarazenO mezi stalé kontaminanty
zivotniho prostfedi. Pouziva se predevsim jako stabilizator produkti z PVC a korozivni ¢inidlo.
Je rovnéz soucasti baterii a barevnych pigmentii. Do zivotniho prostfedi se Cd uvoliiuje
pii spalovani fosilnich paliv, pfi taveni a ndsledné rafinaci niklu a médi, v neposledni
fad¢ také pii hnojeni fosfatovymi hnojivy a pii recyklaci elektronického odpadu. Za zvysené
mnozstvi Cd Vv atmosféte, vod¢ a pudé mize také sopecnd Cinnost, lesni pozary nebo tézba
kovu. V piirod¢ se Cd objevuje v malych koncentracich, primarné v loziscich olova, zinku,
a také v rudach zinku (Genchi, 2020).

Mezi primarni zdroje kontaminace Cd pro Clovéka patti pada, pitna voda, vzduch,
cigarety, potraviny a plastové détské hracky (Yan, 2021). V souvislosti s danym typem
cigaret je expozice Cd rlzna, nicméné jedna cigareta obsahuje pfiblizn¢ 1-2 pg Cd.
Cd se ve velké mife také vyskytuje v organismech vodnich Zivoc¢ichd, jako jsou mlzi, krabi,
korysi a ustfice. V ramci potravy ho nachazime ve vnitinostech, zejména v ledvinkach a jatrech,
rovnéz je obsazen V kakaovych bobech a semenech olejnatych rostlin. Na rozdil od zivo¢isnych
potravin zahrnujicich mlééné produkty, vejce a maso obsahuji vétsi mnozstvi Cd suroviny
pochazejici zrostlin v souvislosti s kontaminaci pudy. Mezi tyto rostlinné suroviny

zejména patii brambory, ryZe, celer a mrkev (Genchi, 2020).

1.3.1 Mechanismus toxicity kadmia

V nejvétsi mite dochazi k absorpci kadmia dychacimi cestami, naopak nejméné

gastrointestinalnim traktem (Genchi, 2020). Cd ma velkou afinitu k thiolovym skupinam (-SH).
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Snadno tedy tvoii komplexy s peptidy a proteiny. V krvi se kov pouta na proteiny a peptidy
obsahujici cystein, nejvice na albumin a glutathion (GSH).Krvi je Cd transportovano do jater.
Jatra uvoliiuji a vytvareji metalothionein silné vazajici Cd, vznikly komplex je povazovan
za netoxicky, jedna se tedy o detoxikaci (Yan, 2021). Mize dojit k uvolnéni komplexu
kadmium-metalothioneinu do krevniho ob¢hu a naslednému transportu do proximalniho tubulu
ledvin (Klaassen, 2010). Po vyvazani z komplexu se volna forma Cd muze opét spojit
s metalothioneinem v ledvinach avyvolat zde tvorbu nového  metalothioneinu.
Pokud se spotiebuje veskeré mnozstvi metalothioneinu, Cd se hromadi, a dochazi tak ke vzniku
nefrotoxicity (Yan, 2021).

Zasadnim mechanismem toxicity kadmia je ovlivilovani mitochondrii. Ty patii
mezi vyznamné organely, které se ucastni syntézy fosfolipidd, lipidd, aminokyselin,
a rovnéz také spousti apoptozu. Dilezitou funkei dychaciho fetézce mitochondrii je zajisténi
homeostazy pomoci oxidativni fosforylace a vytvoreni energie v podob¢ adenosintrifosfatu
(ATP) (Genchi, 2020). Studie Mao et al 2007 byla zamétena na sledovani u¢inki piisobeni
Cd na mitochondrie, konktrétné u bunééné linie HEK293. Vramci této studie
byly charakterizovany mechanismy kadmiem navozené programované buné¢né smrti.
Apoptoza nastala po 6-9 hodinach expozice Cd (Mao, 2007). Kadmium mize prostupovat
do mitochondrii a nasledné se v nich akumulovat. Nejspise to je zpisoben0 membranovymi
mitochondridlnimi kandly, nebo také receptory a prenaseci molekul rozpuSténych latek.
Povstupu do mitochondrii mohou byt na Cd navazany proteiny se skupinami -SH.
Kadmium dokaze ovlivnit funkci danych proteinti inhibici aktivity enzymu dychaciho fetézce.
Zejména se jednd o enzym laktitdehydrogenazu (LDH), ATPéazu, glutathionperoxidazu
a superoxiddismutazu (Yan, 2021; Genchi, 2020).

Na karcinogenezi indukovanou Cd mé vliv zvySeni propustnosti membrany,
a rovnéz pokles mitochondrialniho transmembranového potencialu (MTP). K tomu dochazi
prostfednictvim exprese apoptotického proteinu Bcl-2, vylouc¢enim cytochromu C a nasledné
aktivaci kaspazy-3 (Mao, 2007; Genchi, 2020). Tyto vSechny faktory by mohly nasvédcovat
vétsi produkei mitochondridlnich ROS, které maji schopnost poskodit DNA, lipidy i proteiny.
Rovnéz dochazi k poSkozeni metabolickych drah, a v neposledni fadé¢ mitochondridlnich
transportérti a kanali. Zavérem toho procesu je naruseni biologickych funkci makromolekul.
Proto miize nastat programovand i nekontrolovand bunécna smrt, a nasledné nevratné
poskozeni ledvin. Tyto procesy jsou zobrazeny na Obr. 5 (Yan, 2021). Pti intoxikaci

vyssimi koncentracemi tézkého kovu dochazi K nekrotické smrti ledvinnych bunék (Mao,
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2007). Prostiednictvim jiného vyzkumu byl zjistén vyskyt otoku a deformace mitochondrii

ledvin po toxickém piisobeni kadmia (Liu, 2019).

Kadmium

|

Epitelové buriky proximalniho tubulu

ROS

T

Oxidace bilkovin Poskozeni DNA  Peroxidace lipidu

Nekroza nebo apoptoza Poskozeni ledvin

Apoptoéza: programovana bunééna smrt
Nekroza: nekontrolovana bunééna smrt

Obrazek 5: Mechanismus toxického poskozeni ledvin, (ROS — reaktivni formy kysliku), (upraveno
dle: Yan, 2021).

Programovanou bunécénou smrt 1ze rovnéz popsat prostiednictvim dvoufazového ucinku
iontl Cd?* a Hg?*. Tato studie poukazuje na fakt, Ze kovové ionty mohou vyvolat bunéénou
proliferaci pii nizkych koncentracich, a u vyssich hodnot ji inhibovat. Vysoké koncentrace
iontd Cd?* a Hg?" zvysuji moznost spusténi programované bunééné smrti. Dvoufazovy uéinek
zpisobeny ionty miize byt ovlivnén Cinnosti dradhy mitogenem aktivovanych proteinkinaz
(MAPK) (Hao, 2009). Dal§im vyzkumem bylo zji§téno, Ze draha fosfolipazy C se také ticastni
apoptdzy vyvolané Cd v bunkach lidskych embryondlnich ledvin. Po 24hodinovém vystaveni
bunééné linie Gi¢inkim Cd doslo k razantnimu zvyseni intracelularnich hladin Ca?" ionti.
Taktéz byla zjisténa vétsi ¢innost proteazy kalpainu ve spojeni s procesem ionti Ca?* (Lawal,

2012).
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Nefrotoxicita Cd mize byt také popsana pomoci uvolnéni LDH. Dal$im sledovanym
parametrem je zvySena ¢innost antioxidacnich enzymi a malondialdehydu, a také poskozeni
DNA. Po expozici Cd dochazi k inhibici syntézy ATP a zvySeni produkce ROS. M¢éni
se také pomér hladin redukovaného a oxidovaného glutathionu, kdy dochazi k iniciaci
vychytavani ROS. Citlivost bunék na Cd je S nejvétsi pravdépodobnosti ovliviiovana

endogennimi hladinami enzymu (Lawal, 2010).

1.3.2 Nezadouci ucinky kadmia

Po expozici kadmia dochazi u ¢lovéka ke vzniku fady nezadoucich ucinkd. Cytotoxické
vlivy mohou vyvolat apoptotické nebo nekrotické u¢inky. Kadmium zptsobuje poskozeni
spravné funkce jater, ledvin, nadledvin a varlat, osteomalacii, plicni edém a také poruchu
krvetvorby. Dale mize Cd puisobit na kosterni systém, sluch a zrak. Kadmium ma rovnéz vliv
na menstruacni cyklus a reprodukéni hormony zen i muzi. V neposledni fadé také ovliviiuje
jednotlivé faze tchotenstvi. Expozice kovu podnécuje piedCasny porod anebo potrat.
Cd nachazejici se v mo¢i a krvi ma spojitost s cévni pfihodou mozkovou, nemoci perifernich
tepen a srde¢ni ischemickou chorobou (Genchi, 2020). Ve spojitosti s enviromentalnim
nebo pracovnim vystavenim ¢lovéka kadmiu byl prokazan zvyseny vyskyt rakoviny, konkrétné
u plic, prostaty, prsu, nosohltanu, mocového méchyie a slinivky bfisni (Mezynska, 2018).

Se vdechovanim Cd spojeném s koufenim muiZze dochdzek ke vzniku nejriznéjsich
onemocnéni dychacich cest (Genchi, 2020). Taha et al 2018 prokazali vysokou koncentraci Cd
v mo¢i a séru u jedinct zavislych na cigaretach. Zjistili, ze dlouhodoby piijem Cd muze mit
osteotoxicky efekt, coz nasledné vede Kk postupnému poskozovani a ztraté kostni tkané (Genchi,
2020).

1.3.3 Prevence a eliminace kadmia

Spravnym vybérem stravy bohaté na ziviny obsahujici primarné flavonoidy, vitaminy
a vlakninu, lze zmirnit cytotoxické ucinky kadmia na lidsky organismus (Cui, 2021).
Flavonoidy patii do skupiny polyfenoli a mohou se klasifikovat podle obsahujicich slozek
do n&kolika tfid. Zejména to jsou flavony (luteolin, apigenin), flavonoly (kvercetin,
kaempferol, myricetin), flavanony (taxifolin, hesperitin) a flavanoly (katechin).
Veskeré¢ tyto ziviny ziskavame z rostlinnych produktti, primarné z citrusovych ploda, hroznd,
cibule, caje, bobulovin a cerveného vina (Serafini, 2010). Proti toxickym vlivim jsou

rovnéz pouzivany ruzné extrakty biologickych latek a Iécivych rostlin, které jsou oznacovany
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jako pfirodni antioxidanty. Mezi pfirodni antioxidanty napiiklad patii spirulina, pepfovnik lolot
a zeleny ¢aj (Cui, 2021).

Rostlinné flavonoidy se nachéazeji v podobé volnych anebo vazanych flavonoidnich
necukernych zbytkil neboli aglykonl. Existuje vice typli mechanismu piisobeni flavonoidi,
avsak veskeré jejich pozitivni G€inky jesté nejsou znamy. V travicim traktu jsou ionty kadmia
vychytavany chelataci prostfednictvim kvercetinu. Kadmium se posléze méné vstiebava,
a Ize ho snadngji vyloucit z téla. K prevenci vzniku oxida¢niho stresu piispiva eliminace ROS
a snizeni oxida¢ni degradace lipidu. Tyto déje byly popsany v nékterych zminénych studiich
(Achanzar, 2000; Achanzar, 2002). Flavonoidy a jejich derivaty isoflavony maji preventivni
ucinek pted pusobenim volnych radikali na DNA fetézce a proteiny (Cui, 2021).

Tézké kovy, které se akumuluji v Zivotnim prostfedi, vyvolavaji u lidi té¢Zké zdravotni
problémy. Proto je velmi dilezité dbat na jejich eliminaci. Z vodnich tokli mohou byt
odstranény pomoci membranové separace, iontové vymény, reverzni osmozy
nebo také chemickym srazenim. Vyuziti téchto metod je velmi drahé z divodu spotieby
chemikalii a energie. K eliminaci Cd z pudnich roztokii a odpadnich vod se pouzivaji
nanocastice, a to konkrétné TiO2, Al203 a AgNO3z (Genchi, 2020).
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1.4 RTUT

Rtut’ patii do skupiny tézkych toxickych kovu a vykazuje teratogenni u¢inky (Kolipinski,
2019). VyznaCuje se lesklym stiibfit¢ bilym vzhledem (Bensefa-Colas, 2011).
V zivotnim prostfedi se rtut bézné¢ vyskytuje a nachdzi se ve tfech riznych podobach.
Mezi zakladni formy Hg patii organicka, anorganicka (Hg?"), a také elementarni neboli kovova
(Hg®) (Yang, 2020; Bernhoft, 2011). Elementarni Hg ma ojedinélé vlastnosti, vykazuje
se velkou tékavosti pti nizsi teploté€, a také kapalnosti pii teploté pokojové (Kolipinski, 2019).
Organicka Hg je tvofena slouc¢eninami S funkénimi skupinami zahrnujicimi atomy uhliku,
napiiklad se jedna o ethyl-, methyl- anebo fenyl-. Nejcastéji je zminovana methylrtut’
a poté ethylrtut. Jednotlivé formy Hg maji diky rozdilnému chemickému sloZeni
ruzny farmakokineticky ucinek, a také klinicky vyznam (Yang, 2020; Bernhoft, 2011).
Veskeré tyto formy maji ojedinély toxicky charakter a odliSuji se i transportnim mechanismem
(Yang, 2020).

Ve stravé se hojné vyskytuje anorganicka Hg, ale absorbovano je méné nez 10 % (Yang,
2020). Velké mnozstvi organické rtuti obsahujici zejména skupiny methyl- a dimethyl-
je obsazeno ve tkanich motskych ryb. Mikroorganismy méni elementarni Hg na organickou,
kterou ostatni zivo¢ichové piijimaji ve vodé (Bernhoft, 2011).

V ptirodé se rtut’ nejvice nachazi v elementarni podobé nebo ve formé sulfidu (Bernhoft,
2011). Celosvétoveé nejvetsi zastoupeni Hg je v povrchovych pidach v porovnani s vodnim
prosttedim nebo atmosférou (Yang, 2020). Rtut’ je do Zivotniho prostiedi uvolhovana
také ze sopecné Cinnosti, a rovnéz z hornin (Bernhoft, 2011). Primarnim zdrojem Hg je lidska
¢innost. AZ 80 % vzniklych ro¢nich emisi je zplisobeno antropogennimi zdroji (Yang, 2020).
K uvolnéni Hg do atmosféry dochazi prostfednictvim spalovani uhli i tézbou Hg a zlata
(Bernhoft, 2011). Elementarni Hg je také vyuzivana jako amalgamova vypln zubu,
ktera je z jedné poloviny tvofena Hg, druha polovina vypln¢ se sklada ze slitiny raznych kovu.
Svétova zdravotnicka organizace zvefejnila informaci, ze amalgdmové vyplné vypoustéji
pfiblizn€ denné 2-28 mg par Hg (Kolipinski, 2019). Rtut’ rtutnatd, oznacovana také pojmem

kalomel (Hg2Cl>), je v nékterych zemich vyuZivana i jako projimadlo (Bernhoft, 2011).

1.4.1 Mechanismus toxicity rtuti

Rtut' se dostava do lidského organismu v prvni fad€¢ inhalaci (Bernhoft, 2011).
Péary elementarni Hg pronikaji do organismu vdechovanim pies sliznice a plice, nasledné

dochézi k oxida¢ni pfeméné na reaktivni rtutnaty ion Hg?*. Tato forma Hg je nasledné
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transportovana krvi (Yang, 2020). Obecné Se pro rtutovou akumulaci stava cilovym organem
mozek a nervova soustava. Konkrétné je Hg transportovana na membrané erytrocyti (Bernhoft,
2011). Krom¢ mozkové tkan¢ se rovnéz elementarni Hg nachazi v myokardu, jatrech,
nadledvinach, kosterni svaloviné nebo slinivce bfisni (Kolipinski, 2019). Rtut’ elementarni
je schopna difundovat pies hematoencefalickou bariéru, bunééné membrany, a rovnéz placentu.
Nasledn¢ se hromadi v plodovém mozku (Bernhoft, 2011). Anorganickd forma Hg
je malo pohybliva, nedifunduje lehce pfes membrany, a tim padem se $patné uvoliuje z bungk.
Rtut'naty ion vykazuje afinitu k selenoproteintim a selenu, které zajist'uji antioxida¢ni ochranu.
Vzniklé ireverzibilni vazebné spojeni mezi Hg?" a selenem ma dilezity vliv na mozné stanoveni
rtuti v mozku i po nékolika letech (Kolipinski, 2019). Anorganicka a elementarni rtut’ se dokaze
pfeménit na organickou slouceninu zvanou methylrtut. Tento proces probiha za pomoci
riznych mikroorganismil. Nejvyznamnéjsi jsou bakterie redukujici sirany a Zelezo (Kolipinski,
2019). Methylrtut’ je absorbovana ve stievech a nasledné¢ mize byt akumulovana ve tkanich.
Nedokaze tak snadno ptekrocit hematoencefalickou bariéru na rozdil od elementarni formy Hg.
Po vstupu do mozku dochazi v mozkové tkani k procesu demethylace methylrtuti
na elementarni Hg (Yang, 2020; Bernhoft, 2011).

Veskeré formy rtuti zpiisobuji pfeménu kvarternich nebo tercidrnich struktur
bilkovin. Nasledn€ vznikd vazba mezi Hg a selenohydrylovymi a sulthydrylovymi
skupinami, které jsou posléze vazany naaminokyseliny obsahujici atomy siry (Bernhoft,
2011). Krome téchto zminénych skupin je Hg schopna se poutat i na dalsi skupiny, obzvlaste
na aminove, amidové, fosforylové nebo karboxylové. Jako inhibované nebo neaktivni
se oznacuji enzymy a proteiny s Hg navazanou na tyto vyse popsané skupiny. V dalsim kroku
dochdzi k pteméné konformace, struktury a funkce protein (Kolipinski, 2019).
Prostfednictvim tohoto systému rtut’ ovliviiuje funkénost subcelularnich struktur a spravnou
¢innost organt (Bernhoft, 2011).

Organicka a anorganicka forma Hg rovnéz zpuisobuje smrt neuralnich bunék, coz vede
k vaznym neurologickym pfiznakiim, do nichz spada napfiklad hluchota, mozkova obrna
a poruchy zraku (Harada, 1978; Harada, 2001). Nizké koncentrace organické Hg vyvolavaji
spiSe bunécnou smrt na rozdil od vysokych koncentraci, které vedou k nekroze bunék (Yang,
2020). Rtutnaté ionty v nizSich koncentracich zpusobuji pokles antioxidantu glutathionu,
z tohoto divodu oxidaéni stres pomalu nartsta. Oxidaéni stres je jednim z mechanismu toxicity
rtuti a mize vést k bunééné smrti (Kolipinski, 2019). Velmi ojedinéle se objevuje chronicka
otrava rtutnatymi solemi (Bernhoft, 2011). Cytotoxické ptisobeni anorganické a organické rtuti

mezi sebou vykazuje nékteré podobnosti. Jedna se zejména 0 zplsobeni bunécné smrti,
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ovlivnéni antioxida¢niho systému a eliminaci cytokind. Oproti tomu je vyrazné odliSeni
Vv pusobeni toxickych mechanismd, ale rozdily nejsou jeste fadné zaznamenany (Yang, 2020).

Ethylrtut a methylrtut, piedstavujici dalsi formy Hg vykazuji shodné symptomy,
ale u¢inky methylrtuti jsou zmapovany vice nez ucinky ethylrtuti. Pfeménéna organicka
methylrtut’ se transportuje po celém organismu. Pravdépodobné negativné ovlivituje syntézu
proteinti a také DNA transkripci. Mezi dal$i vlivy methylrtuti, zptisobujici naruseni spravné
funkce organismu, mohou spadat napiiklad vznik volnych radikalt, naruSeni tvorby
neurotransmiterid nebo poSkozeni nervového periferniho systému. Methylrtut’ vykazuje
schopnost snizovat ¢innost NK bun¢k neboli pfirozenych zabije¢t, coz vede ke vzniku
chronického tnavového syndromu (Bernhoft, 2011). Ve studiich Harada 1978 a Harada et al

2001 byla prokazana také buné¢na apoptoza indukovana Hg.

1.4.2 Nezadouci ucinky rtuti

Vystaveni lidského organismu u¢inkiim Hg je zavislé na davce a délce expozice. Vysoké
hladiny zpusobuji vyznamné neurologické a také vyvojové vady (Yang, 2020).
Elementéarni pary Hg zptisobuji vdZznou pneumonitidu, kterd mtize vést Vv krajnich situacich
az ke smrti. Rovnéz také ovliviuji funkce imunitniho systému, ledvin, perifernich nervi
nebo svalovych a endokrinnich ¢innosti. Nizké koncentrace par Hg vyvolavaji rizné piiznaky,
zvlasté Unavu, pokles hmotnosti, slabost nebo problémy s gastrointestindlnim systémem.
Postizeni ledvin a gastrointestinalniho traktu jsou vyvolavéna zejména rtutnatymi solemi,
typicky se jedna o slouceninu HgClz. U pacientti dochazi ke vzniku krvavého prajmu, bolesti
bricha, zvraceni, denaturaci bilkovin enterocytli a nekroze stievnich bunék. Divodem smrti
pacienta potom muze byt peritonitida nebo hypovolemicky Sok. Toxické u¢inky na ledviny
zahrnuji autoimunitni  glomerulonefritidu, anebo  ledvinnou  tubularni  nekrozu.
Expozice vyssi koncentrace rtuti ma souvislost se vznikem svalového tfesu a erytému, mize
byt doprovazena zménou osobnosti, chovani nebo ztratou paméti. Tyto piiznaky povétSinou
pretrvavaji i v ptipad¢€ pferuseni expozice rtuti, a to pfedevsim ty neurologické (Bernhoft,
2011).

Dalsi nebezpe¢nou slouc¢eninou rtuti je methylrtut’ hromadici se v fetézci potravniho
ekosystému. Primarné predstavuje velké riziko pro zdravi lidi 1 Zivocichli (Yang, 2020).
V prenatalnim obdobi muze ptsobeni Hg vyvolat zavaznou mozkovou obrnu.
Expozice postnatalni naopak vykazuje napiiklad ataxii, sluchové a zrakové poranéni, parestezii

nebo klonické zachvaty (Bernhoft, 2011).
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1.4.3 Prevence a lécba otravy rtuti

Anorganicka rtut ve formé Hg?* miZe byt jednoduse chelatovana pomoci riiznych
latek, zejména pomoci sloucenin s obsahem -SH skupin. Mezi tyto slouceniny
napiiklad patfi meso-2,3-dimerkaptosukcinova kyselina (DMSA), 2,3-dimerkaptopropanol
(BAL), N-acetyl-d-penicilamin (NAPA) anebo 2,3-dimerkapto-propan-1-sulfonat (DMPS).
Vyuziti jednotlivych latek k léCebnym postupim je vSak odlisné. Jako nejvyuzivangjsi
chelata¢ni ¢inidla jsou oznacovana DMSA a DMPS, vyuzivaji se pro 1é€bu chronické i akutni
otravy (Bensefa-Colas, 2011). To potvrzuje i studie Blanusa et al 2005 ktera prokazala,
ze pii intoxikaci rtuti u dospélych i déti méla vétsi Géinnost 1écba s pouzitim DMSA a DMPS
nez po aplikaci latky BAL. K tomu bylo zjisténo, Ze slou¢enina DMPS ma vyrazngjsi plisobeni
nez DMSA (Blanusa, 2005). Nasazeni BAL pii 1é€bé je pro svoji nizkou ucinnost ve svété
omezovano (Bensefa-Colas, 2011). Chelata¢ni ¢inidlo DMSA se vyuziva, pokud je hladina
kreatininu vyssi nez 200 pg/g, a také pokud dochazi k systémové intoxikaci organismu.
Pied vznikem anurické faze selhani ledvin je peroralné podavano DMSA, a to nejprve v denni
davce 30 mg/kg po dobu 5 dni, posléze je davka upravena na 20 mg/kg latky po dobu 20 dni
(Bensefa-Colas, 2011).

Po akutni otravé zplsobené anorganickou rtuti je nutno zajistit vyplach Zaludku,
a to co nejdiive, av§ak maximalné do 6 hodin po poziti tohoto t&zkého kovu. Uginnost vyplachu
je ovéfovana prostiednictvim rentgenového snimkovani. Nasledné je indikovano endoskopické
vySetfeni jicnu pro zjiSténi moznych nasledki. Pro posileni vylu¢ovani Hg stolici a eliminovani
vzniku enterohepatalniho ob&hu je moznost aplikovat thiolové pryskyfice. Latky DMSA
a DMPS nemaji prokazanou potfebnou ucinnost pti 1écbé intoxikace vyvolané organickou Hg
(Bensefa-Colas, 2011).

Prevenci pied expozici Hg je dekontaminace pouzivanych pracovnich ploch
ajednotlivych  prostor, napfiklad zménou  slouCenin na  netékavé  latky.
Dal8im moZnym postupem je sniZeni teploty prostiedi na 18-20°C, vyuZiti odsavaciho zatizeni
nebo také CiSténi odpadnich vod. Do omezeni vzniku rizik vystavovani rtuti rovnéz spadaji
ochranné pomicky zaméstnancl a ochrana zivotniho prostiedi, kdy se nesmi likvidovat

rtutnaty odpad kanalizaci (Bensefa-Colas, 2011).
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1.5 HODNOCENI CYTOTOXICITY TEZKYCH KOVU

V soucasné dob¢é je mnozstvi experimenti probihajicich na zvifatech sniZovano
a nahrazovano alternativnimi testy in vitro. Pfi alternativnich testech jsou vyuzivany
rizné bunééné linie nebo jednotlivé tkané jako modelové systémy. Stanoveni vitality bunék
se stava dulezitym parametrem pro porozuméni drazdivosti latek, bunééné proliferaci,
a také sledovani mechanismu pusobeni toxicity na jednotlivé organy (Joo, 2019).

Na hodnoceni cytotoXicity tézkych kovu se lze divat z riznych pohledt a pouzitelnosti
metod. Jednim znich je sledovani funkéniho metabolismu bunék, kdy jsou pouzivany
napiiklad formazanové testy popisujici Zivotaschopnost bunék. K tomu jsou zapotiebi
tetrazoliové slouCeniny, konkrétné pozitivné nabity 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid (MTT), ktery lehce pronika do vitdlnich bunék.
Naopak dalsi skupinou jsou negativné nabité latky Spatné difundujici do zivotaschopnych
bungk. Patii sem ve vod¢ rozpustny 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-
tetrazolium (WST-1), 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2Htetrazolium-5-karboxanilid
(XTT) a  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium (MTS). Tetrazoliové slouceniny XTT, MTS a WST-1 byvaji ¢asto vyuzivany
s intermediarnim akceptorem elektronti, a to z divodu transportu jednotlivych elektroni
z plazmatické membrany anebo cytoplasmy. Tento pfesun elektronii je potiebny ke snadnéjsi
redukci tetrazoliové slouceniny na barevny formazanovy produkt, ktery se nasledné stanovuje.
Dalsi metodou pro urCeni vitality bun€k je stanoveni protedzové aktivity S fluorogennim
proteazovym substratem, nebo testovani vrealném case pomoci Cinidel pro-substratu
a luciferazy ziskané z moiskych krevet (Riss, 2013).

Pro stanoveni apoptdzy se vyuZivaji fluorescencni techniky S pouZitim vizualiza¢nich
sond, napiiklad Hoechst 33258, akridinova oranz (AO), ethidium bromid (EB) anebo barveni
bunék pomoci TUNEL testu. K hodnoceni apoptdzy je vyuzivana fluorescen¢ni sonda Hoechst
33258, ktera obarvuje jadra Zivotaschopnych buné€k modie diky kondenzaci chromatinu
a karyopyknoze. Barvivo AO dokaze obarvit jadernou DNA a pronikd do bunky
pies neporusenou membranu, na rozdil od EB, ktery barvi builkky az po ztrat¢ membranové
integrity. Ob¢ fluorescenéni sondy vitalni bufiky zbarvuji zelené, Casné apoptické bunky
vyzaruji zelenozlutou fluorescenci a pozdni apoptické a nekrotické bunky se zbarvuji oranzove.
Ale nekrotické buiky jiz neobsahuji chromatin. Test TUNEL je vyuzivan k charakterizaci

bunék prosttednictvim fragmentace DNA S pouzitim zelené¢ho barviva fluoresceinu znacené¢ho
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deoxyuridin trifosfatem. Detekce in situ probihd pomoci pritokové cytometrie
nebo fluorescenéni mikroskopie (Huang, 2015).

Hodnoceni toxicity tézkych kovt 1ze popsat také z pohledu zmén antioxida¢ni ochrany,
kdy se sleduje napiiklad GSH, oxida¢ni stres a M TP, ktery ma spojitost S oxidativni fosforylaci
(Huang, 2015; Du, 2010). GSH je nizkomolekularni thiol, ktery se nachazi ve dvou volnych
podobach, zejména jako oxidovany GSH disulfid a redukovany GSH. Jako intracelularni
antioxidant ma Sirokou Skalu funkci a podili se na rtznych bunéCnych procesech.
Naptiklad zajistuje zadrzeni skupin -SH V proteinech, regeneraci antioxidantli, detoxikaci
volnych radikald, optimalizaci redoxniho bunécného prostiedi, anebo detoxikaci xenobiotik
(Capek, 2017). GSH disponuje rovnéz ochrannou funkci pred chemickym a oxida¢nim
porusenim bunék. Kritické snizeni hladiny GSH zpusobuje vétsi nachylnost bun¢k k toxickym
latkdm. Po vazbé GSH s elektrofilnimi xenobiotiky, jejich vzniklymi metabolity nebo volnymi
radikaly dochazi ke vzniku konjugatd, které jsou jiz snadno a rychle eliminovany z bunék.
Probihajici reakce jsou bud enzymatické, katalyzované glutathion-S-transferazami
nebo neenzymatické (Stevenson, 2002).

Rovnéz lze studovat zmény exprese proteini. Dulezité testované markery jsou
naptiklad poly (ADP-rib6za) polymeraza a proapoptoticky protein Bax. Pro obecné studium
toxicity je vzdy vhodna kombinace zakladniho testu buné¢ného metabolismu naptiklad s testem

kapacity antioxida¢ni ochrany bun¢k (Huang, 2015; Du, 2010).

1.5.1 Detekce intracelularni dehydrogenazové aktivity (WST-1 test)

Tento spektrofotometricky test je vyuzivan Khodnoceni zivotaschopnosti bunék.
Test je zalozeny na WST-1, ktery je redukovan na Zluté zabarveny formazan 4-[1-(4-jodfenyl)-
5-(4-nitrofenyl)-formaz-3-yl]-1,3-benzen disulfonat (Obr. 6) (Joo, 2019). Piestup WST-1
do bunky je znemoznén z diivodu jeho hydrofility a negativniho naboje. Cinidlo WST-1
je proto vyuzivano s intermediarnimi akceptory elektroni. Do této skupiny spada fenazin
ethylsulfat a fenazin methylsulfat. Tyto akceptory prochazeji do vitalnich bun¢k, kde dochazi
k redukci aptenosu elektronti. Nasledné dochazi k jejich uvolnéni do extracelularniho
prostiedi, kde se ¢inidlo WST-1 méni na formazanovy produkt (Riss, 2013). Tento proces je
dependentni na NADH koenzymu obsaZzenému Vv Zivotaschopnych bunikach (Joo, 2019).
Z toho dtivodu je WST-1 test pouzivan k ur¢eni bunécné proliferace a viability bun¢k (Shin,

2020). Test WST-1 ma velké vyhody oproti MTT testu. Hlavni vyhodou je rozpustnost
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formazanu ve vodnych roztocich. Do postupu tedy neni potfeba zahrnovat extrakci

pomoci rozpoustédla (Joo, 2019).

- 0 @) .

2 redukce pomoci
[ Zivych bunék

WST-1 tetrazolium (rdZova) WST-1 formazan (tmavé zluta)

Obrazek 6: Pfeména vitalniho barviva, (WST-1 tetrazolium — 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-
(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium, WST-1 formazan — 4-[1-(4-jodfenyl)-5-(4-nitrofenyl)-formaz-3-yl]-
1,3-benzen disulfonat), (upraveno dle: Joo, 2019).

1.5.2 Detekce intracelularni hladiny glutathionu (MCB test)

Tento spektrofluorometricky test je pouzivan ke stanoveni hladiny GSH neboli tripeptidu
y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycinu, ktery se vyuziva pfedev§im ke studiu bunécné toxicity
v zivych bunikach. Ke stanoveni GSH i ostatnich thiolt je zapotiebi fluorescenéniho barviva,
které se pfidava do kultivaéniho média. Primarné se vyuZivaji nefluorescencni slouceniny
bimany, zejména monochlorobiman (MCB) nebo monobromobiman (MBB). Tyto latky
disponuji schopnosti snadné difuze ptes bunééné membrany, kde mohou nasledné interagovat
s thioly nachazejicimi se Vv bunkach. Pro stanoveni GSH je specifictéjsi reakce s MCB,
proto se pouziva &astéji nez MBB (Nauen, 2002; Capek, 2017). Reakce je zaloZena na vzniku
fluorescencénich GSH aduktii po vazbé s nefluorescenénim MCB a GSH, vznikla vazba
konjugatu je poté spektrofluorometricky stanovovana. K tomuto procesu dochazi za enzymové
katalyzy glutathion-S-transferazy (Obr. 7) (Nauen, 2002). Z divodu zhaseni chlorovou
skupinou  nezreagovany MCB  nedisponuje  fluorescenci  (Stevenson,  2002).
GSH se vyhodnocuje ve formé procentualniho zastoupeni koncentrace GSH ovlivnénych
bunék vztazenych K procentim koncentrace GSH kontrolnich buné¢k, které nejsou ovlivnéné

toxickymi latkami (Capek, 2017).
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Naopak méné specificka reakce nastava s odliSnymi bimany, konkrétné se substratem
MBB, protoze ten reaguje i s jinymi redukovanymi thioly a nejedna se tak o specifickou reakci
pouze pro stanoveni GSH (Stevenson, 2002). MBB je vyuzivan piedevs§im jako fluorescenéni
znacka pro detekci biologickych latek. Touto metodou muzeme rovnéz mezi sebou rozlisit
jednotlivé kmeny bakterii, rostlin nebo i zivocichu, ato pomoci detekce jednotlivych aktivit

enzymu glutathion-S-transferazy (Nauen, 2002).

. ﬁ\j + GSH OLJOL
T o L

v

Monochlorbiman Glutathionovy adukt

Obrazek 7: Enzymaticka pifeména monochlorbimanu na glutathionovy adukt, (GSH — glutathion-
S-transferaza, HC1 — kyselina chlorovodikova), (upraveno dle: Nauen, 2002).
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CIiLE PRACE

Dlouhodobé kultivovat vybrané suspenzni bunécné linie a vyuzit je pro studium

cytotoxicity CdCla.

U zvolené bunééné linie podrobné;ji otestovat cytotoxicitu CdCl, v porovnani s ptisobenim

jiného tézkého kovu, poptipadé cisplatiny.

K charakterizaci cytotoxického ucinku tézkych kovii u bunék vyuzit bioanalytické metody

uréené pro stanoveni bunécné viability a koncentrace glutathionu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 SEZNAM POUZITEHO MATERIALU A POMUCEK

3.1.1

3.1.2

Biologicky material

Bunécna linie lidské akutni lymfoblastické leukémie Jurkat
Buné¢na linie lidské akutni promyelocytarni leukémie HL-60

Buné¢na linie lidského Burkittova lymfomu Raji

Chemikalie a roztoky

Cisplatina (CisPt), Pt(NHs).Cl> (Mr = 300,1 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
Deionizovana voda pro bunécné kultury (Lonza, USA)

Fetalni bovinni sérum (FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Fluorescen¢ni sonda MCB, C10H11CIN202 (Mr = 226,66 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
Fosfatovy pufr (PBS) (pH 7.4; Gibco, USA)

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

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

L-glutamin, CsH10N203 (Mr = 146,14 g/mol; Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA)

Neesencidlni aminokyseliny (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Penicilin/streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Proliferacni ¢inidlo WST-1 (Roche, Némecko)

Pyruvat sodny, CsHsNaOs (Mr = 110,04 g/mol)

Ristové médium RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Laboratorni pomiicky, pristroje a software

Automatické pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus Instrument, Némecko)

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

COz2 inkubator (PHCbi, Japonsko)

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

Kultiva¢ni lahve NUNC T75 s filtrem (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
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= Lamindrni box Airstrem (ESCO, USA)

= Mikrotitra¢ni desticky 96jamkové (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
= Mikrozkumavky (0,5; 1,5; 2 a 5 mL; Eppendorf, Némecko)

= Multisizer 4e Coulter Counter (Beckman Coulter, USA)

= Pasteurova pipeta

= Sérologické pipety (10, 25 mL; Jet Biofil, Cina)

= Sterilni $picky (10, 100, 1000 pL)

= Thermoblock

* Vodni lazenl Isotemp GPD 10 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

= Vortex (Heathrow Scientific, USA)

Software
= Adobe Photoshop (Adobe Inc., USA)
=  Microsoft Office — Word, Excel (Microsoft, USA)
= OriginPro 9.0.0 (OriginLab, USA)
= Tecan SparkControl (Tecan, Rakousko)

3.1.4 Priprava kultivaéniho média

Kultivaéni médium pro bunécnou linii HL-60 — K pfipravé kultivacniho média o objemu

100 mL pro bunéénou linii HL-60 bylo spotfebovano 100 mL média RPMI 1640 s/bez fenolové

¢ervené. Dale bylo piidano 10 mL FBS, 1 mL L-Glutaminu (2mM) a nakonec 0,5 mL penicilinu
a streptomycinu o0 koncentracich 50 pg/mL. Hotové médium bylo uchovavano v lednici

pfi piiblizné 4°C a pted kazdym pouZitim bylo vyhtato ve vodni 14zni na 37°C.

Kultiva¢ni médium pro bunécnou linii Jurkat a Raji — K ptiprave kultivacniho média o objemu
100 mL pro buné&cnou linii Jurkat, resp. Raji bylo spotiebovano 100 mL rustového média RPMI
1640 s/bez fenolové cervené. Dale byl roztok doplnén 10 mL FBS, 1 mL L-Glutaminu (2mM),
1 mL pyruvatu sodného (ImM), 1 mL neesencialnich aminokyselin (1% roztok) a nasledné
bylo pfidano 0,5 mL penicilinu a streptomycinu o0 koncentracich 50 ug/mL. Pfipravené médium
bylo uchovavéno v chladu o teploté 4°C a pied dal§im pouzitim bylo vyhtato ve vodni lazni

na 37°C.
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3.1.5 Priprava roztoku

Fosfatovy pufr — K deionizované vod¢ o objemu 45 mL bylo pfidano 5 mL zasobniho PBS,
vznikly roztok byl dtikladn¢ promichan. Ptipraveny fosfatovy pufr byl uchovavan v chladu

pii 4°C a pted kazdym pouzitim byl vyhiivan ve vodni lazni na 37°C.

Zasobni a pracovni roztoky cisplatiny (CisPt) — Zasobni roztok CisPt (¢ = 1 mmol/L) byl

pripraven navazenim 1,5 mg CisPt a jejim rozpusténim v 5 mL destilované vody a uchovavan
V lednici pti 4°C. Z néj byl ptipraven 10x nafedény pracovni roztok o koncentraci 500 pmol/L

a objemu 400 pL. Pracovni roztok byl pfipravovan vzdy Cerstvy pied kazdym ovliviiovanim

bunék.

Zasobni a pracovni roztoky chloridu kademnatého (CdCly) — Zdsobni roztok CdCla

(c =20 mmol/L) byl pfipraven navazenim 18,3 mg CdCl> a jejim rozpusténim v 5 mL
destilované vody a uchovavan v lednici pti 4°C. Znéj byly pfipraveny pracovni roztoky
0 koncentracich 50, 250, 500, 750, 1000 umol/L. Pracovni roztoky byly ptipravovany vzdy

Cerstvé pred kazdym ovlivitovanim bunék.

Zasobni a pracovni roztoky chloridu rtutnatého (HgCly) — Zasobni roztok HQCl>

(c =10 mmol/L) byl pfipraven navazenim 13,6 mg HgCl> a jejim rozpusténim v 5 mL
destilované vody a uchovavan v lednici pfi 4°C. Z ng&j byly pfipraveny pracovni roztoky
0 koncentracich 50, 250, 500, 750, 1000 pmol/L. Pracovni roztoky byly ptipravovany vzdy

cerstvé pied kazdym ovliviiovanim bunék.

Pracovni roztok pro stanoveni dehvdrogendzové aktivity (WST-1 roztok) — Pracovni WST-1

roztok byl pfipraven fedénim 1:1, smichanim 300 pL PBS a 300 puL vyhtatého zasobniho
roztoku WST-1 o koncentraci 10 mmol/L. Pracovni roztok byl piipravovan vzdy Cerstvy

pred kazdym stanovenim bunck.

Pracovni roztok pro stanoveni hladiny GSH (MCB roztok) — Pracovni roztok MCB

o koncentraci 240 pmol/L byl pfipraven ze zasobniho roztoku monochlorobimanu

0 koncentraci 10 mmol/L vzdy Cerstvy pied kazdym méfenim.
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3.2 POSTUP KULTIVACE BUNECNYCH LINII

3.2.1 Kultivace bunécné linie HL-60

Ke kultivaci bunééné linie HL-60 bylo zapotiebi 10 mL vyhtatého kultiva¢niho média,
které bylo sbuné¢nou suspenzi HL-60 vloZeno do kultiva¢ni lahve. V inkubatoru byly
tyto buiikky inkubovany pii 37°C v atmosféie 5% COz. Potfech dnech doSlo k vyméné
kultiva¢niho média a v intervalu 7-8 dni byly buriky pasazovany.

K vlastnimu pasazovani bun€k byla pouzita centrifuga¢ni zkumavka o objemu 15 mL,
do které¢ bylo z kultivaéni lahve odebrano kultivaéni médium vcetné bunécéné slozky.
Nasledné byl do centrifuga¢ni zkumavky pfidan PBS o objemu 3 mL, kterym byla kultiva¢ni
lahev proplachnuta. V centrifuze byla bunééna suspenze odstfed’ovana 5 minut pii rychlosti
1500 ot/min. Vznikly supernatant byl ze zkumavky odebran a nasledné byla buné¢na peleta
znovu suspendovana v Cerstvém médiu pro bunécnou linii HL-60, které neobsahovalo
fenolovou cerven.

Dale bylo potieba spoditat celkové mnozstvi bun€k v suspenzi, k tomu byl pouzit
analyzator Multisizer 4e Coulter Counter. Do mérné kyvety bylo napipetovano
10 mL PBS a2 100 pL suspenze bunék. Po urceni mnozstvi bun¢k byly nasazeny buiky
0 denzité¢ 60 x 10° bunék ve 100 pL roztoku do kazdé jamky mikrotitraéni desticky
podle schématu zvoleného experimentu. Nasledné probéhlo ovlivnéni bunék ptidanim 10 pL
ptipravenych roztoki CisPt, CdClz nebo HgClz, dle planu daného experimentu.
Po aplikaci vSech reagencii byla mikrotitra¢ni desti¢ka inkubovana pti 37°C po dobu 24 hodin.

Po uplynuti inkubacni doby probéhlo vlastni stanoveni GSH a dehydrogendzové aktivity.

3.2.2 Kultivace bunééné linie Jurkat

Ke kultivaci bunééné linie Jurkat bylo zapotitebi 10 mL vyhtatého kultivaéniho média,
které bylo sbunéfnou suspenzi Jurkat vlozeno do kultiva¢ni lahve. V inkubatoru byly
tyto buniky inkubovéany pii 37°C v atmosféte 5% CO2. Po tfech dnech doSlo k vyméné
kultivacniho média a v intervalu 7-8 dni byly bunky pasazovany.

K vlastnimu pasazovani bun¢k byla pouzita centrifugacni zkumavka o objemu 15 mL,
do které bylo zkultivaéni lahve odebrano kultivaéni médium vcetné bunécné slozky.
Nasledné byl do centrifuga¢ni zkumavky ptidan PBS o objemu 3 mL, kterym byla kultiva¢ni
lahev proplachnuta. V centrifuze byla buné¢éna suspenze odstfed’ovana 5 minut pfi rychlosti

1500 ot/min. Vznikly supernatant byl ze zkumavky odebran a nasledné byla bunécna peleta

50



znovu suspendovana v Cerstvém médiu pro bunécnou linii Jurkat, které neobsahovalo
fenolovou Cerven.

Déle bylo potifeba spocitat celkové mnozstvi bun€k v resuspendované suspenzi,
k tomu byl pouzit analyzator Multisizer 4e Coulter Counter. Do mérné kyvety bylo
napipetovano 10 mL roztoku PBS a 100 pL suspenze bunék. Po ur¢eni mnozstvi bunék byly
nasazeny buiiky o denzité¢ 20 x 10% bunék ve 100 uL roztoku do kazdé jamky mikrotitradni
desticky podle schématu zvoleného experimentu. Nasledné probéhlo ovlivnéni bunék ptiddnim
10 upL pripravenych roztokt CisPt, CdCl> nebo HgCl,, dle planu daného experimentu.
Po aplikaci vSech reagencii byla mikrotitra¢ni desti¢ka inkubovana pii 37°C po dobu 24 hodin.

Po uplynuti inkubaéni doby probéhlo vlastni stanoveni GSH a dehydrogenazové aktivity.

3.2.3 Kultivace bunééné linie Raji

Ke kultivaci bunécéné linie Raji bylo zapotiebi 10 mL vyhtatého kultivaéniho média,
které bylo s bunécnou suspenzi Raji vlozeno do kultivaéni lahve. V inkubatoru byly tyto bunky
inkubovany pti 37°C v atmosféfe 5% COz. Po tfech dnech doslo k vymén¢ kultivacniho média
a v intervalu 7-8 dni byly bunky pasazovany.

K vlastnimu pasazovani bunék byla pouzita centrifugacni zkumavka o objemu 15 mL,
do které bylo zkultivaéni lahve odebrano kultivaéni médium vcetné bunécéné slozky.
Nasledné byl do centrifuga¢ni zkumavky piidan PBS o objemu 3 mL, kterym byla kultiva¢ni
lahev proplachnuta. V centrifuze byla buné¢na suspenze odstfed’ovana 5 minut pfi rychlosti
1500 ot/min. Vznikly supernatant byl ze zkumavky odebran a nasledné byla bunécna peleta
znovu suspendovana v ¢erstvém médiu pro bunécnou linii Raji, které neobsahovalo fenolovou
Cerven.

Déle bylo potieba spocitat celkové mnozstvi bun¢k v resuspendované suspenzi,
k tomu byl pouzit analyzator Multisizer 4e Coulter Counter. Do mémé kyvety bylo
napipetovano 10 mL roztoku PBS a 100 pL suspenze bunék. Po urceni mnozstvi bun¢k byly
nasazeny buiiky o denzité¢ 20 x 10% bunék ve 100 pL roztoku do kazdé jamky mikrotitradni
desticky podle schématu zvoleného experimentu. Nasledné probéhlo ovlivnéni bunék pfiddnim
10 uL ptipravenych roztokt CisPt, CdCl> nebo HgClz, dle planu daného experimentu.
Po aplikaci vSech reagencii byla mikrotitracni desticka inkubovana pti 37°C po dobu 24 hodin.

Po uplynuti inkubaéni doby probéhlo vlastni stanoveni GSH a dehydrogenazové aktivity.
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3.3 BIOANALYTICKE METODY POUZITE PRO TESTOVANI
TOXICKYCH VLIVU

3.3.1 Detekce intracelularni dehydrogenazové aktivity (WST-1 test)

Po ub&hnuti uréeného Casu inkubace vybrané bunécéné linie bylo napipetovano 12 pL
pracovniho roztoku prolifera¢niho ¢inidla WST-1 do celé mikrotitraéni desticky. Absorbance
byla spektrofotometricky méfena v ¢ase 0 a 60 min s vyuzitim destickového spektrofotometru
Tecan Spark pii vinové délce 440 nm. Dehydrogenazova aktivita bunék byla vyhodnocena
nejdiive odectenim vysledkt jednotlivych detekovanych absorbanci (60 — 0 minut) a nasledné

byla porovnana s hodnotami kontrolnich bun¢k a vyjadiena v procentech.

3.3.2 Detekce intracelularni hladiny glutathionu (MCB test)

Po ubéhnuti uréeného ¢asu inkubace vybrané bunécné linie bylo napipetovano 20 puL
pracovniho roztoku MCB do celé mikrotitrani desticky. Fluorescence byla
spektrofotometricky métena po dobu 20 min s vyuzitim destickového spektrofotometru Tecan
Spark pii excita¢ni a emisni vlnové délce 394/490 nm. Koncentrace GSH byla porovnana

s hodnotami kontrolnich buné€k a vyjadiena v procentech.

3.3.3 Statistické hodnoceni namérenych dat

Veskeré uskutecnéné experimenty probéhly vzdy minimalné ve dvou samostatnych
na sobé nezavislych analyzach. Sledované parametry byly stanoveny v kazdém experimentu
vzdy ve formé tripletu (n = 3). Vysledky jednotlivych experimentd byly uvedeny
jako pramér + SD, vztazeno ke kontrolnim buiikam. Ke statistickému hodnoceni naméfenych
dat byl vyuzit softwar OriginPro 9.0.0., konkrétn¢ jednorozmeérova analyza rozptylu (ANOVA)

s naslednym vyuzitim Bonferroniho post—testu.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace bunécné linie

Ke stanoveni mozného vyskytu oxidacniho stresu, a také zmeény intracelularni
dehydrogenazové aktivity, je dilezité vybrat vhodny bunéény in vitro model pro samotné
testovani vlivii vybranych latek, ktery nejlépe demonstruje jejich pisobeni. Ke stanoveni
dehydrogenazové aktivity se Casto v odbornych pracich ostatnich autorti vyuzivaji bunky
Jurkat, HL-60 a Raji (Bagchi, 2000; Nemmiche, 2011; Tsangaris, 1998), proto jsme se je
rozhodli vyuZit 1 v na$i praci. Pro testovani cytotoxicity CdClz u ndmi vybranych bunéénych
linii jsme zvolili Siroké rozmezi koncentraci CdCl», a to 5-100 uM, a jako pozitivni kontrolu
jsme zvolili CisPt o koncentraci 50 uM (Graf 1).

Po 24hod inkubaci bun¢k Jurkat svybranymi koncentraci CdClz> jsme detekovali
koncentra¢né zavisly pokles intraceluldrni dehydrogenazové aktivity. Po inkubaci bunck
s niz§imi koncentracemi CdCl> (5 a 25 uM) nedoslo k signifikantné¢ vyznamnému poklesu
dehydrogenazové aktivity. Naopak nejvyznamnéj$i pokles dehydrogendzové aktivity byl
detekovan u bunék inkubovanych s 100 uM CdClz, a to 0 97 % ve vztahu ke kontrolnim
bunkam.

Dehydrogenazova aktivita u bunék HL-60 po inkubaci s vybranymi toxiny byla
postupné snizena, po inkubaci s 5 a 25 uM CdClz nebyla detekovana signifikantni zména
v dehydrogenazové aktivité. Signifikantni pokles dehydrogenazové aktivity byl detekovan
po expozici bunék 50 uM CdCly, a to 0 76 % ve srovnani s kontrolnimi bunkami.
Nejvyznamnéjsi snizeni dehydrogenazové aktivity u bunék HL-60 bylo detekovano po expozici
75 a 100 uM CdCly, obé koncentrace CdCl; snizily dehydrogenazovou aktivitu v porovnani
s kontrolnimi bunkami 0 97 %. Po expozici bun¢k Raji s 5 uM CdCl: jsme detekovali zvyseni
dehydrogenazové aktivity, naopak signifikantni snizeni dehydrogenazové aktivity zpisobily
az koncentrace 50-100 uM CdCly, a to ptiblizné 0 98 % Vv porovnani s kontrolnimi bunikami.

U vsech testovanych buneénych linii byl detekovan obdobny pozvolné klesajici trend
dehydrogenazové aktivity, vyznamnéjsi snizeni dehydrogenazové aktivity vidime po inkubaci
bunék zpisobenym vyssimi koncentracemi CdClz. Pti porovnani vsech testovanych bunécénych
linii 1ze sledovat podobné detekované hodnoty u koncentrace 5, 75 a 100 uM CdCl..
Po expozici 50 uM CisPt na bunky Jurkat doslo k poklesu dehydrogenazové aktivity 0 77 %

V porovnani s kontrolnimi bunkami.
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Graf 1. Dehydrogenazova aktivita po expozici CdCl; u vybranych bunéénych linii. VIiv toxinu
na dehydrogenazovou aktivitu u bun¢k Jurkat, HL-60 a Raji exponovanych CdCl, (5-100 uM),
cisplatiné (CisPt; 50 pM) po 24hod inkubaci svyuzitim metody WST-1. Intracelularni
dehydrogenazova aktivita bun€k byla vztazena ke kontrolnim bunkam (= 100 %) a vyjadiena
jako pramér + SD (***, p < 0,001; vs. kontroly v daném ¢asovém intervalu).

Nasledn¢ jsme se zabyvali pozorovanim zmeén intracelularni koncentrace GSH
pro charakteristické popsani toxického pusobeni CdClz. K tomuto stanoveni byly pouzity
buné&¢né linie Jurkat, HL-60 a Raji, které jsme rovnéz zvolili pro uréeni dehydrogenazové
aktivity bungk (Graf 2). Siroké rozmezi koncentraci CdClz (5-100 pM) a pozitivni kontrola
CisPt (50 uM) byly vybrany k urceni optimalnich koncentraci pro testovani bunécné linie.

Po 24hod inkubaci jsme u bunééné linie Jurkat detekovali zvySeni intracelularni
koncentrace GSH 0 19 % a 0 20 %, po expozici 5 a 25 uM CdClz. Signifikantni pokles
koncentrace GSH byl detekovan u bunék inkubovanych s 75 a 100 uM CdCl; Vv porovnani
s kontrolnimi bunkami. Vyrazny pokles GSH na hodnotu 27 £+ 4 % v porovnani s kontrolnimi
bunkami byl detekovan u bunék inkubovanych se 75 uM CdCl». Po expozici nejvyssi testované
koncentrace CdCl> (100 uM) dochazi k poklesu intracelularni koncentrace GSH o0 83 %
V porovnani s kontrolnimi bunikami. Po 24hod inkubaci bunétné linie HL-60 dochazi
ke zvyseni hladiny GSH po expozici 5 uM CdCl.. K signifikantné vyznamnému poklesu
koncentrace GSH po expozici 25 a 50 uM CdClz u bunék HL-60 nedoslo.
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Naopak nejvyznamnéjsi pokles koncentrace GSH byl detekovan inkubaci bunék s 100 uM
CdCly, konkrétné hladina GSH klesla 0 90 % ve srovnani s kontrolnimi butikami. Pti porovnani
testovanych bunéénych linii Jurkat a HL-60 lze sledovat podobné detekované hodnoty
u koncentrace 75 a 100 uM CdClz. Nezaznamenali jsme signifikantni pokles koncentrace GSH
po ovlivnéni bun¢k Raji 5 a 25 uM CdClz, k vyznamnému poklesu 0 92 % doslo az po expozici
50 uM CdClz. Po ovlivnéni bun¢k Raji 100 uM CdCl; jsme detekovali nejvyznamnéjsi snizeni
koncentrace GSH, hladina klesla 0 96 % vzhledem ke kontrolnim bunikam. Po expozici
koncentrace 50, 75 a 100 uM CdCl2 na bunéénou linii Raji pozorujeme srovnatelné hodnoty
koncentrace GSH.

Srovnatelny klesajici trend koncentrace pozorujeme u bunécéné linie HL-60 a Raji,
kdy dochazi k postupnému poklesu intracelularni hladiny GSH v zavislosti na koncentraci
bunék. U bun¢k inkubovanych s vyssi koncentraci CdClz bylo detekovano signifikantni sniZeni
koncentrace GSH. U bunééné linie Jurkat naopak po expozici niz§ich koncentraci 5 a 25 uM
CdCl; dochazi k prechodnému zvyseni koncentrace GSH, nasledny pokles GSH byl detekovan
po inkubaci s vyssimi koncentracemi 50, 75 a 100 uM CdCly. Tato skute¢nost byla jednim
z rozhodujicich faktorti k vybéru bunééné linie Jurkat pro dalsi testovani, kde jsme stanovovali
vliv uzsich koncentraci vybranych tézkych kovi. Nejvétsi pokles koncentrace GSH pozorujeme
u bun¢k HL-60 inkubovanych s 50 uM CisPt, a to 0 59 % v porovnani s kontrolnimi bunikami.

Koncentrace GSH u ostatnich buné¢énych linii po jejich expozici 50 uM CisPt byla shodna.
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Graf 2: Hladina glutathionu po expozici CdCl; u vybranych bunéénych linii. Vliv toxinu na hladinu
GSH u bunék Jurkat, HL-60 a Raji exponovanych CdCl; (5-100 uM), cisplatiné (CisPt; 50 uM)
po 24 hod s vyuzitim metody MCB (AEx/Em = 394/490 nm). Intracelularni koncentrace GSH byla
vztazena ke kontrolnim buitkdm (= 100 %) a vyjadiena jako pramér + SD (***, p < 0,001; vs. kontroly
v daném Casovém intervalu).
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4.2 Optimalizace koncentraci testovanych tézkych kovi

Pro optimalizaci koncentraci tézkych kovli jsme jako nejvhodnéjsi bunécnou linii vybrali
Jurkat, protoze pti bunécné kultivaci vykazovala nejvyssi miru proliferace bun¢k. Bunécna linie
byla také zvolena z diivodt pozoruhodné detekce intracelularnich hladin GSH po expozici
nizsich koncentraci 5 a 25 uM CdCly, kdy dochazi k pfechodnému zvyseni aktivity bunék.
Nasledny pokles GSH naopak nastava u vysSich koncentraci 50, 75 a 100 uM CdCl..
Rovnéz byl zajimavy trend pii stanoveni intracelularni dehydrogenazové aktivity po expozici
CdCl,. Po zvoleni bunééné linie Jurkat pro testovani jednotlivych vlivli vybranych latek je
nezbytné optimalizace koncentraci, které jsou nejzajimavéjsi pro charakterizaci pribéhu zmén
koncentrace GSH a dehydrogenazové aktivity. Z tohoto divodu jsme testovali vliv HgCl
na dehydrogenazovou aktivitu a koncentraci GSH u bunééné linie Jurkat po 24hod inkubaci
(Graf 3). Pro testovani bylo vyuZito Siroké rozmezi koncentraci HgClz (5-100 uM) a pozitivni
kontrola CisPt o koncentraci 50 uM.

V porovnani s kontrolnimi buiikami a vyuzitim metody zalozené na MCB jsme detekovali
zvyseni koncentrace GSH po expozici 5 uM HgCl2 0 16 %. Signifikantni snizeni koncentrace
GSH pozorujeme po expozici bun¢k 50 uM HgCl20 81 % v porovnani s kontrolnimi bunikami.
Po inkubaci bun¢k Jurkat se 75 uM HgCl> doslo k poklesu hladiny GSH 0 99 % v porovnani
s kontrolnimi bunkami. Po expozici bun¢k se 100 uM HgCl2 bylo naméfeno vyrazné snizeni
GSH o0 98 %. U bunék Jurkat po expozici 5 uM HgCl> jsme nedetekovali snizeni
dehydrogenazové aktivity s vyuzitim metody =zalozené na WST-1. V porovnani
S kontrolnimi bunkami vidime signifikantni snizeni dehydrogenazové aktivity u bunék
inkubovanych s 25 uM 0 78 %. Po inkubaci bun¢k Jurkat s 50 uM HgCl. bylo detekovano
snizeni dehydrogenazové aktivity 0 95 %, naopak po inkubaci bunék se 75 uM doslo k poklesu
dehydrogenazové aktivity o 93 %. Pfi expozici nejvyssi vybranou koncentraci doslo ke snizeni
aktivity bun€k Jurkat 0 95 % v porovnani s kontrolnimi burikami. Z naméfenych dat vidime,
ze jsme detekovali srovnatelnou depleci GSH u koncentrace 50 a 100 uM HgCl> u testované
bunécné linie Jurkat.

Po 24hod inkubaci bunétné linie Jurkat s testovanymi koncentracemi HgCl> sledujeme
ptechodné zvyseni koncentrace GSH, které je koncentraéné zavislé. U bunék Jurkat
inkubovanych se 75 puM HgCl> byla detekovana takika uplna deplece GSH stejné
tak jako u bunék inkubovanych s 100 uM HgCl.. Naopak po 24hod inkubaci bunééné linie
Jurkat s HgCl, pozorujeme rovnou klesajici trend dehydrogenazové aktivity. Po inkubaci bunék

Jurkat s koncentracemi 50, 75 a 100 uM HgCl, jsme naméfili téméf shodné hodnoty
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dehydrogenazové aktivity. Pokles koncentrace GSH pozorujeme u bunééné linie Jurkat
inkubované s 50 uM CisPt, a to 0 42 % v porovnani s kontrolnimi bunikami. K vyraznéj§imu
snizeni dehydrogenazové aktivity u bunék Jurkat doslo po expozici 50 uM CisPt, hodnota
odpovida piiblizné poloviné koncentrace GSH.

Z vyse uvedenych a popsanych dat jsme vybrali pro dalsi experiment koncentrace 25, 50

a 100 uM HgCly, které se nejlépe hodi pro sledovani toxickych vlivi vybranych testovanych

latek.
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Graf 3: Dehydrogenazova aktivita a hladina glutathionu po expozici HgCl, u bunééné linie Jurkat.
Vliv toxinu na hladinu GSH a dehydrogenazovou aktivitu u bun¢k Jurkat exponovanych HgCl,
(5-100 uM), cisplating (CisPt; 50 uM) po 24 hod s vyuzitim metody MCB (AEx/Em = 394/490 nm)
a WST-1. Intracelularni koncentrace GSH a dehydrogendzova aktivita byla vztazena ke kontrolnim
bunkam (= 100 %) a vyjadfena jako pramér + SD (***, p < 0,001; vs. kontroly v daném Casovém
intervalu).
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4.3 Stanoveni dehydrogenazové aktivity bunécné linie Jurkat

Pro stanoveni dehydrogenazové aktivity jsme pouzili ndmi vybranou bunécnou linii
Jurkat a koncentra¢ni rozmezi 25-100 pM CdClz> a HgCl. v dalsich ¢asovych intervalech.
Pro tento experiment jsme vybrali kratké Casové intervaly 1-6 hod, z divodu detailniho
sledovani zmén dehydrogenazové aktivity v bunikach Jurkat po inkubaci s CdCl, a HgCl»
(Tab. 3). Jako pozitivni kontrola byla pouzita CisPt o koncentraci 50 uM. Detekované hodnoty
dehydrogenazové aktivity byly porovnany s hodnotami kontrolnich bungk.

Po 2 a 6hod inkubaci bunééné linie Jurkat s 25 uM CdCl: bylo pozorovano Signifikantni
navysSeni dehydrogenazové aktivity. Po 4hod inkubaci bun€k s 50 uM CdCl2 nejsou pozorovany
velké zmény, avSak od 5 hod inkubace dochazi k pozvolnému snizovani dehydrogenazové
aktivity téchto bunék. Naopak po 24hod inkubaci bunék Jurkat byl detekovatelny signifikantni
pokles dehydrogenazové aktivity. Po expozici bunék Jurkat se 100 uM CdClz> doslo
k pozvolnému snizovani dehydrogenazové aktivity jiz po 4 hod inkubace, avsak ve srovnani
s kontrolnimi buitkami doslo k nejvyznamnéjsi zméné po 24hod inkubaci. Po expozici bun¢k
s 25 uM HgCl; vidime zvyseni dehydrogendzové aktivity od 4 hod, ale signifikantni zvySeni
1ze sledovat az po 24hod inkubaci. Ve vSech sledovanych ¢asovych intervalech 1-6 hod byla
detekovana uplna deplece dehydrogenazové aktivity po inkubaci bunécéné linie Jurkat
s koncentracemi 50 a 100 uM HgCl,. To znamena, Ze hladiny dehydrogenazové aktivity byly
pod detekovatelnou mezi. Pouze po 24hod inkubaci bunék Jurkat nebyla detekovana 100%
deplece dehydrogenazové aktivity, po expozici bun¢k s 50 a 100 uM HgCl> bylo detekovano
snizeni dehydrogenazové aktivity 0 95 % v porovnani S kontrolnimi bunkami. U bunék
inkubovanych s CisPt byla detekovana srovnatelna deplece dehydrogenazové aktivity ve viech

¢asovych intervalech kromé intervalu 24 hod, kdy doslo k poklesu o 76 %.

59



Tabulka 3: Dehydrogenazova aktivita po expozici CdCl, a HgCl, u buneéné linie Jurkat.
VIiv toxint na dehydrogenazovou aktivitu u bunék Jurkat exponovanych CdCl; a HgCl, (25-100 uM),
cisplating (CisPt; 50 uM) po 1-6 hod s vyuzitim metody WST-1. Intracelularni dehydrogenazova

aktivita bun¢k byla vztazena ke kontrolnim bunkam (= 100 %) a vyjadfena jako pramér + SD
(***, p < 0,001; vs. kontroly v daném ¢asovém intervalu).

W

Testovana latka Cas [hod]
1 2 3 4 5 6

Kontrolni buiiky | 100+5% | 100+4% | 100+4% | 100+3% | 100+5% | 100+3 %
50 pM CisPt 95+7% | 98+9% | 91+3% | 92+7% | 87+4% | 83+3% *
25 uM CdChL 97+11% | 107+10% | 106+7% | 104+14% | 100+8% | 108+13%
S50pM CdCL | 106 +11% | 111+10% | 102+15% | 100+7% | 89+7% | 97+14%
100 M CdCL: | 102+6% | 111+14% | 104+19% | 91+9% |73+10% |59+10%
25 uM HgCl 6+7% "7 13+£7% 77 12+4%7F| 16+6% | 17+7% | 17+9%
50 pM HgCL 0£3% ™| 0+£3% ™| 0+4% ™| 024%™ 0£3% ™| 0+£2% ***
100 M HgCL. | 0£2% 7| 0£3% ™| 0+3% ™| 0£5% | 0£2% 7| 0+49% ***
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4.4 Stanoveni hladiny glutathionu bunéc¢né linie Jurkat

V dalsi ¢asti prace jsme stanovovali hladinu GSH na bunééné linii Jurkat, kterou jsme
vybrali jako optimélni bunéény model. Stejné jako u predeslého experimentu se sledovanim
dehydrogenazové aktivity jsme pouzili koncentraéni rozmezi 25-100 uM CdCl> a HgCl
pro testovani v krat$ich ¢asovych intervalech. Zvolili jsme ¢asové intervaly 1-6 hod, z divodu
ptesnéjsiho sledovani jednotlivych zmén hladin GSH v bunkach Jurkat po inkubaci s CdCl;
aHgCl> (Tab. 4). Jako pozitivni kontrola byla pouzita CisPt o koncentraci 50 pM.
Detekované hodnoty hladiny GSH byly vztazeny ke kontrolnim buiikam.

Po expozici bunék 25 uM CdClz pozorujeme vyrazné ovlivnéni bunék a pozoruhodny
trend detekované koncentrace GSH. Po 1 hod inkubace doslo k vyraznému zvysSeni hladiny
GSH na 131 £+ 8 % v porovnani s kontrolnimi buiikami, naopak po inkuba¢nim intervalu 2 hod
bylo detekovano snizeni intracelularni hladiny GSH. Nasledné po 3-5 hod bylo stanoveno
opétovné navyseni hodnot, a po 6 hod ovlivnéni bunék Jurkat s CdCl, pozorujeme nahly pokles
hladiny GSH. V porovnani s kontrolnimi buiikami signifikantni zvySeni hladiny GSH bylo
detekovano po 5 hod inkubace bun¢k s 25 uM CdCl2 0 52 %. Naopak k navyseni koncentrace
GSH 0 20 % doslo po 24 hod. Po ovlivnéni bunék s 50 uM CdCl, pozorujeme srovnatelny trend
jako u ptedeslé koncentrace 25 uM. Po 2hod inkubaci bun¢k Jurkat s 50 uM CdCl> byl
detekovan pokles intracelularni hladiny GSH 0 11 %, nasledné doslo k pozvolnému navysovani
GSH az do ¢asového intervalu 5 hod, kde sledujeme signifikantni zvySeni koncentrace GSH.
Dale dochazi k postupnému snizeni hladiny GSH o 15 % po 24hod inkubaci. Po inkubaci bunék
se 100 uM CdCl: byl detekovan srovnatelny prubéeh, kdy nejprve doslo ke snizeni koncentrace
GSH jiz po 1hod inkubaci 0 15 % v porovnani s kontrolnimi butikami. Nasledné pii pozorovani
ovlivnénych bunék Jurkat se 100 uM CdCl2 po 2-3 hod intervalu byl stanoven pokles
koncentrace GSH, po 4-5 hod inkubace doslo ke zvyseni koncentrace GSH, od ¢asového
intervalu 6 hod opétovny pokles intracelularni koncentrace GSH o0 83 % (po 24 hod).
K signifikantnimu snizeni GSH Vv porovnani s kontrolnimi bunikami doslo po 2-3 hod inkubaci
bunék s 25 uM HgClz, po 24hod inkubacnim intervalu koncentrace GSH klesla o 18 %.
Po inkubaci buné¢k s 50 uM HgCl; hladina GSH byla snizena 0 66 %, a se zvySujicim
inkuba¢nim intervalem se dale snizovala az pod detek¢ni mez (po 4 hod). U bunécné linie Jurkat
byl stanoveny pokles koncentrace GSH 0 81 % Vv porovnani s kontrolnimi butikami po 24hod
inkubaci a expozici 50 uM HgClz. Ve vsech sledovanych Casovych intervalech 1-6 hod byla
detekovana tplna deplece koncentrace GSH po inkubaci bunééné linie Jurkat s koncentraci

100 uM HgClo. To znamena, ze hladiny GSH byly pod detekovatelnou mezi. Pouze po 24hod
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inkubaci bunék Jurkat nebyla detekovana 100% deplece koncentrace GSH, po expozici bunék

se 100 uM HgCl> bylo snizeni koncentrace GSH o0 98 % v porovnani s kontrolnimi buiikami.

U bun¢k inkubovanych s CisPt byla detekovéana srovnatelna deplece GSH ve vSech ¢asovych

intervalech kromé¢ intervalu 5 hod, kdy bylo naméfeno nejvyssi zvyseni o 45 %.

Tabulka 4: Hladina glutathionu po expozici CdCl,a HgCl, u bunééné linie Jurkat. Vliv toxint
na hladinu glutathionu u bun¢k Jurkat exponovanych CdCl; a HgCl> (25-100 uM), cisplatiné (CisPt;
50 uM) po 1-6 hod s vyuzitim metody MCB. Intracelularni hladina GSH bunék byla vztazena
ke kontrolnim bunkam (= 100 %) a vyjadiena jako pramér + SD (***, p < 0,001; vs. kontroly v daném
¢asovém intervalu).

- Cas [hod]
Testovana latka
1 2 3 4 5 6
Kontrolni buitky | 100+8% | 100+6% | 100+4% | 100+6% | 100+12% | 100+13 %
50 uM CisPt 98+5% | 85+12% | 96+11% | 93+9% |145+10% | 83+4%
25uM CdCL 131 £8% ™| 113+£17% |131 6% (1337 % 152 £ 14 % {149 £ 10 %"
50 pM CdCL 106+8% | 89+7% | 102+12% | 111+16% |127+6% | 106+5%
100 pM CdCL | 85+6% 81+11% |63+8% 7| 67x14% 7| 90+7% |71+9%
25pM HgCL: |57 +8% ***| 52 +5% ™| 54 + 10 %***| 64 + 10 %***| 67+ 9% ***| 76 + 17 %"~
SO uM HgCh  [34+8% ™ |21+6% ™| 8+12% | 0+12% % 0+9% ™™ | 0+ 14 %***

100 uM HegCL

0+£10% "

www

0+14%

0+£7%

0+£9%

0+11 %™

0+£8%
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5 DISKUZE

Charakteristickym znakem tézkych kovu je vysoka hustota a jejich toxicita pro zivotni
prostfedi a lidsky organismus. Témér vSechny tézké kovy maji karcinogenni ucinky (Sall,
2020). Lze je rozdélit na neesencialni a esencialni. Esencialni jsou télu piirozené a maji dulezité
biologické a fyzikalni funkce. Mezi esencialni tézké kovy patii napiiklad méd’, ktera je
podstatna naptiklad pro metabolismus sacharidi, ale ve vysoké koncentraci se stava toxickou.
Do skupiny neesencialnich kovl spadd naptiklad kadmium, rtut, olovo, a také baryum
(Al Osman, 2019).

V soucasnosti se védecka komunita zabyva problematikou vetejného zdravi a problémy
zivotniho prostiedi. V souvislosti s témito problémy je velice Casto zmifovan i vyznamny
negativni podil t€zkych kovl. V posledni dob¢ rovnéz nardsta lidska expozice tézkym kovam,
a to zejména jejich vyuzivanim v technologické a pramyslové vyrobé (Al Osman, 2019).
Toxicita indukovana tézkymi kovy muze byt navozena chemickymi latkami vyskytujicimi
se bud’ v prirodé nebo v pracovnim ¢i prumyslovém prostiedi (Renu, 2021). VSeobecny nartst
(Al Osman, 2019). Po expozici tézkych kovli dochazi v lidském organismu ke vzniku
zavaznych zdravotnich problémil zasahujicich duilezité organy, zejména mozek, srdce, jatra
a ledviny. Tézké kovy ovlivituji zdkladni biologické mechanismy probihajici v organismu,
kde se dlouhodobé akumuluji a pfedstavuji tak zavazna zdravotni rizika. Jejich biologicka
eliminace z téla je totiz naprosto minimalni (Renu, 2021).

Jiz n€kolik desitek let jsou vyuzivany bunééné modely in vitro ke stanoveni $kodlivych
vlivl tézkych kovt na organismus ¢loveéka. Bunécné modely, které jsou nejhojnéji pouzivany,
pochazeji ptedevsim od hlodavcu a lidi (Branca, 2018; Olivieri, 2001). Dale jsou pii sledovani
toxickych vlivll vyuzivany bunééné systémy odvozené od kmenovych buné€k a imortalizované
bunécné linie (Jiang, 2002; L'Azou, 2007; Patnaik, 2017; Shen, 2018). Z diivodu spojitosti rastu
nadoru a exprese gent pii vystaveni chemickym slouc¢enindm mohou tyto buné¢éné linie ovlivnit
reakci bun¢k (Bal-Price, 2018). Pro hodnoceni cytotoxicity tézkych kovl jsou mimo jiné hojné
vyuzivany lidské suspenzni bunécné linie Jurkat, HL-60 a Raji. Linie Jurkat je vyuzivana
jako modelovy systém T-bunééného lymfomu ke sledovani apoptotickych zmén a jinych
bunécnych mechanismti. Rovnéz jsou bunky Jurkat vyuzivany k popisu imunologickych vliva
latek (Nemmiche, 2011). Linie HL-60 byva ¢asto vybrana k testovani apoptotického potencialu

sledovanych kovovych iontl, kaspazy-3 nebo kaspazy-9, kterd je zavisla na mitochondriich
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(Bagchi, 1999; Kondoh, 2002; Araragi, 2003). Bunécna linie Raji je napiiklad vyuzivana
k urcovani apoptdzy indukované kadmiem (Tsangaris, 1998; Xie, 2010).

Pro testovani cytotoxicity tézkych kovili jsme nediive v nasi praci vybirali nejvhodnéjsi
bunécnou linii pro samotné testovani vlivi vybranych latek, kterd nejlépe demonstruje
jejich ptisobeni. Rovnéz bylo testovano Siroké rozmezi koncentraci 5-100 uM CdCl..
Testovali jsme tfi bunécné linie po expozici CdCl, konkrétné HL-60, Jurkat a Raji. U vSech tii
bunéénych linii jsme testovali Siroké rozmezi koncentraci 5-100 uM CdCly, nasledné byla
stanovovana dehydrogenazova aktivita a koncentrace GSH u jednotlivych vybranych
bunéénych linii. Pfi porovnani bunéénych linii HL-60 a Raji byl pozorovan srovnatelny
klesajici trend koncentrace GSH po expozici 5-100 uM CdCl2 pti 24 hod inkubaci, u bunééné
linie Raji byly detekovany niz$i hodnoty GSH nez u linie HL-60. Detekované hodnoty
dehydrogenazové aktivity u bun¢k Raji po expozici 5 uM CdClz byly zvysené v porovnani
s kontrolnimi bunikami. K naslednému poklesu dehydrogenazové aktivity doslo po inkubaci
bunék s vyssimi koncentracemi CdClz. Ve srovnani s kontrolnimi buiikami byla detekovana
obdobna hodnota dehydrogenazové aktivity po expozici bunék HL-60 s 5 uM CdCly,
a poté doslo k pozvolnému snizovani dehydrogendzové aktivity po vystaveni bunék 25-100 uM
CdCl>.

Na zaklad¢ detekovanych hodnot byla zvolena jako nejvhodnéjsi bunééna linie Jurkat.
Zaroven s volbou bunécné linie byly zvoleny i koncentrace CdClz, které byly dale vyuzity
k podrobngjsimu testovani v kratkych ¢asovych intervalech. Nasledné bylo testovano $iroké
rozmezi koncentraci 5-100 uM HgCl: jiz na zvolené bunétné linii Jurkat, kde jsme
rovnéZ vybrali uzsi koncentracni rozmezi pro dalsi sledovani ovlivnéni bunék po expozici
vybranych toxinll. Z detekovanych hodnot byly dale vybrany koncentrace 25, 50
a 100 uM CdCl; a HgCl pro testovani kratkych ¢asovych intervali a byly méfeny v ¢asovém
rozmezi 1-6 hod opét s vyuzitim testu WST-1 a MCB. Testované toxiny byly vybrany
na zaklad¢ ¢etného vyuzivani ve vyzkumnych ¢innostech (Branca, 2018; Wilchli, 2006; Guzzi,
2012; Olivieri, 2001). Buné¢na linie Jurkat byla zvolena z divodu pozoruhodné detekce hladin
GSH po expozici nizsich koncentraci 5 a 25 uM CdClz, kdy dochazelo k ptechodnému zvyseni
aktivity bun€k. Podobné vysledky byly ve zvolenych koncentracich 10 a 20 uM CdCl.
zaznamenany ve studii Bovio et al 2021 na buné¢né linii SH-SY5Y po 24hod inkubaci, kde bylo
detekovano zvySeni celkového GSH vice nez o dvojnasobnou hodnotu v porovnani
s kontrolnimi bunikami (Bovio, 2021). Pokles GSH u bunééné linie Jurkat naopak nastal
u vyssich koncentraci 50, 75 a 100 uM CdCl..
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Prvnimi vysledky, kterymi se v na$i praci zabyvame, a nasledné diskutujeme
jsou zmény dehydrogenazové aktivity po pusobeni 5-100 CdCl2 na buné¢né linii Jurkat po 1-6
a 24 hod inkubace. Podle naméfenych vysledkt po 24hod inkubaci bunék s 5-50 uM CdCl;
nedochazi k vyraznym zménam dehydrogenazové aktivity a detekované hladiny jsou
srovnatelné s hodnotami dehydrogenazovych aktivit kontrolnich bun¢k. Podobné vysledky
V porovnani s nasimi detekovanymi hodnotami byly dosazeny ve studii Glinski et al 2021,
kde testovali oproti nam cytotoxicitu po pisobeni 10 uM Cd na bunééné linii mysich makrofagi
RAW 264.7 pii 24hod inkubaci. Zivotaschopnost bundk RAW 264.7 byla detekovéna
pomoci metody zalozené na redukci MTT (Glinksi, 2021). Po inkubaci bunék Jurkat s 50 uM
CdCl; doslo k signifikantnimu poklesu dehydrogenazové aktivity vici aktivité kontrolnich
neovlivnénych bunék po 5hod inkubaci na 89 + 7 %, a také po 24hod inkubaci na hodnotu
51 + 11 %. Detekované hladiny dehydrogenazové aktivity po expozici bun¢k se 100 uM CdCl»
byly snizeny V porovnani s kontrolnimi bunkami jiz po 4 hod. V porovnani s kontrolnimi
bunikami byl nejvyznamné&jsi pokles zaznamenan po 24hod inkubaci, a to na hodnotu 3 + 1 %.

Nase vysledky byly porovnany s celou fadou aktualnich védeckych studii (Branca,
2018; Guzzi, 2012; Lee, 2001; Lohren, 2015; Nemmiche, 2011; Olivieri, 2001; Wilchli, 2006).
VEétsi pozornost si zaslouzi zejména studie Wailchli et al 2006, ktera se zabyvala
homeopatickym testovanim vlivi CdCl, na bunétné linii Jurkat a lidskych primarnich
lymfocytech. K homeopatickému 1ééebnému postupu jsou pievazné vyuzivany ziedéné latky
K vyvolani vlastni autoregulacni nebo obranné reakce organismu. Bunky byly nejdiive
predbézné vystaveny nizkym anebo vysokym koncentracim CdCl. a inkubovany po dobu
120 hod. Nasledn¢ byly bunky Jurkat exponovany 24 hod toxickému piisobeni koncentra¢nimu
rozmezi 864 uM CdCly. K hodnoceni viability bun€k byl pouzit kolorimetricky test MTS
a ¢inidlo fenazin etosulfat (PES). Zivotaschopnost bunék byla zvysena po prvotnim vystaveni
nizkych koncentraci na jednotlivé buiky, ale konkrétné u bunécné linie Jurkat tento ucinek
nebyl tolik vyznamny (pouze 0 4 %), na rozdil od primarnich lymfocytd (0 16 %).
PredbéZzné vystaveni bunék vysokym koncentracim CdClz nemélo témét Zadny vliv na viabilitu
bunék Jurkat. Nasledn¢ po expozici bunék Jurkat s 8-16 uM CdClz nedoslo k vyznamné zméné
bunécné viability (Wilchli, 2006). Tyto vysledky odpovidaji nami detekovanym hodnotam
dehydrogenazové aktivity, kdy rovnéz nedoslo k vyznamnému poklesu po 24hod inkubaci
bunék s 5-25 uM CdCl.. Ve studii Wilchli et al 2006 k signifikantnimu poklesu
zivotaschopnosti bun¢k doSlo po 24hod inkubaci bun¢k se 32-64 uM CdClz. Po ovlivnéni
bunék se 64 uM CdCl; byla detekovana velmi nizka zivotaschopnost bun¢k Jurkat (Wélchli,
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2006). V dalsi studii Branca et al 2018 se zaméfili na testovani ochranné funkce stopovych
prvkl Se a Zn potiebnych pro spravnou mozkovou funkci pied exitotoxicitou indukovanou Cd.
K tomuto stanoveni byla vyuZita katecholaminergni neuroblastomova buné¢na linie SH-SY5Y
a 24hod inkubace s CdCl; s ptitomnosti nebo v neptitomnosti 50 uM ZnCl; anebo 100 uM
Na>SeOs. Hodnoceni zivotaschopnosti bylo provadéno testem zalozeném na redukci MTT.
Po expozici nediferencovanych bun¢k SH-SY5Y s 10 uM CdClz doslo k vyznamnému snizeni
viability bunék pfiiblizné na 60 %, coz odpovidd ndmi srovnatelné¢ detekované hodnoté
dehydrogenazové aktivity po expozici bun€k Jurkat s 50 uM CdCl,. Pokud byly slou¢eniny
ZnCly a NaxSeOs vyuzity 24 hod pied expozici CdCly, byl detekovan nepatrny pokles zivych
buné¢k SH-SY5Y ve srovnani s kontrolou. Timto byla prokdzana ucinnost prvkia Se a Zn
pfi eliminaci neurotoxicity a oxida¢niho stresu indukovaného Cd (Branca, 2018).
Ziskané naméifené vysledky z téchto studii piili§ nekoreluji s nasimi detekovanymi hladinami
dehydrogenazové aktivity. Proto je dualezité se zamyslet, zda odlisné podminky kultivace,
nasazeni rozdilné denzity bun¢k do mikrotitracni desticky, vyuziti jinych postupt ptipravy
a metod muze byt pficinou téchto rozdilnych G¢inkda.

V zavislosti na sledovani dehydrogenazové aktivity na buinikach Jurkat bylo naslednym
krokem nasi prace testovani koncentrace GSH, ktery se ucastni fady biologickych procest,
ataké disponuje ochrannou funkci pfed chemickym a oxidacnim poruSenim bunék.
Vime, ze tézké kovy interaguji pravé s antioxidantem GSH, proto jsme zvolili metodu
zalozenou na MCB ke stanoveni hladiny GSH na vybrané bunécné linie Jurkat.
Nejdiive pro hodnoceni toxicity byla vybrana slouc¢enina CdClz, u které jsme detekovali
zajimavy trend koncentrace GSH. Po 5Shod inkubaci bun¢k s 25 a 50 uM CdCl doslo
k signifikantnimu zvys$eni hladiny GSH na hodnotu 152 + 14 % (25 uM) a 127 £ 6 % (50 uM).
Po expozici bun¢k s 25 uM CdClz a 24 hod inkubace bylo detekovano zvySeni hladiny GSH
na 120 + 4 %, a po vystaveni bunék koncentraci 50 uM CdCl: klesla hladina GSH na 85+ 11 %
po 24hod inkubaci. Po ovlivnéni bunék Jurkat se 100 uM CdCl: byl stanoven obdobny jev,
kdy vyznamny pokles hladiny GSH byl detekovan po 3-4 hod inkubace, a k nejnizsi koncentraci
GSH doslo po 24hod inkubaci bunék na hodnotu 17 + 4 %.

Ve studii Nemmiche et al 2011 popisujici bunécnou toxicitu CdClz na bunééné linii
Jurkat byl pouzit spektrofotometricky test s tetrazoliovou soli MTT, byly testovany koncentrace
5,25 a 50 uM po 24hod inkubaci. Vysledkem vystaveni bun¢k byl detekovan pokles hladiny
GSH po expozici 50 uM CdCly, coz koreluje s nasSimi vysledky. Krome¢ jiného Nemmiche et al

2011 sledovali nartst koncentraci stopovych prvki, zejména médi, zinku, selenu a manganu
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Vv ovlivitovanych bunkéch, kdy k navyseni doslo jiz po expozici 5 uM CdClz. Vyznamny narist
Zeleza nastal pouze po ovlivnéni bunék Jurkat s 50 uM CdClz. Tyto prvky disponuji dulezitou
funkci v raznych biologickych procesech, do kterych patii naptiklad transport kysliku, podpora
prenosu elektronti a signalti (Nemmiche, 2011). V dalsi studii Ogasawara et al 2014 prokazali
zvySeni hladiny GSH po pusobeni CdCl, na krevni bunky Jurkat, HL-60, MOLT4 a K562.
Zvysené hodnoty GSH odpovidaly expozi¢ni koncentraci CdCl, a znézoriiovaly schopnost
bunék o detoxika¢ni mechanismus. Dilezity u¢inek byl detekovan po expozici 10 uM CdCl;
na bunky Jurkat po 6hod inkubaci. Naméfené hodnoty GSH naznacovaly, ze v bunkach je
pritomna ve vétsim mnozstvi redukovana forma GSH. Po nartstu hladiny GSH, dochazi
také ke zvySeni metalothioneinu. Studie poukazuje, Ze ochranna reakce bunééné linie Jurkat
na oxidacni stres indukovany Cd je zavisla na signalni draze Nrf2-Keapl. Mechanismy
pasobeni Cd a aktivace Nrf2 (nuklearni faktor erytroidni 2) nejsou prozatim Gplné jasné.
Ale vysledky studie vykazuji, ze rychlejsi vznik GSH je pravé po aktivaci
transkripcniho faktoru Nrf2 (Ogasawara, 2014). Ve studii Nzengue et al 2012 testovali u¢inek
po pisobeni 0-30 uM Cd a 24hod inkubaci na krysi glidlni bunééné linii C6.
Hodnoceni viability bunék bylo provadéno prostiednictvim testu MTT, kde se stanovoval
celkovy GSH. Mechanismy, které jsou soucésti toxicity indukované Cd nejsou prozatim
zcelajasné. Jejich pochopeni je velmi dulezité pro prevenci, piedpovéd toxickych vlivi,
a také pro zajisténi 1écebnych postupl po intoxikaci pravé Cd. Tento vyzkum byl zaméfen
na studium plsobeni Cd vzhledem k produkci samotného ROS nebo pomoci zmény
homeostazy jednotlivych kovi zptisobenou Cd, zejména se jednd o Zn a Cu. Oxidacni stres
muze byt zplisoben zvysSenim hladin esencidlnich kovi jako je Zn a Cu. Letalni davka
pro snizeni 50% Zzivotaschopnosti bunék byla stanovena na 20 uM Cd, pii této testované
koncentraci doslo k poklesu GSH na 22,86 + 1,01 pumol/g proteinu. Po expozici 25 uM Cd
nabunky C6 doslo k poklesu viability bunék na pfiblizné 30 %. Studie prokazala,
ze vystavenim bunék C6 s 20 uM Cd muize dojit ke zméné redoxniho stavu bun¢k a nasledné
k vytvotfeni oxida¢niho stresu probihajici bud’ pomoci Zn, Cu nebo samostatné¢ (Nzengue,
2012).

Druhym hlavnim bodem naseho testovani, na které jsme se v praci zaméfili, je sledovani
dehydrogenazové aktivity na bunééné linii Jurkat po expozici HgClz. V porovnani s kontrolnimi
buitkami nebyly nalezeny vyznamnéj$i zmény dehydrogenazové aktivity po 24hod inkubaci
buné¢k Jurkat po pasobeni 5 uM HgClz. Po 4hod inkubaci bun¢k s 25 uM HgCl> bylo mozno
sledovat navyseni hodnot dehydrogenazové aktivity, naopak po 24hod inkubaci doslo

k vyznamnému poklesu dehydrogenazové aktivity na hodnotu 82 + 3 %. Pfi sledovani ptisobeni
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50 a 100 uM HgCl> na bunky Jurkat po dobu 1-6 hod doslo ke 100% ubytku dehydrogenazové
aktivity. To vyjadfuje skute¢nost, ze hodnoty dehydrogenazové aktivity nedosahly
detekovatelné meze. Pouze po 24hod inkubaci buné€k s testovanymi koncentracemi
50 a 100 uM HgCl, nedoslo k detekci 100 % deplece dehydrogenazové aktivity ve spojitosti
s kontrolnimi buiikami. Po expozici bun¢k Jurkat s 50 uM HgCl> hodnota dehydrogenazové
aktivity kleslana 5 £ 4 % a po vystaveni 100 pM HgClz2na 5 + 2 %.

Ve studii Guzzi et al 2012 byla bunécna linie Jurkat vystavena EtHg, MeHg a HgCl..
Pozorovali viabilitu bun¢k Jurkat po expozici 20-100 uM HgCl, prostiednictvim metody
zalozené na MTT po 48hod inkubaci. VSechny testované koncentrace HQCly vyznamné
nezménily bunéénou viabilitu, naopak po expozici 1 uM EtHg na bunky Jurkat bylo detekovano
signifikantni snizeni na 25 % V porovnani s kontrolnimi bunikami. Vyznamny pokles bun¢k
Jurkat byl stanoven po expozici 50 uM MeHg na hodnotu 33 % (Guzzi, 2012).
Pro nas experiment byl vybran test WST-1, proto se detekované hodnoty mohly lisit.
Dehydrogenazova aktivita byla detekovana redukci resazurinu u diferenciovanych bunék
primarnich lidskych neuralnich bunék (LUHMES), a také u bunééné linie lidskych astrocytt
(CCF-STTGL). V této studii byly porovnavany ucinky HgCl2, MeHgCI a thiomersalu. Bunéc¢na
linie LUHMES byla inkubovana s koncentraci 5-35 uM HgClz na 24 hod, naopak buniky CCF-
STTG1 byly testovany s50-200 uM HgClz> po dobu 48 hod. Po 24hod inkubaci bun¢k
LUHMES s MeHgCI a thiomersalem doslo ke sniZzeni dehydrogenazové aktivity v 26-30krat
niz$ich koncentracich ve srovnani s anorganickym HgClz. Podobné vysledky byly detekovany
1 u bunék CCF-STTGI. Signifikantni pokles byl detekovan u bunétné linie LUHMES
po expozici s 25-35 uM HgClz, kdy po pusobeni koncentrace 25 uM HgCl2 klesla hodnota GSH
piiblizné na 50 % ve srovnani s kontrolnimi buiitkami. Tato hodnota se bliZi k nasi detekované
koncentraci GSH u bunék Jurkat odpovidajici hodnoté 82 + 3 %. U bunécné linie CCF-STTG1
byl stanoven signifikantni pokles koncentrace GSH po 48hod inkubaci se 125-200 uM HgClo.
Po expozici bunék CCF-STTG1 se 100 uM HgCl, nedoslo téméf K zadnému ovlivnéni
koncentrace GSH, coz nekoreluje s nasimi vysledky. Studie ukazuje, ze cytotoxické poskozeni
indukované niz§imi koncentracemi Hg je nachylngjsi vice u bunék LUHMES nezZ u bunééné
linie CCF-STTG1 po plsobeni vsech forem Hg. V astrocytech se bézn€ nachazi vétsi mnozstvi
GSH nez v neuronech, nejspis proto u bunééné linie LUHMES probihd ve vétSim mnozstvi
oxidativni stres zplsobeny Hg. Nasledné¢ dochazi k poruse lysozomil, a po dlouhodobém
vystaveni HgCl2 dochazi k narastu toxicity, ale toxin HgCl2 nezapficinil apoptdzu u obou typt
bunék (Lohren, 2015).
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Dale jsme se V praci zaméfili na sledovani koncentrace GSH na buné¢né linii Jurkat
po expozici HYCl,. Po expozici 25 uM HgCl2 nastalo vyznamné snizeni GSH po 2hod inkubaci
na hodnotu 52 + 5 %, nasledné doslo k navyseni koncentrace, kdy nejvyssi hodnota byla
detekovana po 24 hod na 82 + 3 %. Po inkubaci bunék s 50 uM HgCl, hladina GSH byla sniZena
po 24 hod na hodnotu 19 + 5 % vzhledem ke kontrolnim bunkam. Pfi inkubaci bunécné linie
Jurkat se 100 uM HgCl> byly vSechny casové intervaly detekovany jako 100% deplece
koncentrace GSH, pouze po 24hod inkubaci nedoslo ke 100 % depleci hladiny GSH (2 £ 5 %).

Z divodu nedostacujiciho mnozstvi studii zaméfenych na bunécnou linii Jurkat jsme
K porovnani detekovanych koncentraci GSH zvolili studii Olivieri et al 2001, ktera se zajimala
o testovani patofyziologickych mechanismi v souvislosti s Alzheimerovou chorobou.
Stanovovali toxické vlivy HgClo na vznik oxida¢niho stresu, produkci p-amyloidu
nebo bunéénou cytotoxicitu s vyuzitim bunééného modelu SH-SY5Y. Koncentrace
GSH byla detekovana prostfednictvim kapilarni elektroforézy, buniky SH-SYSY byly oSetfeny
1-5000 pg/L HgCl,. Byla detekovana cytotoxicita jiz po expozici 10 pg/L (36 nM) HgCl:
az po testovanou koncentraci 5 000 pg/L (18 uM) HgCl2. Hned po 30 min inkubace bun¢k SH-
SY5Y s50 pg/L (180 nM) HgCl> doslo ke sniZeni intracelularni hladiny GSH o 30 %
V porovnani s kontrolnimi buiikami. Nasledné bylo detekovano navySeni koncentrace GSH
Vv burikach neuroblastomu na srovnatelnou urovent S kontrolnimi bunkami po 60-180 min
inkubaci (Olivieri, 2001). V naSem experimentu doslo k vyznamnému snizeni GSH po 2hod
inkubaci bunék Jurkat s 25 uM HgCl» a nasledné bylo detekovano rovnéz navysSeni koncentrace
GSH, kdy nejvyssi hodnota byla detekovana po 24 hod. Uginnost zvolené koncentrace HgCl»
ma zavislost na Ubytek hladiny GSH, rostouci koncentrace HgCl> indikuje zvyseny
pokles hladiny GSH. Signifikantni sniZzeni hladiny GSH bylo detekovano po vystaveni bun¢k
SH-SY5Y s 60 a 120 pg/L HgCI, (Olivieri, 2001). V dalsi studii Lee et al 2001 sledovali
pusobeni vzniklych ROS a hladiny GSH v lidské gliomové linii A172. Krom¢ jiného
také zkoumali, jestli antioxidanty mohou zamezit apoptéze indukované HgClz, z divodu
spojitosti peroxidace lipidi a poklesu viability bunék po vystaveni HgCl,. K hodnoceni
zivotaschopnosti bun¢k byla pouzita metoda zalozend na redukci tetrazoliové soli MTT.
Pfi niz§im mnozstvi redukovaného MTT byla pozorovana skutecnost, kdy doslo k poklesu
viability bun¢k Vv zavislosti na zvolené koncentraci HgCl,. Po dobu 1 hod byly bunky A172
inkubovany po piidani 0-50 uM HgCl,, konkrétné po expozici 20, 30 a 50 uM HgCl> bylo
detekovano snizeni zivotaschopnosti téchto bunék. Ve srovnani s kontrolnimi buiikami byl

pozorovan pokles zivotaschopnosti bunék o 59 % a hladiny GSH o 34 %, a to po dokonceni
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inkubace bun¢k s 10 mM HgCl». Diky detekovanym vysledkiim nebyla prokazana spojitost
mezi depleci koncentrace GSH a viabilitou bun¢k A172. Z této studie vyplyva, Ze spotiebovany

endogenni GSH sam o sob& nezpuisobi pokles viability bunék po pusobeni HGCl> u bunééné

linie A172 (Lee, 2001).
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni cytotoxicity CdCl> a HgClz in vitro
na suspenzni bunééné linii Jurkat. Pro testovani cytotoxicity tézkych kovti jsme nediive vybrali
nejvhodnéjsi bunéfnou linii, ktera nejlépe charakterizuje jejich toxické putisobeni.
Testovali jsme tii bunééné linie HL-60, Jurkat a Raji po 24hod inkubaci s CdCl..
Jako nejvhodné;jsi linie byla vybrana bunééna linie Jurkat, a to z diivodu pozoruhodnych zmén
hladin GSH a dehydrogenazové aktivity. Dale jsme zjistovali nejvhodné;jsi koncentrace CdCl»
a HgCl2 pro sledovani jejich cytotoxického pisobeni. K tomu byla vyuzita zvolena bunééna
linie Jurkat. Jako nejzajimavéjsi koncentrace pro sledovani cytotoxicity CdCl, a HgCl. byly
zvoleny hodnoty koncentraci 25, 50 a 100 uM, a to v ptipadé obou sledovanych tézkych kovi.
Pro detailngjsi hodnoceni cytotoxicity vybranych tézkych kovt jsme stanovili hladinu
dehydrogenazové aktivity a nasledné intracelularni koncentraci glutathionu u bunééné linie
Jurkat v kratsich ¢asovych intervalech 1-6 hod.

V zéavéru diplomové prace miizeme shrnout nejvyznamnéjsi namétené vysledky.
Po 24hod inkubaci bun¢k Jurkat s 5-25 pM CdClz a HgCl2 nedochazi k signifikantnim zménam
dehydrogenazové aktivity. Po 24hod expozici bunék se 100 puM CdCl2 doslo
K nejvyznamnéjsimu poklesu dehydrogenazové aktivity indukované kadmiem. Po 5hod
inkubaci bunék Jurkat s25 a 50 uM CdCl> doslo k signifikantnimu zvySeni hladiny GSH
na hodnotu 152 + 14 % (u 25 uM) a 127 = 6 % (u 50 uM). Pii testovani bunééné linie Jurkat
s koncentracemi 50 a 100 uM HgCl. byla detekovana uplna deplece dehydrogenazové aktivity
v Casovych intervalech 1-6 hod, pouze po 24hod inkubaci bunék s 50 a 100 uM HgCl> hodnota
dehydrogenazové aktivity klesla u obou koncentraci HgCl2 0 95 % Vv porovnani s kontrolnimi
buikami. Pfi inkubaci bunééné linie Jurkat se 100 uM HgCl2 byly vSechny ¢asové intervaly
detekovany jako 100% deplece intracelularni hladiny GSH.

Kromé toho jsme zjistili, Ze t€Zky kov HQCI je ve stejné zvolenych koncentracich
zetelné toxictéjsi nez CdClo. Rovnéz jsme sledovali pozoruhodny jev, kdy po inkubaci bunék
Jurkat s CdClz a HgCl2 doslo k docasnému zvyseni dehydrogenazové aktivity a koncentrace
glutathionu. NejspiSe nastala bunétna reakce na rostouci oxida¢ni stres. K naslednému

potvrzeni je nutné tuto problematiku dale studovat.
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