Univerzita Karlova

Lékarska fakulta v Plzni

Autoreferat disertacni prace

Xenobiotika v potravinach a jejich vliv na lidsky organismus

Xenobiotics in food and their effects on the human health

Mgr. Iva Kladnicka

Plzen 2023



Disertacni prace byla vypracovéana v rdmci prezencniho doktorského studijniho programu
Hygiena, preventivni lékafstvi a epidemiologie na Ustav hygieny a preventivni mediciny LF UK
v Plzni.

Uchazec: Mgr. Iva Kladnicka,
Ustav hygieny a preventivni mediciny LF UK v Plzni

Ptedseda oborové rady: prof. MUDr. Petra Pazdiora, CSc.
Ustav epidemiologie LF UK v Plzni

Skolitel: prof. MUDr. Dana Miillerovéa, Ph.D.,
Ustav hygieny a preventivni mediciny LF UK v Plzni

Oponenti: prof. MUDr. Be. Zuzana Derflerova Brazdovéa, DrSc.
Ustav vetejného zdravi Masarykova univerzita v Brné

Prof. MUDr. Eva Kralikova, CSc.

Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF UK a VFN
Obhajoba diserta¢ni prace pied komisi pro obhajobu disertac¢nich praci studijniho programu
Hygiena, preventivni lékarstvi a epidemiologie
se kona dne: v: hod.
Misto obhajoby:

S diserta¢ni praci je mozno se sezndmit na dékanaté Lékarské fakulty Univerzity Karlovy
v Plzni, alej Svobody 1655/76, Plzen.



O N O A WN R

UVOO <ttt ettt e st e s bt e e bt e e s bt e e bt e e s a b e e s b ee e e a bt e e b et e nee e s be e e aneeeanreeeaneeesareean 6
[NV oo L=y - W 1 [ o] - [ o] PRSPPI 8
Y T T 1IF: I8 0= o Yo Y PR 9
RV AV 1o LT o LRSS 14
DISKUZE. .ttt ettt ettt et b e s h e sa ettt e b e e bt e eh e e s ab e et e e b e e b e e beeeneeeaeeenrean 23
& V= SO PSRN 26
POUZITA TIEEIAtUI@..ee ettt et et e e st e bt s e s bt e e sabeesbeeesabeesbeeesareenane 27
Prehled publikadni CINNOSTE QULOIA.....cciiiciiie e e e etae e e e ebae e e e 34



Abstrakt

Jednou z cest expozice lidského organismu cizorodym latkam, xenobiotiktim, je jejich
piijem potravinami. VétSina xenobiotik jsou lipofilni latky, které se kumuluji v organismu a
pti dlouhodobém a nadlimitnim pfijmu maji negativni vliv na zdravi ¢lovéka. Z hlediska
prevence jsou dilezité stravovaci navyky lidi, identifikace, vyhodnoceni a fizeni rizik
pochézejicich z potravin. Distribuci lipofilnich cizorodych latek v organismu ovliviiuje
velikost tukové tkan€, kterd je jejich hlavnim ulozistém. Dosud nevyfeSenou otdzkou ziistava,
zda tyto latky ulozené v tukové tkani, maji potencidl ovliviiovat zpétné jeji vlastni tvorbu
(adipogenezi) a fyziologické funkce. Tyto poznatky by byly nesmirné¢ cenné, nebot’ s obezitou
spojend dysfunkéni zanétlivé zmeénéna tukova tkan, je pfi¢inou kardiometabolickych
komplikaci obezity podminénych systémovou inflamaci, ektopickym ukladanim tuku a
multiorganovym poskozenim.

Studie byla zamétena na zékladni patofyziologické mechanismy na urovni adipocytu,
a to konkrétné na vyzkum rizikovych a protektivnich faktorii. Z ochrannych faktorG byl
sledovan vliv fytoprotektivnich latek s antioxidacnim potencidlem. Z rizikovych faktort se
jednalo o studium vlivu perzistentnich organickych polutanti (POP’s). Expozice POP’s byla
sledovéna jak v prubéhu diferenciace mezenchymalnich kmenovych bunék na adipocyt, tak i
jako chronicky vliv rizikovych faktorl na jiz zraly adipocyt.

V modelovém experimentu chronické expozice 2,2-bis (4-chlorophenyl)-1,1,1-
trichlorethylenu (p,p” DDE) u diferencujiciho se adipocytu z lidské mezenchymalni kmenové
buniky (hMSC) byly hodnoceny ve dnech 0, 4, 10 a 21 zakladni parametry, jako je velikost a
mnozstvi tukovych vakuol v adipocytu, transport a skladovani latek v tukovych vakuolach,
metabolismus buniky prostiednictvim mitochondrialni respirace, tvorby adenosintrifosfatu
(ATP), reaktivnich forem kysliku ¢i aktivity superoxiddismutazy. Pii hodnoceni byly vyuzity
metody barveni fluorescenéni sondou, barveni Oil Red O, nepfimé fluorescence, respirometrie
s vysokym rozliSenim, méfeni aktivity citratsyntdzy a mitochondridlniho membranového
potencidlu (MMP). Vysledky byly hodnocenty statisticky pomoci softwaru MATLAB statistic
Toolbox (MathWorks Inc., Natick, MA, USA) a OriginPro 2017 (OriginLab Corp.,
Northampton, MA, USA).

Prokazali jsme rozdilné ovlivnéni adipocytarni diferenciace v zavislosti na
chronické davce polutantu, kdy pii niz§ich koncentracich (I pM p, p’-DDE) doslou
maturovaného adipocytu k zvySeni MMP, bazalni a s ATP vdzané mitochondrialni respirace,
coz ve svém vysledném ucinku ukazuje na obezogenni potencial snizenou produkci tepla,
zvySenou schopnosti proliferace a viability adipocytu. Chronické expozice vyssi koncentraci
polutantu (10 uM p, p’-DDE) béhem diferenciace adipocytu naopak diferencia¢ni proces
zpomalovala. Tyto experimenty prokazaly schopnost chronické expozice p, p’-DDE
zasahovat v prib¢hu adipocytarni diferenciace jak do fyziologického procesu adipogeneze,
tak do metabolického programovani zralych adipocytu, a to v zavislosti na davce polutantu.

Klic¢ova slova: Cizorodé latky, tukova tkan, perzistentni organické polutanty



Summary
(Xenobiotics in food end their effects on the human organism)

One of the exposure pathways to xenobiotics in humans is food intake. Most of
xenobiotics are lipophilic substances cumulating in the organism, especially in the adipose
tissue. If their intake is long-term and excessive, they have negative impact on human health.
Eating habits, identification, analysis, and management of risks stemming from foods are
important from a prevention perspective. The adipose tissue influences the distribution and
especially accumulation of xenobiotics in the organism. Whether substances stored in the
adipose tissue are able to affect adipogenesis and physiological functions, remains unclear.
Since obesity-related dysfunctional and inflamed adipose tissue is associated with systemic
inflammation, ectopic fat deposition, and multiorgan dysfunction, resulting in cardiometabolic
complications of obesity; this knowledge would be immensely valuable.

The study focused on the basic pathophysiological mechanisms at the level of
adipocytes, specifically, the study of risk and protective factors. From preventive factors, the
effect of phytoprotective substances with antioxidative potential was studied. Among the risk
factors, we concentrated on the impact of persistent organic pollutants (POP’s). We observed
exposure to POP’s during the differentiation of mesenchymal stem cells into adipocytes, and
the impact of chronic exposure on mature adipocytes.

In the model experiment of chronic exposure of adipocyte differentiating from human
mesenchymal stem cell (hMSC) to 2,2-bis (4-chlorophenyl)-1,1,1-trichlorethylene (p.p’-
DDE), the basic parameters such as the size and amount of lipid vacuoles in the adipocyte;
transport and storage of substances in lipid vacuoles; cell metabolism via mitochondrial
respiration, adenosine triphosphate or reactive oxygen species synthesis, and superoxide
dismutase activity were assessed on days 0, 4, 10, and 21. We employed fluorescent probes,
oil red O staining, indirect fluorescence, high resolution respirometry, measurement of citrate
synthase activity, and measurement of the mitochondrial membrane potential. The statistical
analysis of results was performed using MATLAB statistic Toolbox (MathWorks Inc., Natick,
MA, USA), and OriginPro 2017 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA).

We proved different impacts on adipocyte differentiation dependent on the chronic
dose of pollutant: In case of lower concentration (1 uM p, p’-DDE), we observed an increase
of the MMP, an increase of the basal as well as ATP-linked mitochondrial respiration,
indicating obesogenic potential by means of decrease of heat production, higher proliferation,
and viability of adipocytes. The higher concentration (10 uM p, p’-DDE) slowed down the
differentiation process. These experiments demonstrated the potential of p, p"-DDE exposure
to interfere with physiological adipogenesis, and metabolic programming of mature
adipocytes, in a dose-dependent manner.

Keywords: xenobiotics, adipose tissue, persistent organic pollutants



1 Uvod

Xenobiotika jsou jakékoli latky télu cizi, jinak také nazyvané cizorodé latky. Za
normalnich okolnosti se v organismu nevyskytuji a ani nejsou produktem ¢i meziproduktem
fyziologického metabolismu. Cizoroda latka mize byt ptivodu antropogenniho i piirodniho.
Na organismus ¢i zivotni prostiedi vykazuje nezddouci vliv a od urcité davky se stava jedem.

Misto, ve kterém dochézi k ukladani latky, mize byt mistem toxického ucinku. Jednim
ze specifickych mist pro ukladani lipofilnich latek (napt. DDT, DDE a PCB) je tukova tkan.
Takto ulozené latky mohou mit ovlivnénou distribuci, ale také mtze dojit k poklesu toxicity.
Problém nastava pii dlouhodobém uvoliovani toxické latky z depa v dob¢, kdy jiz neni
organismus latce zevné exponovan [Patoc¢ka 2003].

Po proniknuti do organismu dochdazi k biotransformaci, vyjma latek, které
biotransformaci nepodléhaji a vylucuji se ve formé&, ve které pronikly do organismu. VétSina
xenobiotik je metabolizovana a vylu¢ovana jako metabolity. K biotransformaci xenobiotik
dochazi v fad¢ organili, mezi nejvyznamnéjsi z nich patii jatra. V jatrech je proces vdzan na
hepatocyty, v ostatnich organech maji tuto schopnost jen nékteré specializované bunky.

Experimenty testujici ucinek xenobiotik na lidsky organismus jsou provadény
nepiimymi metodami bud’ na laboratornich zvifatech, nebo se jedna o testy in vitro. In vitro
modely vyuzivaji rostliny, mikroorganismy, tkanové kultury, bunky apod. Vyhodou in vitro
testi je moznost vyuzit lidské buiiky, nevyhodou je omezeny pohled z hlediska toxicity
organové specifickych sloucenin a proto je nezbytné vyhodnotit celou fadu cytologickych
parametrl a spravné vyhodnotit testovaci material, ktery ma byt pouzit [Knejzlik et al. [b.r.]]

Hlavni cestou expozice pro ¢lovéka je poziti xenobiotiky kontaminovanych potravin
[Swedenborg et al. 2009; Diamanti-Kandarakis et al. 2009]. V poslednich 40 letech doslo
k dramatickému rozvoji potravinaiského primyslu, ktery k ptipravé vysoce zpracovanych
potravin vyuziva nové technologie, které ptispivaji k rozvoji obezity zménou kvality potravin
a zvySenym obsahem nékterych Zivin ¢i aditiv [Swedenborg et al. 2009].

Rychly a vyznamny narist prevalence obezity na celém svété za poslednich 40 let
nelze pripisovat pouze hlavnim obezogennim faktoriim, jako jsou genetické rizikové faktory
nebo rizikové faktory zivotniho stylu, jako je energeticky bohatd a nutricné chuda strava,
sedavy zplsob Zivota nebo starnuti. Pfibyva stale vice dilkazil, Ze expozice clovéka chemizaci
prostiedi vede k modulaci epigenetickych, auto-, para-, endokrinnich, imunitnich a
centralnich nervovych regulaci, které mohou také pfispét k epidemii obezity. Takzvané
obezogeny jsou xenobiotika ptimo nebo neptimo podporujici adipogenezi a obezitu u zvitat a
lidi ovlivilyjici jedince nebo jejich potomky. Mnoho z téchto latek miize také inhibovat nebo
modulovat u¢inek endogennich ligandli jadernych nebo nejadernych transkripénich faktort,
které se ucastni diferenciace, metabolismu a sekre¢ni funkce adipocyti [Miillerova a Kopecky
2007].

V mediciné existuje fada ptikladd, ze synteticky vyrobené latky (i léky) mohou
ovlivnit vznik adipozity. Tento obvykle neZaddouci ucinek farmak je prokdzan u
glukokortikoidli, estrogenti, nékterych antidiabetik (jako je inzulin), thyreostatik,
dopaminergnich  blokatort, betablokatorti, tricyklickych antidepresiv, atypickych
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antipsychotik, antiepileptik, neuropeptidii a euronik gastrointenstinalniho traktu [D’eon a
Mabury 2007; Ellis et al. 2004; Fujii et al. 2013; Kimura et al. 2020; Watkins 1948; Bethea et
al. 2017; Griin a Blumberg 2009]. Nejedna se pouze o Iéky, ale o0 mnoho jinych sloucenin,
které byly v poslednich desetiletich antropogenni ¢innosti zavedeny do Zivotniho prostredi
ve velkych davkéch, a byly uznany za schopné piisobit jako obezogeny.



2 Hypotéza a cile prace

Tato studie se zameétila na vliv xenobiotik na lidsky organismus. Navazujeme na
studie, které obecné ukazaly spojitost mezi expozici xenobiotikim, a to konkrétné
obezogentim, a zvétSenim télesné hmotnosti u lidi. Vysledky se 1isi dle typu chemické latky,
urovng expozice, na¢asovani expozice a pohlavi jedince.

Pisobeni obezogenil bylo piivodné kontroverzni, ale v soucasnosti se jedna o studiemi
oveéfeny fakt. Souhrnné lze fici, Ze obezogeny zvysuji adipogenezi a ukladani tukid, méni
mechanismy regulujici chut’ k jidlu a pocity sytosti, pisobi jako endokrinni disruptory
(zasahuji do hormonalnich regulaci a mohou je pozménovat) a podporuji adipogenezi a
obezitu u zvitat i lidi [La Merrill a Birnbaum 2011].

Utinky obezogent se mohou projevit az pozdgji v Zivot&, proto se nase studie zaméfila
na dlouhodobou expozici vybranym polutantim b&hem  diferenciace  bunék
z mezenchymalnich kmenovych bunék do zralého adipocytu ve vybranych dnech 0, 4, 10 a
21, kdy jsme provadéli méteni ovlivnénych a neovlivnénych bunék. V predchozich studiich
byly identifikovany obezogeny, které maji potencial narusit cetné metabolické signalni drahy
ve vyvijejicim se organismu, coz miZe ndsledné vést k trvalym zménam ve fyziologii
dospélych. Tyto studiee ukazaly, Ze prenatdlni nebo perinatalni expozice chemikaliim
naruSujicim endokrinni systém obezity pfedurcuje organismus k ukladdani vétsiho mnozstvi
tuku od zacatku jeho zivota [Braun et al. 2016; Liu et al. 2018]. To znamena, ze 1idé ¢i
zvitata, ktefi byli vystaveni obezogennim chemikaliim béhem citlivého obdobi vyvoje, mohou
byt pfedem naprogramovani k ukladani zvySeného mnozstvi tuku, coz vede k celozivotnimu
boji o udrzeni zdravé hmotnosti [Janesick et al. 2014]. V tomto pifipad¢ samotné obezogeny
nezpusobuji obezitu u lidi, ale mohou hrat dilezitou zakulisni roli pfi pfibirdni na vaze v
disledku vyvojového programovani kontroly tukové tkané, nutricné nevyvazeného piijmu
stravy a metabolismu [Janesick a Blumberg 2016].

Zkoumani vlivu xenobiotik na lidsky organismus piedstavuje rozsahlou oblast
vyzkumu. V této praci jsme se zaméfili na konkrétni sledovani vlivu vybraného typu
xenobiotika 2,2-bis  (4-chlorophenyl)-1,1-dichlorethylenedichlorodiphenyldichloroethylenu
(p, p’- DDE) na lidské mezenchymélni kmenové buniky v pribéhu jejich diferenciace do
maturovanych tukovych buné€k, adipocyti. V prvni fazi byla provedena pilotni studie ke
zjisténi bézné fyziologie diferencujicich se lidskych mezenchymadlnich kmenovych bunék,
odvozenych z tukovych bunék, do zralého adipocytu. Méteni jsme provadéli ve dnech 0, 4, 10
a 21. den. Béhem diferencia¢niho procesu se v téchto dnech zjistovala jejich proliferace a
zivotaschopnost, kvantifikace akumulace lipidli v maturujicich buiikach, kvalitativni a
kvantitativni analyza mitochondrii, kdy se urcilo mitochondridlni dychani bun¢k pomoci
respirometrie s vysokym rozliSenim a hodnotil se potencial mitochondridlni membrany.
Buné¢né diferenciace je stimulovéana aktivaci signalnich drah na bunétné urovni, které jsou
nasledné ptevedeny do specifickych procesti, jako je genova exprese, aktivace ¢i inaktivace
transkrip¢nich faktor a bunéénych signdlnich proteinti. Diferencovana buiika prochéazi fadou
morfologickych zmén.

Po této pilotni studii jsme provedli studii vlivu p,p”-DDE v koncentracich 0,1 uM a 10
uM.



3 Materisl a metody

Bunécna kultura a diferenciace

Mezenchymalni kmenové bunky odvozené z lidské tukové tkané (hADMSC's),
izolované od zenské darkyné¢ z podkozni tukové tkéné charakterizované prutokovou
cytometrii, byly zakoupeny od Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA,
USA).

Buiiky byly nasazeny v mnozstvi 1 x 10° bunék na 1 cm? a kultivovany v Petriho
miskach (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Svycarsko) v komeréné dostupném
kultivacnim médiu MesenPRO RS™ Medium doplnéné o MesenPRO RS™ s rlistovym
doplitkem se snizenou sérovou hladinou (2 %), 1 % L-glutaminu a 1 % gentamicinu (vSe
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Po dosazeni 80% konfluence hADMSC byly
buiiky kultivovany pro adipogenni diferenciaci v kultiva¢nich miskach 96, 24, 12 a 6 well
plate (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Svycarsko). Diferenciaéni médium bylo
pfipraveno podle pokynii vyrobce a obsahovalo StemPro® Adipogenesis Differentiation Basal
médium (DM) s adipogennim StemPro® doplitkem a 1% gentamicinem (v§e Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA). Po dosazeni 80% konfluence bylo kultivaéni médium
vyménéno za 4 rizna diferenciaéni média: Cisté diferenciaéni médium (DM); diferenciacni
médium s dimethylsulfoxidem (DMSO); diferenciaéni médium s DMSO a p,p’-DDE,
v kone¢né koncentraci 1 uM (DDE 1 uM); diferenciacni médium s DMSO a p,p’-DDE,
v koneéné koncentraci 10 pM (DDE 10 pM). Cisté diferencia¢ni médium obsahovalo
StemPro® Adipogenesis Differentiation Basal médium (DM) s adipogennim StemPro®
dopliikem a 1% gentamicinem (v§e Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA).

Koncentrace 1 uM DDE vyuzita v in vitro pokusu odpovida lidské expozici [Achour et
al. 2017; Jimenez Torres et al. 2006; Malarvannan et al. 2013].

Bunécna proliferace

Lidské kmenové buiiky odvozené z tukové tkané byly nasazeny v mnozstvi 5000
bungk na 1 cm?, tzn. 2000 bun&k na jamku na dno 96 dark well plate (Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA) a oSetfeny, viz vyse. Vzorky byly oznaceny ve dnech 0, 4, 10
a 21 pomoci ¢inidla NucBlue® Live ReadyProbes® (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA,
USA). NucBlue® (DAPI) se piipravuje dle navodu 2 kapky NucBlue® na 1 ml Live cell média
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) ohfatého na pokojovou teplotu. Takto
piipraveny roztok se pfenesl v mnozstvi 100 pl na 1 proplachnutou jamku 96 well plate a
roztok se nechal pisobit 15 minut. Oplach byl provadén ve fyziologickém roztoku
pufrovaném fosfatem (PBS).

Vsechny vzorky byly naskenovany pomoci Olympus IX83 (Olympus, Tokio,
Japonsko) vybaveného systémem VisiScope Live Cell Imagine pti 100x zvétSeni. Obrazky
byly analyzovany pomoci softwaru ImagelJ (FIJI).

DAPI (4°,6-diamidin-2-fynylindol) je fluorescen¢ni barvivo. DAPI se vaze nejsilngji
na useky DNA bohaté na AT (adenin, thymin), kde se vdZe v poméru 1 molekula DAPI na 3
AT-pary. DAPI se pro svou silnou fluorescenci a schopnost prochazet bunéénou membranou
beézné pouziva ve fluorescencni mikroskopii pro obarveni bunéénych jader. Po vazbé DAPI na



DNA se az 20x zesiluje intenzita fluorescence, protoze nedochazi ke zhaSeni fluorescence
molekulami vody v roztoku. Pti vazbé na dvouvldknovou DNA mé DAPI excitaéni maximum
pii 358 nm (ultrafialové svétlo) a emisni maximum pii 461 nm (modré svétlo) [Kapuscinski a
Szer 1979; Kapuscinski 1995].

Bunécna zivotaschopnost

PrestoBlue™ je ¢inidlo pro zji§téni Zivotaschopnosti a proliferace bun&k (Thermo
Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Cinidlo vyuziva mitochondridlni aktivitu k redukci
nefluorescenéniho modrého resazurinu na fluorescenéni rizovy resofurin. Cinidlo
PrestoBlue™ bylo pfidano v mnozstvi 10 pl k buiikdm s 90 pl kultivaéniho média na 96 dark
well plate (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Buiiky byly inkubovéany po dobu
10 minut pii 37 °C. Byla méifena bottom-read fluorescence a odecitdna pii 560 nm (excitace)
a 590 nm (emise) pomoci zafizeni mikroplate reader Synergy™ HT (BioTek, Winooski, VT,
USA).

Barveni olejovou cerveni O

Lidské kmenové bunky odvozené z tukové tkdn¢ byly obarveny pomoci roztoku Oil
Red O, ktery barvi intracelularné triglyceridové kapénky. Po odstranéni média byly bunky
dvakrat promyty ve fosfatovém pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS) a fixovany v 4%
formaldehydu pfipraveném v PBS po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté. Poté byly buiky
promyty dvakrat v destilované vodé a obarveny v roztoku Oil Red O. Tento roztok byl
pfipraven rozpusténim 0,5 g Oil Red O prasku (Sigma-Aldrich, Praha, CR) ve 100ml
isopropanolu (Sigma-Aldrich, Praha, CR). Roztok byl piefiltrovan filtraénim papirem a
zamichan v poméru 3:2 — tfi dily 0,5% roztoku Oil Red O a dva dily destilované vody. Bunky
byly inkubovany po dobu 15 minut s roztokem Oil Red O pfi pokojové teplote, nasledné
dvakrat promyty v destilované vodég, aby se odstranilo nenavazané barvivo a buiiky pak byly
vizualizovany pomoci invertovaného mikroskopu Olympus CX41 (Olympus, Tokio,
Japonsko) pfipojenému k digitdlnimu fotoaparatu.

Kvantifikace akumulace lipidii

Akumulace lipidi byla métena pomoci Oil Red O extrakce lyzou a mirnym tfepanim
po dobu 10 min pfi pokojové teploté. Pouzili jsme 4 % NonidetTMP-40 (Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika) ve 100% isopropanolu jako lyza¢nim pufru. Extrakt (100 ul) byl
pienesen do 96 jamkové desticky. Absorbance byla méfena pfi 490 nm pomoci mikroplate
reader Synergy HT (BioTek, Winooski, VT, USA).

Neprima imunofluorescence - Fatty Acid-Binding Protein 4

Fatty acid binding protein 4 (FABP 4) je vysoce exprimovan v adipocytech a cca 1 %
vSech proteini v tukové tkani je tvofeno FABP 4, proto je vyuZivam jako marker zralych
adipocytl v tukové tkani. Buiky byly promyty v PBS2, fixovany po dobu 60 minut 4%
formaldehydem s PBS pfi pokojové teploté¢ a permeabilizované v PBS obsahujicim 0,3 %
Triton X-100 po dobu 15 minut s ndslednou blokaci v PBS s 1 % sérovym albuminem (BSA)
a 10% normalnim oslim sérem pii pokojové teplot€¢ po dobu 60 min. Poté byly bunky
inkubovany s protiladtkou proti mastné kyseliny vézajicimu proteinu 4 (FABP4; R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) v pracovnim roztoku (PBS obsahujici 0,03 % Tritonu X-
100, 1 % BSA, 10 % normalni osli sérum a antiFABP4 v kone¢né koncentraci 10 pg/ml) pres
noc pii 2-8 °C. Po tfech 5-minutovych oplachnutich v . PBS s 1 % BSA byly bunky
inkubovany po dobu 1 hodiny v oslim anti-kozim séru sekundarné konjugovanou protilatkou
IgG NorthernLights™ NL557 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) ziedénou 1:200 v 1%
BSA v PBS ve tm¢ po dobu 60 minut pii pokojové teploté. Kryci sklicka byla omyta,
umisténa na mikroskopickd sklicka s médiem (ProLong Gold AntifadeMountant s DAPI,
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molekularni sondy, Eugene, OR, USA) a vizualizovana fluorescenci mikroskopem Olympus
CX41 (Olympus, Tokio, Japonsko) pfipojeném k digitalnimu fotoaparatu.

Kvalitativni a kvantitativni analyza mitochondrii

1. Barveni fluorescenéni sondou

Fluorescenéni sondy, MitoTracker™ Red CMXRos a ¢inidlo NucBlue® Live
ReadyProbes® (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) zobrazuji mitochondrie a jadra.
Oznaceni mitochondrii se provadi inkubovdnim bunék s MitoTracker™, ktery pasivné
difunduje pies plazmatickou membranu a hromadi se v aktivnich mitochondriich. Jaderné
kontrastni barvivo je propustné pro buiiky NucBlue® Live ReadyProbes®. Cinidlo obsahuje
barvivo  Hoechst® 33342  (2'-[4-ethoxyfenyl]-5-[4-methyl-1-piperazinyl]-2,5'-bi-1H-
benzimidazol) emitujici modrou fluorescenci, kdyz je navazan na DNA s emisnim maximem
pii 460 nm a to je detekovano pies modry/azurovy filtr. Kultivaéni médium bylo nahrazeno
zivym zobrazovacim roztokem (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Dv¢ kapky cinidla
NucBlue® Live ReadyProbes® byly pfidany na mililitr média a MitoTracker™ byl ptidan v
kone¢né koncentraci 100 nM. Buiiky byly inkubovany ve tmé po dobu 30 minut a poté
vizualizovany pomoci kamery Hamamatsu Orca-ER namontované na inverzni mikroskop
Olympus IX 81 pii 200x zvétseni (Olympus, Tokio, Japonsko).

2. Respirometrie s vysokym rozliSenim

Analyzovali jsme mitochondrialni respiraci intaktnich adipocytd ve 0., 4., 10. a 21.
den diferenciace (vzdy n = 6 pro kazdou skupinu, tj. DM, DMSO, DDE 1 uM, DDE 10 uM).
K méfeni mitochondridlniho dychani intaktnich bunék byl pouzit pfistroj oxygraf Oroboros
02k (Oroboros, Innsbruck, Rakousko) pfipojeny k pocitaci se Softwarem DatLab pro sbér a
analyzu dat (Oroboros, Innsbruck, Rakousko). Kyslikovy tok byl vypocten jako zéporna
derivace ¢asu koncentrace kysliku ve 2 ml sklenénych komirkach pii 37 °C. (Pesta a Gnaiger
2012) Kalibrace oxygrafickych komor probihala v pfitomnosti StemPro® Adipogenesis
diferencia¢niho média, které se michalo pii 350 otdCkach za minutu a ekvilibrovalo se
vzduchem 60 min. Adipocyty byly injikovany do komirek za pouziti Injekéni stiikacky
Hamilton® a respira¢ni aktivita intaktnich bungk byla hodnocena jako spotieba kysliku ve
fyziologickém spfazeném stavu (ROUT; R). Pak, nefosforylujici stav LEAK (L; spotfeba
kysliku potfebnd pro kompenzaci transportu elektrond pro unik proton pifes vnitini
mitochondridlni membranu) byla indukovana pfidanim oligomycinu (2,5 pmol/l), inhibitor
ATP-syntazy. Maximalni kapacity systému pienosu elektrontl (stav ETSC; E), bylo dosaZeno
po titraci trifluorkarbonylkyanidfenylhydrazonu (FCCP; titracni kroky 0,05 pmol/l). Spotieba
kysliku byla poté inhibovana inhibitorem komplexu III antimycin A (2,5 pmol/l) k dosaZeni
zbytkové spotieby kysliku (ROX). Spotieba kysliku byla vyjadiena v pmol O2/(buiiky s.10°) a
korigovana na ROX a instrumentalni zazemi [Chen et al. 2009]. Reprezentativni schéma
experimentu pro intaktni buiiky je zndzornéno na obrazku 8.

Dale byly vypocitany dalsi kontrolni parametry: L/E pomér sptazeni (L/E coupling
control ratio) jako ukazatel od-/rozptazeni, pomér R/E (R/E control ratio) ukazujici spotfebu
kysliku ve spfazeném stavu ve vztahu ke kapacité¢ prenaseCového systému, E-R rezervni
kapacita odrazejici rozdil mezi nespfazenou a sptfazenou respiraci, R-L neboli cista
obvykléd/rutinni kapacita vztazena k bunécné produkci ATP.

Bunky byly spoc¢itdny pomoci Biirkerova hemocytometru (primérny pocet bunck byl
~4x10° bunék na komoru).
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Obrazek 1 - Zobrazeni souhrnného schéma experimentu [Kladnicka et al. 2021]
Legenda: Design titra¢niho protokolu pro méfeni spotieby mitochondrialniho kysliku u intaktnich
diferencujicich se adipocyti. Podrobnéji popsano v kapitole Metody.

3. Aktivita citratsyntazy

Bylo provedeno stanoveni aktivity citratsyntdzy pouzivané¢ k odhadu
mitochondridlniho obsahu ve vzorcich z kazdé kyslikové komory. 200 pl obsahu smisené a
homogenizované komory bylo pfidano do 800 pl testovaciho média obsahujiciho 0,1 mmol/l
kyseliny 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoov¢), 0,25 % Triton-X, 0,5 mmol/l oxalacetatu, 0,31
mmol/l acetyl koenzymu A, 5 umol/l EDTA, 5 mmol/l triethanolaminu hydrochloridu a 0,1
mol/l Tris-HCl, pH 8,1 [Kuznetsov et al. 2002]. Enzymova aktivita byla meéfena
spektrofotometricky pii 412 nm a 30 °C vice nez 200 s a vyjadiena v mIU na 10° bungk.

4. Mitochondrialni membranovy potencial

Mitochondrialni membranovy potencial byl méfen pomoci mitochondridlni membrany
JC-1 Potential Assay Kit (Mitosciences, Abcam, Cambridge, UK). Buiiky byly nasazeny v
mnozstvi 1 x 10°na 1 cm? bungk do tmavé destiky a kultivovany, jak bylo vysvétleno diive.
Mitochondrialni membranovy potencial byl hodnocen ve dnech 0 (n=12), 4 (n=12), 10 (n=12)
a 21 (n=12) diferenciace. Buiiky byly jednou promyty PBS a inkubovéany s JC-1 (1 uM) pi1 37
°C po dobu 10 min. Pak byly bunky dvakrit promyty a analyzovany fluorescenci
spektrofotometricky (Synergy HT, BioTek, Winooski, VT, USA) pfi excitaci 475 nm a emisi
530/590 nm. Zmény v mitochondridlnim membranovém potencidlu byly také analyzovany
prutokovym cytometrem (FACSCanto II; BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Byl pouzit
roztok JC-1 (10 pl o koncentraci 200 uM), ktery byl pfidan k bunétné suspenzi (1 ml) a
buiiky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 25 minut. Nasledovalo promyti PBS a po inkubaci
nasledovala centrifugace (1500 ot. /min.; 5 min.). Supernatant byl odstranén a peleta byla
resuspendovana v 500 ul PBS a ihned métfena na pratokovém cytometru. Intenzita poméru
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cervené/zelené fluorescence byla stanovena pro hodnoceni mitochondrialniho membranového
potencialu.

Analyza dat a statistika

Statistickd analyza dat byla provedena pomoci softwaru MATLAB statistic Toolbox
(MathWorks Inc., Natick, MA, USA) a OriginPro 2017 (OriginLab Corp., Northampton, MA,
USA). Po testovani na normalni rozdéleni (Shapiro Wilk test), byla normalné distribuovana
data porovnana pomoci dvou-faktorové analyzy rozptylu ANOVA a nasledné¢ Tukeyho post
hoc testem. Nenormalné rozd€lena data byla pfed analyzou logaritmicky transformovéna.
Dale rozdily mezi skupinami, které vyzadovaly transformaci nebo data, kterd nemohla
dosahnout normalni distribuce, byla analyzovana pomoci Wilcoxon rank-sunk a Friedmanova
statistického testu. Hodnoty p<0,05 byly povazovany jako hladina vyznamnosti.
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4 vysledky studie

Bunécna kultura a diferenciace

Lidské kmenové bunky odvozené z tukové tkdné¢ (hADMSC's) byly udrZzovany a
kultivovény do diferencovanych adipocytii za standardnich podminek po dobu 21 dnti. Buiiky
sklizené v den 0 byly mezenchymalni kmenové bunky s typickym fibroblastickym tvarem
vietene s n€kolika ostruhami a velkym jadrem. Béhem adipogenni diferenciace se bunécna
morfologie zménila - bunky postupné zvétSovaly svilj objem, zacaly se objevovat malé tukové
vakuoly a postupné se zvétSovaly, viz obrdzek 2. Béhem diferenciace byl pozorovan
nevyznamny narust obsahu tuku v bunkach a poté mezi 10. a 21. dnem se vyrazné zvysila
akumulace tuku, coZ odpovidalo rostoucimu mnozstvi namétené¢ho barveni Oil Red O. Trend
ke zvyseni poctu bunék byl pozorovan tésné po indukei diferenciace.

0. den

10. den

Obrazek 2 - Neovlivnéné lidské mezenchymalni kmenové buriky odvozené z tukové
tkané (hADMSC's) béhem adipogeneze

Legenda: Vizualizovano mikroskopicky pfi 100 pm ve dnech 0, 4, 10 adipogeneze a 21. den zralych adipocyti.
Barveni Oil Red O.

Bunécna proliferace

U neovlivnénych bunék byl pozorovan trend zvySeni po¢tu bunék tésn€ po indukcei
diferenciace (den 0 oproti dnu 4, p=0,05004) se statistickou vyznamnosti den 0 oproti dnu 10
u DM. V pozdéjsim pribéhu adipogeneze se mitotické déleni zpomalilo. To odpovida naSim
dal$im zjisténim, kdy je pozorovana akumulace lipidii misto mitotického déleni ve druhé fazi
diferenciace.
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Trend S$ifeni u ovlivnénych bunék je ve vSech 4 prostiedich (DM, DMSO, DDE 1 uM
a DDE 10 uM) stejny. Na zacatku diferenciace lze pozorovat vyssi mitotickou aktivitu a
dochazi ke zvyseni poctu bun¢k. Bunky postupné inhibuji svoji mitotickou aktivitu a 21. den
pocet bun¢k klesd. DMSO je spojen se siln€jsi inhibici mitotické aktivity. V tomto prostiedi
doslo 21. dne ve srovnani s kontrolou k vyznamnému poklesu proliferace (p < 0,05). DDE
mél opacny ucinek v obou studovanych koncentracich. Zde dosSlo k vyznamnému zvyseni

poctu bunék ve srovnani s prosttedim slozenym pouze z DMSO (p < 0,05).

DDE 10 pM DDE 1 pM CONTROL

DMSO

Obrazek 3 - Proliferace ovlivnénych bunék béhem adipogeneze
Legenda: Mikroskopicka vizualizace a pfiklad mnozstvi jader v jednotlivych prostfedich pomoci Olympus 1X83
(Olympus, Tokio, Japonsko) vybaveného systémem VisiScope Live Cell Imagine pti 100x zvétSeni

Bunécna zivotaschopnost

Zivotaschopnost bunék jsme stanovili pomoci ¢&inidla PrestoBlue™, tato
zivotaschopnost byla vyjadfena pomoci fluorescenénich jednotek (FU). Cinidlo vyuziva
mitochondridlni aktivitu k redukci nefluorescen¢niho modrého resazurinu na fluorescenéni
riZovy resazurin.

Béhem neovlivnéné diferenciace nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné
zmény.

U ovlivnénych bunék doslo k statistické vyznamnosti ve dnech 10 a 21 mezi DDE 10

uM a DDE 1 pM, kdy buiky vystavené niz§i koncentraci polutantu vykazovaly vyssi
zivotaschopnost.
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Obrazek 4 - Neovlivnéna bunécéna proliferace, Zivotaschopnost a akumulace tuki v 0.,
4.,10. a 21. den adipogeneze [Kladnicka et al. 2019]

Legenda: (A) Bunécna proliferace (NucBlue ®), /B) bun&na Zivotaschopnost (PrestoBlue™) a akumulace tuki
(Oil Red O) u neovlivnénych adipocyti (DM) diferencujicich se z lidskych kmenovych bunék odvozenych
z tukové tkané ve dnech diferenciace 0, 4, 10 a 21.

Kvantifikace akumulace lipidit a barvent olejovou cerveni O

Oil Red O byl pouzit k barveni adipocyti a vizualizaci tukovych kapének. Oil Red O
interaguje s lipidy za vzniku cerveno-oranzového zbarveni. Béhem diferenciace nebyl
pozorovan zvySeny obsah tuku v buiitkach do dne 10, viz obrazek 5. Vyznamné zvyseni
akumulace tuku bylo pozorovano mezi dnem 10 a 21, které odpovidalo naméfenym
hodnotam. Data jsou v souladu s nasimi pfedchozimi zjiSt€nimi, které dokazuji, Ze v tomto
obdobi neprobiha zadné vyznamné mitotické déleni, ale spiSe bunky ziskavaji metabolicky
fenotyp specificky pro zralé adipocyty.

Kvantifikace akumulace lipidi byla méfena u ovlivnénych bunc¢k pouze v 21. den
adipogeneze a vysledky byly bez statistické vyznamnosti.
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Obrazek 5 - Standardni ukladani lipidi z mezenchymalnich kmenovych bunék do
zralého adipocytu ve 21. dnu

Kvalitativni a kvantitativni analyza mitochondrii
1. Barveni fluorescen¢ni sondou

K vizualizaci mitochondrii a jader bylo pouZito ¢inidlo MitoTracker™ RedCMXRos a
NucBlue™ Live ReadyProbes Reagent (obé Molecular Probes, Eugene, OR, USA).
MitoTracker™ pasivné prechazi do mitochondrii a hromadi se zde. NucBlue™ Reagent
obsahuje  Hoechst 33342  (20-[4-ethoxyfenyl]-5-[4-methyl-1-piperazinyl]-2,50-bi-1H-
benzimidazol), ktery emituje modrou fluorescenci, kdyz je navdzan na DNA.

U neovlivnénych bunék fluorescenéni mikroskopie ukazala, ze b&hem diferenciace
adipocytt dosSlo ke zvétSeni objemu  mitochondridlnich siti. Tyto 1udaje
korespondovalys vysledky stanoveni aktivity citratsyntazy. Na konci diferenciace byla
aktivita citratsyntazy 92,7 = 33,5 mIU/10° bunék a byla vyznamné vyssi, nez v den 4 (17,9 +
4,5 mIU/10° bungk). Tato data naznaluji zvySujici se mnoZstvi mitochondrii b&hem
diferenciace.
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Obrazek 6 - Vizualizace ovlivnénych a neovlivnénych jader a mitochondrii béhem
adipogeneze [Kladnicka et al. 2021]

Legenda: K vizualizaci mitochondrii a jader byl pouzit MitoTracker™ RedCMXRos a NucBlue™ Live
ReadyProbes Reagent. Mitochondrie vizualizovany ¢ervené a jadra modre.

DDE 10 pM DDE 1 uM

DMSO

2. Respirometrie s vysokym rozliSenim

V souladu s ofekavanim vzrostla u kontrolnich vzorkti (DM a DMSO) mezi 4. a 10.
dnem experimentu rutinni respirace o zhruba 30 %. Rozdily nicméné nedosahovaly statistické
vyznamnosti (obrazek 7A). Naproti tomu rutinni spotfeba kysliku pozorovand v 10. den
adipogeneze u vzorku 1 uM DDE byla vyssi ~50 %, nez v den 4 (p <0,0001) a stala se také
vyznamné odli$na také ve srovnani s 10 uM DDE. DDE 10 uM adipocyty nevykazovaly mezi
dnem 4 a 10 adipogeneze zvySeni ve stavu ROUT. U bunék, které se diferencovaly pouze
v kontrolnich médiich (DM a DMSO), zistala rutinni respirace téméf totozna ve 21. den.
Buiikky DDE 10 pM mély vyssi rutinni spotebu kysliku 21. dne ve srovnani se 4. dnem.
V adipocytech diferencujicich se v pfitomnosti 1 uM DDE rutinni spotieba kysliku dale k 21.
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dni experimentu vzrostla a stala se statisticky vyznamné odliSnou ve srovnani jak s DMSO,
tak s DM kontrolami, viz obrazek 7B

Ve stavu LEAK, tj. spotieb¢ kysliku po inhibici syntézy ATP oligomycinem, postupné
rostl ode dne 4 do dne 21. U DDE 10 uM adipocytt, byla respirace ve stavu LEAK velmi
podobna ve dnech 4 a 10 (11,6 = 2,9 a 10,1 £ 3,2 pmol/s - 10° bungk) a poté vzrostla a
dosahla statisticky signifikantniho rozdilu mezi dny 10 a 21. Nebyl zaznamenan zadny rozdil
mezi ovlivnénymi bunikami 4., 10. a 21. den experimentu (Obrazek 7C ). ETSC se mezi 4. a
10. dnem neliSilo a pot¢ meélo tendenci klesat, coz vedlo k vyznamnému rozdilu mezi
kontrolou DMSO a 1 uM DDE u adipocytti v 21. den experimentu. ETSC kontrolnich DMSO
bun¢k byl statisticky vyznamné nizs§i ve 21. den ve srovnani s 10. dnem (Obrazek 7D)
[Kladnicka et al. 2021].
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Obrazek 7 - Mitochondrialni respirometrie adipocytii pomoci oxygrafu-2K
(OROBOROS)

Legenda: A-D: A. Typicky zaznam spotieby kysliku bunikami a pouzity protokol. B. — D. Mitochondridlni
spotieba kysliku nediferencovanymi kmenovymi bunikami (den 0) a intaktnimi zrajicimi adipocyty v prub&hu
diferenciace (den 4 a 21) ve stavech ROUTINE, LEAK a ETS.

D = den; ROUTINE (ROUT) = rutinni respirace; LEAK = oligomycinem navozeny stav LEAK nutny k udrzeni
mitochondrialniho membranového potencialu; ETS = rozpfahovatem stimulovana respirace, reflektuje
maximalni kapacitu elektron-transportniho systému; ROX = stav rezidudlni spotfeby kysliku po inhibici
komplexu III antimycinem A.
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Obrazek 8 - Neovlivnéna a ovlivnéna spotieba kysliku béhem adipogeneze [Kladnicka et

al. 2021]
Legenda: (A-C) ROUTINE, LEAK a odprazend (ETSC) spotieba kysliku adipocyty diferencujici se v médium
neobsahujici zadné aditivum (DM) nebo DMSO, DMSO a 1 uM p,p’-DDE a DMSO a 10 uM p,p’-DDE ve
dnech 4, 10 a 21 experimentu. Hodnoty p<0,05 byly povazovany za vyznamné (Dvojcestna ANOVA a nasledné
post-hoc Tukeyho test).

Spotieba kysliku spojena s tvorbou ATP, tj. stav R-L, se mezi dny 4 a 10 mirné
zvysila ve vSech skupinach diferencujicich adipocyti a poté zlstal tento stav stabilni.
Vyznamny rozdil nastal mezi dnem 4 a 10 pouze u 1 pM DDE a DMSO. V 21 den
experimentu byla R-L vyznamné vyssi u 1 pM DDE ve srovnani s kontrolnimi skupinami DM
a DMSO. Rezervni respiracni kapacita, tj. stav ER poklesl mezi 10. a 21. dnem, ale tento
pokles byl vyznamny pouze u adipocyti v DMSO. Pomér spfazeni L/E se statisticky
vyznamné zvysil ve vSech vzorcich obsahujicich DMSO v 21. den, coZ naznacuje, ze rozsah
rozptazeni byl podobny u DM a adipocytii osetitenych DDE. Pomér sptazeni L/E se statisticky
vyznamné zvysil ve vSech vzorcich obsahujicich DMSO v den 21. Z toho lze usuzovat, ze
mira rozpfaZzeni byla u kontrol a DDE obsahujicich vzorki podobnd. Pomér R/E vzrostl ve
srovnatelné¢ mife ve vSech skupinach adipocyti 21. den pokusu. To doklada, ze v pozdé&jsich
fazich diferenciace se rutinni dychani nachazi blize ETSC (obrazek 9) [Kladnicka et al. 2021].
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Obrazek 9 - Neovlivnéna a ovlivnéna spotieba kysliku spojena s tvorbou ATP béhem
adipogeneze [Kladnicka et al. 2021]
Legenda: (A, B) Spotieba kysliku spojena s tvorbou ATP (R-L) a rezervni kapacita ETS (E-R) v adipocytech
diferencujicich v médiu neobsahujicim zadné aditivum (DM) nebo DMSO, DMSO a 1 uM p,p’-DDE a DMSO a

10 uM p,p’-DDE ve dnech 4, 10 a 21 experimentu. (C, D) poméry fizeni toku L/E a R/E. Hodnoty p<0,05 byly
povazovany za vyznamné (Friedman a Wilcoxon test).

3. Aktivita citratsyntazy

Aktivita citratsyntazy se pohybovala mezi 10,61 + 5,26 a 18,32 + 4,74 mIU/10° bungk
v DMSO v 21. den au 1 uM p,p’-DDE v 10. den. Nepozorovali jsme signifikantni rozdily
mezi jednotlivymi skupinami pfi Zddném z méteni v pribéhu experimentu ani mezi adipocyty
v ramci stejné intervence.

4. Mitochondrialni membranovy potencial (MMP)

MMP je jednim z klicovych parametrti mitochondrialni funkce a slouZi jako indikéator
bunééného zdravi — regulace syntézy ATP, produkce ROS, sekvestrace vapniku atd. U
zdravych bunék se barvivo JC-1 dostdva do mitochondrii a vytvaii Cervené agregaty.
Mitochondrie u bunék s nizkym mitochondrialnim potencidlem netvoii agregaty a zlistavaji ve
form¢ monomeru se zelenou fluorescenci. Porovnali jsme barveni JC1 u neovlivnénych
diferencujicich se adipocytl s ovlivnénymi diferencujicimi se adipocyty pod vlivem DMSO,
DMSO a 1 uM p,p’-DDE a DMSO a 10 uM p,p’-DDE. Celkové jsme pozorovali postupny
pokles poméru Cervend/zelend, ktery odpovida nasim predchozim zjisténim [Kladnicka et al.
2019]. Ctvrty den diferenciace jsme pozorovali vyznamny pokles MMP u 1 pM p,p’-DDE a
10 uM p,p’-DDE ve srovnani s médiem obsahujicim samotné DMSO. V 21. den diferenciace
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bylo zvySeni poméru cervend/zelend ve srovnani s médiem obsahujicim samotn¢ DMSO
(obrazek 10).
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0.8 - I ODE 10 uM
@
e *
2064 . |
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5 ‘ * ‘ |
£ 041 | * |
w©
[4}]
o
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D4 D10 D21
Day of experiment

Obrazek 10 - Mitochondrialni membranovy potencial (MMP) béhem adipocytarni

diferenciace [Kladnicka et al. 2021]
Legenda: Mitochondridlni membranovy potencial (MMP) beéhem adipocytarni diferenciace v médiu
neobsahujicim zadné aditiva (DM) nebo DMSO, DMSO a 1 uM p,p’-DDE a DMSO a 10 uM p,p’-DDE ve
dnech 4, 10 a 21 experimentu. Hodnoty p<0,05 byly povazovany za vyznamné (Friedman a Wilcoxon test).
Ctvrty den diferenciace byl sledovan vyznamny pokles MMP v buiikach ovlivnénych DDE v koncentracich 1 a
10 M ve srovnani s médiem obsahujicim samotné DMSO. V buinikdch postizenych 1 M DDE doslo
k vyznamnému zvySeni MMP 21. den diferenciace ve srovnani s kontrolnimi bunkami vystavenymi samotnému
DMSO
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5 Diskuze

V nasi studii jsme sledovali dopad chronické expozice DDE ve dvou raznych
koncentracich na vyvijejici se adipocyty pochdzejici zhADMSC's. Je dobie zndmo, ze
kmenové bunky jsou vysoce glykolytické buiikky a maji mechanismy, které aktivné potlacuji
mitochondrialni dychani [Khacho a Slack 2017]. Kmenové buniky jsou pravdépodobné méné
zéavislé na funk¢nich mitochondriich, pokud jde o energii nebo metabolické potieby, ale po
zahajeni a b&hem diferenciace je nezbytny metabolicky pfechod smérem k oxidativni
fosforylaci, aby se ziskal dostatek energie. Zda se, ze mitochondrialni biogeneze a zvySena
mitochondridlni respirace jsou pravdépodobné obecnym znakem diferenciace dospélych
kmenovych bun¢k [Hofmann et al. 2012].

Adipogenni diferenciace hADMSC's byla provedena pomoci komercniho kultiva¢niho
média. Po Ctyfech dnech bylo jiz mozné pozorovat prvni lipidové kapénky a s postupem
diferenciace se pocet a velikost lipidovych kapének zvysila nejrychleji mezi 10. a 21. dnem
adipogeneze. Tento trend byl dokumentovan pomoci barveni Oil Red O. V 21. den
adipogeneze jsme vyhodnotili mnozstvi tuku, bez statistického vyznamu u ovlivnénych
bunék.

Test zivotaschopnosti kvantifikujici redukci nefluorescencniho resazurinu na
fluorescen¢ni resofurin mitochondridlnimi a cytoplazmatickymi enzymy ukézal, ze béhem
neovlivnéné diferenciace adipocytti nedoslo k zddné tendenci ke zhorSenému bunéénému
metabolismu [Zalata et al. 1998]. U ovlivnénych bun€k doSlo k statistické vyznamnosti
ve dnech 10 a 21 mezi DDE 10 uM a DDE 1 puM, kdy buiiky vystavené nizsi koncentraci

vvvvv

Zjistili jsme, Ze dlouhotrvajici vliv DDE v koncentraci 1 pM na rozdil od bun¢k
vystavenych koncentraci 10 uM vede ke statisticky vyznamnym odchylkdm v mitochondridlni
respiraci oproti kontroldm. Charakteristicky vzorec zmén v mitochondrialni respiraci béhem
adipogeneze nebyl pfi nizsi koncentraci DDE pouZité v pokusu naruSen a vykazoval typicky
postupny vzriist rutinni a LEAK respirace dozravajicich adipocytli [Kladnicka et al. 2019]. V
21. den experimentu, tj. u jiz zralych adipocytl, jsme nicméné zaznamenali vySsi
mitochondridlni membranovy potencial, vyssi klidovou spotifebu kysliku (rutinni respiraci) a
vyss$i respiraci spojenou s tvorbou ATP (R-L) u vzorki sDDE 1 uM ve srovnani
s kontrolami. Podle naSich vysledkd by niz8i koncentrace polutantu béhem chronické
expozice mohla vyznamnéji modulovat fyziologické procesy, vtomto piipadé patrné
prostiednictvim endokrinni disrupce. Takové zjiSténi mlzZe byt prekvapivé, protoze vétSina
studii zabyvajicich se dopadem organofosfatii na mitochondrialni funkce popisovala naruseni
spotieby kysliku ve studovanych tkénich [La Merrill a Birnbaum 2011; Elmore a La Merrill
2019; Khanna et al. 2010; Furuhashi et al. 2014; Zhang et al. 2013; Byczkowski 1976]. Je
tteba poznamenat, ze koncentrace DDT a DDE pouzité v téchto studiich byly relativné vysoké
a jejich ucinky byly hodnoceny primarné v mitochondriich jater a svalu po jednorazové
expozici. Design naseho experimentu se odliSuje chronicitou expozici, niz§imi koncentracemi
pouzitého polutantu, kontinudlnim piisobenim DDE na cely proces diferenciace az do stadia
maturace a typem studovanych bunék.

Ptimétend funkce mitochondrii obecné a pii oxidativni fosforylaci zvlasté je klicova
pro tvorbu ATP a energetickou homeostizu celého téla. Mozna role mitochondridlni
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dysfunkce byla popsana v rozvoji mnohych patologickych stavii spojenych s obezitou, tj.
vysledkem nerovnovahy mezi pfijmem potravy a vydejem energie, napi. diabetes mellitus II.
typu. Mitochondridlni dysfunkce vSak nutné¢ neznamend, Zze mitochondrialni spotieba kysliku
a produkce ATP by méla byt sniZzena ve vSech tkanich zapojenych do regulace energetické
homeostazy. Tkanoveé specifické fizeni mitochondridlni respirace bylo demonstrovano u
obéznich diabetickych mysi, které vykazovaly narusenou mitochondridlni respiraci v jatrech a
oxidativnim kosternim svalu, ale zvySenou spotiebu kysliku v glykolytickém kosternim svalu
[Holmstrom et al. 2012]. Jina studie popsala zvysenou mitochondridlni spotiebu kysliku
v hnédé tukové tkani u obéznich mysi [Alcala et al. 2017].

Pokles oxidativni fosforylace u adipocyti navic ovlivnil energetickou homeostazu a
chranil pfed rozvojem obezity a inzulinové rezistence u mysi krmenych dietou s vysokym
obsahem tuku [Choi a Diehl 2008]. Ve studii vedené Bohmem (2020) byla zvySena
mitochondridlni respirace adipocytil izolovanych od obéznich darct s inzulinovou rezistenci
piipsana adaptaci bunécného metabolismu na zvySené mnoZzstvi zivin spojené s inzulinovou
rezistenci [Bohm et al. 2020].

V nasi studii byl pfisun metabolickych substrati stejny ve vSech experimentalnich
skupinach. ZvysSend potieba ATP u adipocyti vystavenych DDE by mohla byt spojena
s podptirnym ucinkem DDE a podobnych polutanti na de novo syntézu tuki a jejich
akumulaci [Kim et al. 2016]. Byly také dolozeny negativni u¢inky DDT/DDE na expresi
termogennich proteind a substratovy transport a utilizaci v adipocytech, coz by mohlo vést ke
zvySené potiebé ATP ke kompenzaci naruseného transportu Zivin nebo ztrat tepla [ Gregoire et
al. 1998].

Podle nedavné studie by naruseni termogeneze u adipocytl vystavenych DDT mohlo
byt zpisobeno cilenim na mechanismy mimo tukovou tkan bez nutnosti ovlivnéni exprese
uncouplig proteinii [vonderEmbse et al. 2021]. V na$i studii musela LEAK respirace
kompenzovat Unik protont, elektroni a cyklovani kationtl, které rostly v pribéhu
diferenciace adipocytu ve vSech skupinach ve stejné mite, bez signifikantniho rozdilu mezi
skupinami vystavenymi DDE a kontrolami v 21. den. ZvySena E-R kapacita (respiracni
rezerva) byla jedinym parametrem ovlivnénym dlouhodobou expozici DMSO (mezi dny 10 a
21 diferenciace). Stejny trend byl vSak pozorovan u DDE adipocytl ve 21. den, coZ ovéfilo
naSe pfedchozi zjisténi, ze v pozdéjsSich stadiich diferenciace mohla byt rutinni respirace
zvySena pouze na ukor celkové kapacity elektronového transportu v mitochondriich
[Kladnicka et al. 2019]. Pomér rutinni a maximalni respirace (R/E) byl v 21. den pokusu
témet totozny u DMSO kontrol a adipocytll vystavenych DDE a u vSech jmenovanych skupin
dosahoval signifikantné vySSich hodnot nez v 10. den diferenciace.

Dalsim zajimavym zjiSténim nasi studie je fakt, Ze pti vySsi koncentraci 10 uM DDE
nebyl pozorovan zadny ucinek a mezi témito bunkami a kontrolnimi adipocyty nebyly
pozorovany signifikantni zmény. Buniky exponované 10 uM DDE vsak vykazovaly pozdé;si
nastup zmén mitochondridlnich parametrit spojenych s normaélni adipogenezi, tj. vzestup
rutinni respirace a spotieby kysliku spojené s tvorbou ATP. Takové ,,,,obousmérné* rysy
bunéénych funkci byly pozorovany u rozlicnych polutantli, nejsou novym zjisténim a cini
vyzkum moznych dopada endokrinnich disruptori komplikovanéj$im [Nevoral et al. 2018].

Dopad DDE na mitochondridlni funkce u lidskych diferencujicich se adipocyt se

v nasi studii projevil ve dvou ruznych ohledech: (i) pti vyssi koncentraci DDE pouzité
v experimentu doSlo ke zpomaleni diferenciaéniho procesu, (ii) pfi nizsi koncentraci DDE
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naruseni energetické homeostazy.

Mitochondrialni dysfunkce adipocytu potom mulze byt zapojena do patogeneze
metabolickych chorob spojenych s obezitou jako je diabetes mellitus II., zvlasté v piipadé
trvale zvysené dodavky metabolickych substrati. ZvySend expozice bunck saturovanym
mastnym kyselinam, ktera je rovnéz spojena s vySsim vystavenim DDT a DDE z potravy
zivociSného ptivodu, by mohla zvySovat mitochondrialni dysfunkci dalSich tkani a naruSovat
energetickou rovnovahu celého organismu [Hirabara et al. 2010].
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Obrazek 11 - Vizualizace priubéhu pokusu a predpokladany vliv zjiSténych poznatki
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6 Zavér

Obezita je v poslednich 40 letech celosvétovou pandemii. Jednd se o chronické
relapsujici onemocnéni, které je charakterizované zmnozenou nebo histologicky i funkéné
zménénou tukovou tkéni. Toto onemocnéni je vstupni branou k dalsim neinfekénim
chronickym onemocnénim. Neni pochyb o tom, Ze sndstupem masivniho vzestupu
celosvétové prevalence obezity béhem velmi kratké doby v existenci lidstva, souvisi razantni
zmeéna zivotniho stylu lidi. Kromé vlivu snizené fyzické aktivity, zhorSené nutri¢ni kvality ve
vyzivé, socialni izolace a dalSich faktorti, se stale vice novych poznatkii v etiologii obezity
tyka 1 tzv. obezogeni, tedy cizorodych latek, antropogenni Cinnosti znecistujicich Zivotni
prostiedi, kterym je pak lidsky organismus sam exponovan, piedevsSim formou piijmu
potravinami. Ukazuje se, Ze tyto obezogeny se nejriiznéjsimi mechanismy podileji na rozvoji
obezity a dysfunkci tukové tkané. Nasim cilem bylo pfispét k poznani G¢inku chronické
expozice jednoho v nejvétsim mnozstvi se v tukové tkani ¢loveéka hromadiciho polutantu —
metabolitu DDT, p, p’-DDE.

Konkrétn€ v nasi studii jsme sledovali chronicky vliv 21 denniho plsobeni p, p"-DDE
na lidské mezenchymalni kmenové buiniky odvozené z tukové tkané zapojené do adipogeneze.
Ve dnech 0, 4, 10 a 21 byla méfena mitochondridlni spotieba kysliku a mitochondridlni
membranovy potencial (MMP), kdy byla hodnocena kvalita mitochondridlni sité a akumulace
lipidit ve zralych bunkéch. V porovnani s kontrolou (neovlivnéné mezenchymalni bunky
diferencujici do zralého adipocytu), buiiky ovlivnéné 1 pM p,p’-DDE vyznamné zvysili
bazalni (rutinni) mitochondridlni dychéni, spotiebu kysliku vazanou na ATP
(adenosintrifosfat) a MMP intaktnich bun¢k v 21. den adipogeneze. Oproti vyssi koncentraci
polutantu 10 uM p,p’-DDE, kde doslo ke zpomaleni zvySené spotieby kysliku vazaného na
ATP, ktera je typickd pro normalni adipogenezi. Organochlorovany pesticid p,p’-DDE
nezménil aktivitu citratsyntazy.

Souhrn: V koncentracich, 1 a 10 pM, odpovidajicich rozsahu lidské expozice, jsme v modelu
diferencujiciho se adipocytu z lidské mezenchymalni kmenové bunky, sledovali UCinky
chronické expozice p,p’-DDE jak na prib¢h diferenciace, tak na markery maturovaného
adipocytu.

Prokazali jsme odlisSné ovlivnéni adipocytarni diferenciace v zavislosti na chronické
davce polutantu, kdy pii nizSich koncentracich do§lo u maturovaného adipocytu k zvySeni
mitochondridlntho membranového potencidlu, kzvySeni bazalni a sATP vazané
mitochondridlni respirace, coz ve svém vysledném ucinku vykazuje obezogenni potencial
snizenou produkci tepla, zvySenou schopnosti proliferace a viability adipocytu. Chronicka
expozice vys$i koncentraci polutantu béhem diferenciace adipocytu naopak diferenciacni
proces zpomalovala. Tyto experimenty prokazaly schopnost chronické expozice zasahovat
v pribéhu adipocytarni diferenciace do fyziologického procesu adipogeneze, a to v zavislosti
na davce polutantu.
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