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Nazev diplomové prace: Uginky kvercetinu na cytotoxické ptisobeni chloridu

kobaltnatého vuéi bunééné linii H9¢c2

Kobalt je chemicky prvek vyskytujici se v ptirod¢ a v lidském téle jako soucdst vitaminu
Bi2. V nadmérném mnozstvi plisobi na lidské buniky cytotoxicky. Kvercetin je flavonoid
hojné rozsiteny v piirodé, ktery je do lidského téla pfijiman potravou. Mozné piiznivé
ucinky kvercetinu, napiiklad na srde¢ni tkan, jsou hojné¢ zkoumény. Cilem prace bylo
stanoveni hodnoty ICso pro CoCl» a kvercetin a nasledné byla vyhodnocena ucinnost
pretreatmentu kvercetinem proti toxickému plsobeni CoCl,. Vyzkum probihal
na bunécné linii H9¢2. Pro stanoveni cytotoxicity byl pouzit MTT test. Vysledky ukézaly,
ze vystaveni H9¢2 bun¢k CoCl, po dobu 24 hod. vede od koncentrace 1mM k poklesu
viability. Prokazala se tak davkova a Casova zavislost. Cytotoxické plisobeni kvercetinu
na bunécnou linii H9¢2 po 48hod. vystaveni v koncentracich od InM do 10 pM nebylo
prokdzano. Po 24hod. pretreatmentu kvercetinem v koncentracich 100 nM nebo 1 pM
a nasledné 24hod. koinkubaci s CoCl» v koncentracich od 10 nM do 10 mM byl pro obé&
testované koncentrace kvercetinu prokazan protektivni Gc¢inek kvercetinu a potlaceni

cytotoxickych ucinkt CoClz ve vSech jeho testovanych koncentracich.



Abstract
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Title of diploma thesis: The Effects of Quercetin on Cobalt Chloride Cytotoxicity in
the H9¢2 Cell Line

Cobalt is a chemical element found in nature and in the human body as part of vitamin
Bi2. In excessive amounts, it exerts cytotoxic effects on human cells. Quercetin is a
flavonoid widely distributed in nature and is ingested by the human body through
food. Possible beneficial effects of quercetin, such as on cardiac tissue, have been
extensively studied. The aim of this study was to determine the ICso value for CoCl»
and quercetin, followed by evaluating the protective effect of pretretment with
quercetin against CoClz-induced toxicity. The research was conducted on the H9c2
cell line. Cytotoxicity was assessed using the MTT assay. The results showed that
exposure of H9c2 cells to CoCly for 24 hours led to decreased viability at a
concentration of 1 mM. Both dose and time dependence were demonstrated.
However, cytotoxic effects of quercetin on the H9¢c2 cell line were not observed after
48 hours of exposure to concentrations ranging from 1 nM to 10 uM. After 24 hour
pretreatment with quercetin at concentrations of 100 nM or 1 uM, followed by 24
hour co-incubation with CoClz at concentrations ranging from 10 nM to 10 mM,
revealed a protective effect of quercetin and suppression of CoClz-induced

cytotoxicity across all tested concentrations
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Seznam zKkratek

ARMD nezadouci reakce na kovové ulomky
ATP adenosintrifosfat

CaMK II enzym vapnik/kalmodium-dependentni proteinkinaza

CoA koenzym A

CoC implantat keramika na keramiku
DMPS 2,3-dimerkaptopropan-1sulfonat
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
GSH glutathion

HIF faktor indukovany hypoxii

ICD implantabilni kardioverter-defibrilator
MoM implantaty kov na kov

MoP implantét kov na polyethylen
MyoD myogenni regulacni faktor 1

RA retinova kyselina

RNS reaktivni dusikové formy

ROS reaktivni formy kysliku

SGLT-1 sodik-gluk6zovy kotransportér
SOD enzym superoxiddismutéza

VEGF vaskularni endotelovy ristovy faktor



1 Uvod

Kobalt je chemicky prvek vyskytujici se v lidském organismu jako soucast vitaminu Bia.
Tento vitamin ma vyznamnou ulohu v tvorbé cervenych krvinek a je dulezity
pro spravnou funkci nervového systému (Barceloux & Barceloux 1999). Kromé své
biologické funkce se kobalt uplatiuje i v primyslu pro svou tvrdost. Slitiny kobaltu se
vyuzivaji pro vyrobu ortopedickych kloubnich implantati (nahrada kyc¢elnich a kolennich
kloubtl). Rizikem u téchto implantétli je uvoliiovani kobaltu do okolnich tkani z diivodu

jejich poskozeni a opotiebeni, coz vede k toxickym nasledktim (Packer 2016).

Zdravotni problémy se mohou vyskytnout, jak pfi jednorazovém piijmu vyssich davek
kobaltu, tak pii dlouhodobé expozici nizsich koncentraci (Simonsen et al. 2012). Maze
dochdzet k ovlivnéni fady tkani. Toxické ucinky kobaltu se proto mohou projevit
naptiklad rozvojem strumy, kontaktni dermatitidou nebo arytmii a srdecnim selhdnim
(Leyssens et al. 2017). Praveé proto je dilezité zkoumat jak piimé toxické ucinky kobaltu,

tak moznost ochrany pied témito negativnimu G¢inky kobaltu, napf. pomoci kvercetinu.

Kvercetin je flavonoid, ktery lidské télo neni schopno syntetizovat. Je béznou slozkou
lidské stravy, kterou je také do téla ptfijiman (Ferenczyova et al. 2020). Kvercetin je
znamy svymi antioxidacnimi a protizanétlivymi U¢inky a jevi ochranny potencial
proti riznym toxickym vlivim na tkan¢, véetné srdce (Ferenczyova et al. 2020,
Singh et al. 2021). V tade in vitro a in vivo modelech byly prokdzany jeho prospésné
ucinky proti civilizatnim chorobdm a patofyziologickym procesim. Miuze vSak
v zavislosti na koncentraci a redoxnim stavu buiiky projevit také negativni, prooxidacni,

ucinky.

Cilem této prace bylo na modelové bunécné linii H9¢2 otestovat toxické ptsobeni kobaltu
a oveéfit, zda kvercetin neni toxicky a zda by mohl tuto bunéfnou linii ochranit
pfed cytotoxickymi ucinky kobaltu. Bunétna linie H9c2 zde slouzi jako dostacujici
zjednoduSeny model srdecni tkang, ackoli jde pouze o kardiomyoblasty, které nemaji
vSechny charakteristiky zralych kardiomyocyti (Campero-Basaldua et al. 2023),
coz tento model sice uritym zpisobem limituje, ale pro nds prvotni screening je to

dostacujici.



2 Teoreticka cast

2.1 Kobalt

2.1.1 Zakladni informace

Kobalt je stiibfité Sedym tvrdym kovem, ktery je kiehky, tazny, pomérné nereaktivni
a vykazujici magnetické vlastnosti. Je to chemicky prvek s podobnymi vlastnostmi
jako méa zelezo nebo nikl, coz je dano jejich blizkosti v periodické tabulce prvkl. Jsou
pro ngj typické dva valen¢ni stavy, a to kobaltnaty (II) a kobaltity (II) (Barceloux &
Barceloux 1999).

V lidském organismu je kobalt kovovou slozku vitaminu B2, tzv. kyanokobalaminu.
Tento vitamin je kofaktorem enzymu methioninsyntazy a methylmalonyl-CoA mutazy
a jeho nedostatkem vznik4a onemocnéni zvané megaloblastickd anémie. Vitamin B12 je
zakladni mikroZivinou lidského téla, ktera je dulezita pro jeho spravnou funkei, konkrétné
pro tvorbu Cervenych krvinek (Musioz-Sanchez & Chanez-Cardenas 2019, Paustenbach
etal. 2013).

Kobalt se vyuziva jako syt¢ modré barvivo pro keramiku, sklo a Sperky jiz od roku
2000 pt. n. L. Jeho prvni identifikace jako prvku a nasledné izolace prob¢hla v 18. stoleti
chemiky Bergmanem (identifikace) a Brandtem (izolace) (Paustenbach et al. 2013).
Vyuziti kobaltu v primyslu zacalo az ve 20. stoleti a nejvyssi produkce se dockal v 80.
letech 20. stoleti. Kobalt se vyuZiva ve zpracovatelsky zavodech skla, inkoustu a barev,
a dale pak v primyslu tvrdych kovi, kde se nej€astéji pouzivaji jeho soli. V prumyslu
tvrdych kovt vaze karbid wolframu na tvrdou latku, tohoto se vyuziva u feznych nastrojt
nebo vysokorychlostnich vrtacek, také se vyuziva pti lesténi diamant a byl soucasti

prvniho permanentniho magnetu (Barceloux & Barceloux 1999, Packer 2016).

Z toxikologického hlediska je vyznamné pouziti kobaltu ve formé slitin pfi vyrobé
endoprotéz a z historick¢ého hlediska pouziti kobaltu pro lécbu anémie ¢i jako

stabilizatoru pény v plechovkovém pivu (viz dale).

2.1.2 Vyskyt kobaltu v Zivotnim prostredi

Kobalt nalezneme v zdkladnich slozkéach zivotniho prostfedi jako je vzduch, ptida voda,
nebo strava. Je zde Siroce rozsifenym prvkem vyskytujicim se v podob¢ arsenid, oxida

a sulfidfi. Zne¢isténi vzdusného prostiedi kobaltem je velmi malé (1-2 ng Co/m?). Zavisi
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na rozptylu ¢astic a misté, typické je vétsi znecisténi v méstskych oblastech. Zdroje
vyskytu kobaltu ve vzduchu mizeme rozdélit na dva typy — pfirozené zdroje, kam spada
sopecnd erupce nebo lesni pozary, a antropogenni ¢innost, tj. spalovani fosilnich paliv
nebo emise z motord. Do Zivotniho prostfedi se také kobalt dostava coby Castd slozka

hnojiv v zeméd€lstvi (Barceloux & Barceloux 1999).

V pitné vodé se kobalt vyskytuje ve velmi malych koncentracich (0,1-5 ng/m?). V&tsi
hladiny poté nalezneme v ocednech a pobfeznich vodach. Strava je nejvétsim zdrojem
expozice kobaltu u clovéka. Denni piijjem tedy zavisi na typu stravy. Nejvyssi
koncentrace nalezneme v rybach, zeleniné a Cerstvych obilovinach, kde se vyskytuje

ve form¢ vitaminu B12 ( Paustenbach et al., 2013).

2.1.3 Expozice

Jak bylo zminéno vySe, rozsifeni kobaltu je hojné, a proto se lidé nevyhnou kontaktu
s jeho riznymi slou¢eninami. Nejcastéji se obycejna populace setkava s ¢asticemi kovu
vdechovanim vzduchu nebo pfijmem potravy. Dalsi dilezité oblasti setkani se odviji
od jeho vyuZiti v primyslu, tj. primyslova expozice, a vyuZziti v 1ékafstvi. V 1ékafstvi se

nejcasteji objevuje kobalt v podobé nanocastic nebo iontl (Leyssens et al. 2017).

2.1.4 Vyuziti kobaltu v 1ékarstvi

Od konce 20. stoleti se slitiny kobaltu zacaly pouZivat pifi ndhradach kycelnich kloubt
jako implantaty typu kov na kov (MoM z anglického metal on metal), nebot’ jejich
vyhodou byla odolnost a stabilita. V dnesni dob& jsou jiz znamé jejich nevyhody
spocivajici v uvolnovani mikroskopickych kovovych ¢astic do okolnich tkani, coz mize
vést k projevim nezadouci reakce na kovové tlomky (ARMD). U pacientd s témito
implantaty dochazi k projevim lokalni metaldzy, zadnétu, pseudotumorim, objevuji se
nekrdzy a imunotoxicita. Kone¢nym vysledkem muize byt tiplné selhdni implantatu, které
je doprovazeno bolesti zpiisobenou uplnym poskozenim okolni tkané (Davis 2023).
Meéteni hladiny kovil v plné krvi se poté vyuZziva jako ditkkaz pro intoxikaci a opotiebeni

implantatu (Lhotka et al. 2003).

Diive se na reimplantaci implantati keramika na keramiku (CoC, z anglického ceramic
on ceramic), jejichZ vzacnou nevyhodou byla zlomenina keramické komponenty,
vyuzivaly implantaty typu kov na polyethylen (MoP, z anglického metal on polyethylen).

Po reimplantaci ziistavaly v téle keramické fragmenty, které nasledné porusovaly novy
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implantat a dochazelo tak k uvolfiovani kovovych iontd a Zivot ohrozujicim stavim

(Artiaco et al. 2019).

Ve studii Artiaco et al. (2019) byl popsan piipad 72letého muze, u kterého byla po revizni
operaci implantatu CoC za MoP pfitomna tézka metaldza a synovitida kycle. Doslo tak
k rozhodnuti o dalsi revizni operaci. Nejdiive byly odstranény zbytky keramickych
fragmentl a nasledné doslo ke znovupouziti implantatu typu CoC. Po této operaci doslo

k vymizeni bolesti kycle.

V soucasné dob¢ se od implantati MoM upousti pravé z divodu obav z uvolnovani
kovovych iont do téla. Pouziva se vice jejich alternativa, implantaty CoC. Je ovSem
dialezité zminit, ze benefit MoM implantatii pretrvava u mladych a aktivnich pacientli

s diagnostikovanou primarni osteoartréozou (Davis 2023, Paustenbach et al. 2013).

V minulosti se také kobalt pouzival pro 1é¢bu anémie, a to v denni davce 25-150 mg
CoCl. Vyuzivalo se zde schopnosti kobaltu stimulovat produkci ¢ervenych krvinek. Tato
1é¢ba méla i1 fadu nezddoucich ucinkli — u déti dysfunkei $titné zlazy — a u dospélych
reverzibilni poskozeni zraku a sluchu, coz byl jeden z divodi, proc se od této 1¢cby v 70.
letech 20. stoleti ustoupilo. V nedavné minulosti také panovala obava ze zneuziti kobaltu
jako alternativy krevniho dopingu u sportovct pro zvySeni jejich vykonosti, a proto je
kobalt od roku 2015 na seznamu zakazanych latek (Knoop et al. 2020, Paustenbach et al.
2013).

2.1.5 Farmakokinetika

Farmakokinetika kobaltu byla zkoumana jak u ¢lovéka, tak u laboratornich zvitat. Bylo
dokazano, Ze k nejvétsi absorpci u ¢loveéka dochéazi prosttednictvim gastrointestinalniho
traktu a poté pomoci plic. Absorpce kobaltu zévisi na pozité dévce, rozpustnosti
slouceniny a nutricnim stavu jedince, a naopak nezavisi na iontovém stavu kobaltu.
Mechanismus gastrointestinalniho vstfebavani je navic spolecny jak pro ionty kobaltu,
tak pro ionty Zeleza. Vysoce rozpustné slouceniny jako CoCl» se vstiebavaji mnohem
snadné&ji nez slouceniny lipofilni. Je zde pomérné velkd interindividualni variabilita
vstfebani, ale pfiblizné se do téla vstfeba 25 % podané davky (Leyssens et al. 2017,
Simonsen et al. 2012).

Ionty kobaltu jsou krvi pienaSeny prostfednictvim sérového albuminu a o2-
makroglobulinu, tzv. proteinovych nosict. Nejvétsi koncentrace kobaltu jsou nachdzeny
v jatrech, ledvinach, srdci, slezin€ a plné krvi. Niz§i koncentrace poté miiZeme naleznout
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v kostie, vlasech, lymfatickém ob&hu, mozku a slinivce bfisni. Nejvétsi podil kobaltu

(85 %) je v téle ptitomno jako organokovovy komplex vitaminu Bio».

Eliminace 80-90 % absorbované davky je z vétsi asti vyloucena ledvinami do né€kolika
dni, z mensi Casti poté stolici. Stolici je také primarné¢ vylouc¢en neabsorbovany kobalt
(Paustenbach et al. 2013). Pokud se kobalt poda jednorazove, dochazi nejdiive
ke zvySeni koncentrace v séru a krvi, avSak nasledné¢ dochézi k rychlému vychytavani
kobaltu tkdnémi, zejména jatry a ledvinami. Tento proces je doprovazen vyluCovanim
moci (a stolici). Béhem néasledujicich 24 hodin dosahnou hladiny kobaltu v krvi nizkych
hodnot (Simonsen et al. 2012). 24 hodin po intraven6znim podani je vylouceno v priméru

22 % podané davky CoCl, moci a 1,8 % stolici (Paustenbach et al. 2013).

2.1.6 Toxicita

V nadmémém mnozstvi pusobi nevdzané ionty a nanocastice kobaltu na lidské bunky
cytotoxicky. Obecné mohou indukovat apoptéozu bun¢k a pii vysSich koncentracich
1jejich nekrézu. Podle piijatého mnozstvi miizeme intoxikaci kobaltem rozdélit na akutni
a chronickou (Simonsen et al. 2012).Toxicita kobaltu miize byt zplisobena riiznymi
mechanismy ucinku. Jeden z nich je nasledkem vysoké afinity kobaltu k sulfyhydrylovym
skupinam. Dochazi tak k preruseni Krebsova cyklu inhibici pfemény a-ketoglutaratu
a pyruvatu na sukcinyl CoA a acetyl CoA. Krom¢ toho dochazi k inhibici enzymu
dychaciho fetézce, coz vede k pteruseni tvorby adenosintrifosfatu (ATP). Tyto toxické

ucinky kobaltu jsou reverzibilni (Barceloux & Barceloux, 1999, Jenkinson et al. 2021).

Je zde urcitd podobnost mezi dvojmocnymi ionty vapniku a kobaltu. Této podobnosti
vyuziva dal$i mozny mechanismus toxicity kobaltu. Diky této podobnosti mohou Co*"
ionty vyuzivat transportni cesty pro Ca?" a dochdzi tak k ovlivnéni fady dileZitych
proteint a enzymd. Jednim z moznych cilii je 1 enzym vapnik/kalmodium-dependentni
proteinkinaza (CaMKII). Nasledkem je zvyseni intracelularni koncentrace vapniku (Choi

et al. 2019, Jenkinson et al. 2021).

Dalsi mechanismus je zaloZzeny na vytvareni oxidacniho stresu. Kobalt, jako redoxné
aktivni kov, mé& schopnost vytvaret reaktivni radikaly kysliku (ROS). Pokud jejich
produkce ptekond antioxidacni kapacitu organismu, mize dochézet k riznym zdravotnim
komplikacim v disledku poskozeni DNA, peroxidace lipidii nebo modifikace proteint.

(Valko et al. 2007). Aktivace hypoxii indukovatelného faktoru (HIF) kobaltem muze byt
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dalsim mechanismem toxického ptisobeni kobaltu (Simonsen et al. 2012). Vztahu kobaltu

k hypoxii je vénovana samostatna kapitola.

Pti jednorazovém piijmu vyssich davek kobaltu dochazi k akutni toxicité (Simonsen et
al. 2012). Akutni toxicita byla popsdna prostfednictvim nékolika ptipadl otravy. Prvnim
z ptipadu bylo 19mési¢ni dite, které pozilo 30 ml roztoku CoCly, i pfes rychlou pomoc
Iékara dit¢ na intoxikaci zemielo. Po vySetfeni se u néj zjistila koagulacni nekroza
zaludec¢ni sliznice a edém mozku. Organy jako jatra, ledviny a slezina obsahovaly
89,4 mg Co. Druhym z ptipadii byl Sestilety chlapec, ktery pozil 2 g CoCl,, do né¢kolika
hodin si zacal stéZovat na bolest bficha a zvracel. Nasledné¢ mu bylo poddano emetikum
a byl pozorovan. Plazmatickd koncentrace a koncentrace v plné krvi byla naméfena
ve vysi 426 mg/l a 237 mg/l, i ptes tyto koncentrace byl kobalt rychle z téla vyloucen
(Paustenbach et al. 2013).

Pti dlouhodobéjsim ptisobeni 1 nizkych davek kobaltu na lidské télo dochdzi k jeho
neptiznivym u¢inkiim na tkdn€ a organy. Tato skute¢nost bude rozebrana podrobné;ji déle.

(Paustenbach et al. 2013).

2.1.7 Pusobeni na tkané

V nasledujici kapitole budou popsany Uc¢inky kobaltu na rizné typy tkéni.
v krvi. Plsobeni kobaltu mlize navozovat urcit¢é hematologické nebo reverzibilni
endokrinni ucinky pii koncentracich nad 300 pg/l. Neurologické a kardialni ucinky

nastavaji pii koncentracich okolo 700-800 ug/l (Finley et al. 2012).

Kobalt mize pisobit na nervovy systém. Toto ovlivnéni je mozné diky schopnosti
kobaltu ptrechazet pfes hematoencefalickou bariéru chranici mozek. Dochdzi tak
k projevu fady ptiznakl souvisejicich se zrakem, sluchem, kognitivni funkci nebo
senzorickou a motorickou vykonnosti. Je dilezité zminit, Ze tyto nezadouci ucinky jsou
veétSinou prvnimi diagnostikovanymi projevy piedavkovani ¢i otravy kobaltem, jsou
reverzibilni a pfimo imérné zvySenym koncentracim kobaltu a po skon€eni expozice fada

ptiznakl ustoupi nebo vymizi (Leyssens et al. 2017).

Dal§im moznym projevem pusobeni kobaltu je rozvoj strumy a myxedému. I tyto projevy

jsou reverzibilni a jsou dany inhibici tyrozin jodidazy kobaltem (Simonsen et al. 2012).
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Pti vyrobé tvrdokovil (produkty praskové metalurgie) mize dojit pti dlouhodobé expozici
k projeviim ptisobeni na tkané. Slozkou mohouci za onemocnéni je kobalt, poptipad¢ jeho
kombinace s karbidem wolframu. Hlavni roli zde hraje povaha a koncentrace prasSnosti
v procesech vyroby tvrdokovi a také individualni vnimavost. Pfi kontaktu s tvrdokovem
muze dochazet k plicnim projeviim nebo kontaktni dermatitidé (Vejlupkova Jana et al.

1995).

Vdechovanim prachu, ktery obsahuje kobalt, mize dochazet k projevim astmatu
opozdéného typu, fibrotizujici alveolitis nebo diftizni intersticidlni plicni fibrézy. Astma
je spojeno s drazdivym kaslem a tisni na hrudi. K projeviim dochazi po skonceni pracovni
doby nebo vecer a po preruseni expozice dochazi k vymizeni piiznakt. Pro 1écbu se
krom¢é omezeni expozice pouzivaji bronchodilatacni latky. Fibrotizujici alveolitis je
spojena s vahovym ubytkem, krepitacemi nad plicnimi basemi a neproduktivnim kaslem.
Pro 1é¢bu se vyuziva kortikoidli a omezeni expozice. Opétovna reexpozice by mohla vést
az k plicni fibroze, které je nelécitelna. Dochazi pti ni ke zménam v dolnich polovinach
plicnich poli a jeji projevy jsou podobné fibrozam zptsobenym z jinych pficin. Prevenci
téchto onemocnéni je zamezeni unikli prachu do ovzdusi, poptipad¢ pouziti respiratort

(Vejlupkova Jana et al. 1995).

Po kontaktu klze s kobaltem miize dojit k projevu alergické kontaktni dermatitidy
na zaklad¢ alergické reakce. Tato alergie je Casto spojend i s alergii na ostatni kovy jako
nikl nebo chrom. Po perordlnim poziti kobaltu se na kiizi mohou vyskytnout kozni

vyrazky, pupinky nebo akné (Leyssens et al. 2017).

Kobalt piisobi 1 na kostni dien, kde ovliviiuje tvorbu Cervenych krvinek (erytropoézu).
Pfitomnost kobaltu vede ke zvySené produkci erytrocyti. Tento vliv je dany G¢inkem
kobaltu na erytropoetin, hormon stimulujici tvorbu cervenych krvinek. Dochazi tak
ke zvySeni kapacity krve prenaset kyslik. Této skuteCnosti se vyuzZiva pii stavech
ischemie a tkanové hypoxie. V minulosti se tyto G¢inky kobaltu pouzivaly pro 1écbu
anémii, v dneSni dob¢ jsou tyto skutecnosti spiSe zneuzivany sportovci pro zlepSeni

vykonu (Simonsen et al. 2012).

2.1.8 Chelatacni terapie

Jak bylo zminéno vySe, zvySené koncentrace kobaltu v organismu vyvolavaji nezddouci
toxické u¢inky. ReSenim toxicity kobaltu je vyuziti chelatatni terapie. Princip 16¢by

spociva ve vyvazani volnych iontd kobaltu chelatorem a vytvoreni tzv. chelatu, komplexu
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chelatoru a daného iontu, ktery je nasledné vyloucen z téla. Idedlni vlastnosti chelatoru
by méla byt vysokd selektivita a afinita vi¢i danému iontu, rozpustnost ve vod¢
a schopnost chelatovat i intracelularni ionty. VétSina v praxi pouzivanych chelator ma
vsak pouze ¢ast z téchto vlastnosti. Chelatorem mohou byt jak organické, tak anorganické
latky, napf. kyselina ethylendiamintetraoctovda (EDTA), 2,3-dimerkaptopropan-1-
sulfonat (DMPS), dimerkaprol nebo N-acetylcytein. (Flora & Pachauri 2010). Urcity
chelata¢ni potencial vykazovaly i latky ze skupiny flavonoida (Choi et al. 2019,
Mladeénka et al. 2010).

Vyuziti chelatacni terapie pii intoxikaci kobaltem bylo popsano v n€kolika kazuistikach.
Prvni znich pojednavéa o intoxikaci pacienta s kycCelnim implantatem MoM, kdy
pfi ptijeti byla naméfena hladina kobaltu v séru 489,5 pg/l. Vyuzila se zde kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA) jako chelata¢ni ¢inidlo, které bylo podéavano po dobu
7 dni. Vysledkem bylo snizeni hladin na 393 pg/l. Toto sniZeni nebylo dostatecné, a proto
jakmile to bylo moZné, podstoupil pacient operaci pro odstranéni implantatu. Béhem ni
byla objevena metal6za a ulomky kovové hlavice femuru. Po operaci doslo k dal§imu
snizeni hladin na 111 pg/l, které také nebylo dostate¢né. Nedostatecné snizeni vypovida
o rezidualni metaloze, ktera zlstala v téle 1 po chirurgickém odstranéni pfi¢iny. Proto
pacient podstoupil jesté dalsi 3mesicni chelataéni terapii, jejimz vysledkem byly hladiny

30,17 ug/l (Choi et al. 2019).

Dalsi z kazuistik hovoti o vyuziti 2,3-dimerkaptopropan-1-sulfonatu (DMPS) jako
chelatacniho ¢inidla u pacienta s intoxikaci kobaltem po zavedeni MoM implantatu.
Po dobu 6 dni bylo pacientovi podavano 14 mg latky na kg télesné hmotnosti a nasledné
po dobu 9 dni davka 4 mg/kg. Po mésicni 1é€be klesla hladina kobaltu o 26 %. Po 1écbé
trvajici 10 mésicti doslo ke zlepSeni vétSiny symptomi, ovSem i tak zustaly hladiny

kobaltu ptiblizné 40x vyssi, nez je norma. (Pelclova et al. 2012).

2.1.9 Vliv na srde¢ni tkan

Zvysené hladiny kobaltu maji negativni vliv na srde¢ni tkan. Je to ddno pilisobenim
kobaltu na erytropoetin, ¢imz dochézi k ovlivnéni adaptace srde¢ni tkan€ na hypoxicky
stres (Packer 2016). Detailn€ji bude o ovlivnéni hypoxie kobaltem pojednano

v samostatné kapitole.

Dalsi moZznosti je ovlivnéni srdecni elektrofyziologie. O tomto pojednava studie Castrillo

Bustamante et al. (2021), ktera piedstavuje piipad pacienta, ktery prodélal v letech 2008
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a 2010 oboustrannou endoprotézu kycelniho kloubu za pouziti implantatt typu CoC.
V roce 2014 doslo ke zlomeni endoprotézy a byla provedena revize implantatu za typ
MoP. V roce 2019 byl pacient hospitalizovan se srdecnim selhanim. Byl u néj pfitomny
napadny tieti zvuk srdce, zvySeny tlak v jugularnich zilach a tézk4 ztrata sluchu.
U pacienta byla prokdzana kardiomyopatie spojena s metal6zou se zvySenymi hladinami
kobaltu (166lg/l) a chromu (5951g/1). Bylo rozhodnuto o odstranéni protézy typu MoP
a nahrad¢ za typ CoC. Dva tydny po operaci doSlo navzdory odstranéni protézy a snizeni
hladiny kovt k elektrické boufi s né¢kolika Soky z ICD (implantabilni kardioverter-
defibrilator). Pacient se rychle zhorSoval a jeho stav vyzadoval nouzovou mechanickou
podporu ob¢hu. Po elektrické stabilizaci a poklesu hladin kobaltu a chromu probéhla

transplantace srdce.

Pisobenim kobaltu na srdecni tkan vznika specificky typ kardiomyopatie, tzv. dilataéni
kardiomyopatie. Pro jeji rozvoj je kromé& pusobeni kobaltu potieba alespon jeden
z dalSich kofaktor — deficit thiaminu, alkoholismus, hypotyre6za nebo nizkoproteinova
dieta (Packer 2016). Prvni zminky o kardiomyopatii vyvolané kobaltem se objevily v 60.
letech 20. stoleti, kdy pivovary v Québecu a pozdé&ji i v Omaze, Nebrasce, Minneapolis,
Minnesoté a Belgii zacaly pouzivat pro myti sklenic syntetické detergenty. Nasledkem
toho byla nepfitomnost pény v pivu. Pivovary pfisly s feSenim a zacaly do piva ptidavat
CoClz nebo CoSOy4 jako stabilizatory pény. U tézkych pijaki, u kterych byly pfitomny
1 dalsi rizikové faktory jako nedostateCny pfijem bilkovin, vitaminu a zinku, doSlo
k projevu nahlych srde¢nich potiZzi, projevujicich se ptitomnosti perikardiadlniho vypotku,
polycytémie a rychlou klinickou progresi vedouci k selhani levé komory a kardiogennimu

Soku (Alexander 1972).

Jak jiz bylo zminéno vySe, v minulém stoleti se kobalt pouzival pro 1é€bu anémie v denni
davce 25-150 mg CoClz. Byly uvedeny ptipady, kdy tato 1é¢ba vedla ke kardiomyopatii.
Prvni z nich se odehral v roce 1958, kdy se u ditéte projevila kardiomyopatie a méstnavé
srde¢ni selhani po 1écbé Zelezem a kobaltem. Mezi projevujici se pfiznaky patfily potize
s pfibiranim na vaze, polycytémie, tachykardie, hepatomegalie a masivni struma.
Po vysazeni 1écby ptiznaky odeznély. Druhy ptipad se odehrdl v roce 1984 u ditcte
léceného kobaltem pravé kvili anémii. Nalezy byly velmi podobné naleziim

kardiomyopatie u pijakt piva (Packer 2016).
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Kardiomyopatie se miize vyskytnout i u primyslovych pracovniki vystavenych kobaltu.
Projevujici se ptiznaky jsou podobné jako u pijakt piva, tedy polycytémie, cyanodza,
hypotenze, struma, srde¢ni selhani, sinusova tachykardie nebo dusnost, kterd je spiSe
spojena s ucinky kobaltu na plice nez na srdce. Je dilezité uvést, ze pravé alkohol
potencuje ucinky kobaltu na srdce a mezi dalsi ovliviiujici vlivy patii soucasné vystaveni
téla wolframu. Vysledky epidemiologickych studii uvadi, Ze neni prokazana role kobaltu
u kardiomyopatie priimyslovych pracovnikt (Packer 2016). Tyto vysledky potvrdila
i studie Linna et al. (2020), ktera probihala v letech 1999-2006 a ktera studovala vliv
kobaltu na srdce u pracovnikll v tovarné na vyrobu kobaltu. Hodnoty exponovanych

pracovnikl byly namétfeny na zacatku studie a nasledné po 6 letech.

V soucasné dobé¢ jsou dokumentovany piipady, kdy u pacientii s implantatem typu MoM
doslo k rozvoji kardiomyopatie. Pokud dojde k opotiebeni a korozi implantatu, mohou se
uvolnit ulomky kobaltu, které se S§ifi krevnim obéhem a ukladaji se do tkéni.
Pti koncentracich nad 300 pg/l v séru nebo krvi dochédzi k vyznamnym kardiotoxickym
ucinkim projevujicim se jako polycytémie, Ubytek hmotnosti, perikardidlni vypotek

a hypotyreoza (Packer 2016).

Ve studii Choi et al. (2019) byly studovany dva piipady kardiomyopatie zpiisobené
implantditem MoM. Jeden znich jiz byl popsdn vysSe v kapitole chelataéni terapie.
V tomto ptipadé doslo ke véasnému podezieni na kardiomyopatii zptisobenou kobaltem.
Pacient byl nésledné 1éCen chelatacni terapii (EDTA). Nésledovala chirurgickd revize
vadného implantatu a pokracovani v chelatacni terapii po 3 mésice, ¢imz doslo ke sniZeni
hladin. Ve druhém piipad€ nejprve nebylo podezieni na kobaltem indukovanou
kardiomyopatii. U pacienta doslo k multiorganovému poskozeni a nutnosti transplantace
srdce a ledvin. Diagnoza poSkozeni byla urena az po transplantaci a nasledovala
vymeénéna implantitu a 3mésicni chelatacni terapie, coZ vedlo ke sniZeni hladin. Tyto dva

ptipady nam tak poukazuji na dilezitost v€asného rozpoznani a 1écby.

2.1.10 Hypoxie a vztah ke kobaltu

Termin hypoxie oznacuje situaci, kdy je buitkdm k dispozici mén¢ kysliku nebo kdy je
spotieba kysliku vyssi neZ jeho zasoba. Kyslik je nezbytny pro energeticky metabolismus
aerobnich bun¢k a jeho omezena dodavka vede k poruSe oxida¢niho metabolismu, coz

ma dopad na procesy zavislé na ATP. Tento stav je pro buiiky toxicky a je pfirozenym
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stimulem pro tvorbu erytropoetinu (Murioz-Sanchez & Chanez-Cardenas 2019, Rana et

al. 2019).

Hypoxii indukovatelné faktory (HIF) hraji zasadni roli v regulaci homeostazy kysliku,
nejznaméjs$im faktorem je HIF-1a. Tyto faktory zvySuji expresi gent kodujicich proteiny
jako je vaskularni endotelovy rastovy faktor (VEGF) a erytropoetin, které jsou zapojené
do erytropoézy a angiogeneze, ale mizou ovliviiovat i mitochondridlni respirace
za ucelem ochrany buiiky pied poSkozenim ROS. To se déje za hypoxickych podminek,
HIF-1a snizi aroveil mitochondrialni respirace, a tim snizi mnozstvi mitochondriemi
produkovanych ROS vlivem neefektivni respirace (Murnioz-Sanchez & Chanez-Cardenas

2019).

Ptirozeny stav hypoxie mizeme simulovat pomoci chemické indukce hypoxie za vyuziti
CoCly, coz vede k imitaci stabilizace HIF-1o0/2a. K této stabilizaci dochazi vétSinou
v rozmezi koncentraci 100-300 puM. Pii koncentracich ptesahujici 200-300 pM se
projevuji toxické ucinky, jako jsou apoptotické zmény, zmenseni bun€k, kondenzace
chromatinu, fragmentace jadra nebo naruSeni mitochondridlniho transmembranového
potencidlu. Reakce bunék na CoCl, ovSem zavisi na jejich druhu. (Musioz-Sanchez &
Chanez-Cardenas 2019). Aktivaci HIF dochazi k ovlivnéni bunc¢k produkujicich
erytropoetin. Mechanismus této reakce je pravdépodobné zaloZen na piimé blokaci
na kysliku zavislych hydroxyldz (HIF-a prolyl hydroxyldza a HIF-a asparaginyl
hydroxyldza), ¢imz dochazi k indukci transkripce genu pro erytropoetin. Pii hypoxickeé

odezvé jsou tyto hydrolazy ¢asto povazovany za bunécné senzory (Simonsen et al. 2012).
2.2 Kbvercetin

2.2.1 Vyskyt

Flavonoidy fadime do skupiny polyfenolickych slouc¢enin. MuZeme je rozdélit
do nasledujicich ttid — flavonoly, flavony, isoflavonoidy, flavanony, isoflavany, katechiny
a anthokyanidiny. Kvercetin je pfirodni polyfenolicka slou€enina ze skupiny flavonoidd,
fadi se do podtfidy flavonoll. Tyto slouceniny jsou béznou slozkou potravy. Jsou to
pfirozené se vyskytujici sekunddrni metabolity syntetizované v rostlinach. Zajist'uji

v nich vini, chut’ a barvu.(Ferenczyova et al. 2020, Singh et al. 2021).

Kvercetin je stejné jako ostatni flavonoidy hojné rozsiten v ptirode€, kde se vyskytuje

vvvvvv
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v potravé jsou zelené a cerné Caje, jablka, tfeSné, bobuloviny, papriky nebo cibule. Dale
ho mizeme nalézt v IéCivych rostlinach jako Ginkgo biloba, Hypericum perforatum
a Sambucus canadensis. Stravovani tedy ovliviluje celkovy pfijem flavonoida, ktery se
pohybuje v rozmezi 50-800 mg/den. Kvercetin tvoii 75 % pfijatych flavonoida.
V zapadnich zemich je odhadovany denni pfijem kvercetinu v rozmezi 3-40 mg (Andres

etal. 2018, Liet al. 2016).

2.2.2 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Albert Szent-Gyogyi byl prvni védec, ktery v roce 1936 rozpoznal a izoloval kvercetin.
Kvercetin je jehlickovity krystal zluté barvy a hotké chuti s molekulovou hmotnosti
320,2 g/mol. Tato latka je zcela nerozpustna ve studené vod¢, Spatné rozpustna v horké
vode¢, ale pomérné snadno rozpustnd v alkoholu a lipidech. Diky svému lipofilnimu

charakteru snadno piechazi ptes plazmatickou membranu.

Pro zlepSeni rozpustnosti a biologické dostupnosti jsou uméle vytvareny nanoformulace

kvercetinu (Deepika & Maurya 2022, Li et al. 2016, Zhou et al. 2022).

Nézev kvercetin znaci aglykon bez ptidaného cukru. Pfipadnou glykosylaci tedy nasledné
vznika glykosid. Tato forma je hojné obsazena v ptirod¢€. Ptripojeni cukerné slozky miize

vést ke zméné rozpustnosti, absorpce a ucinku (Li et al. 2016).

Kvercetin je chemicky 3,3',4",5,7-pentahydroxyflavon.Tyto hydroxylové skupiny hraji
klicovou roli v reaktivité, biologické aktivité a tvorbé derivati této molekuly. Pro vSechny
flavonolové slouceniny je typickd hydroxylova skupina v poloze 3. Kvercetin, stejné jako
vSechny flavonoidy, mé strukturu tvofenou 15 uhlikatym skeletem v podobé dvou
fenolovych kruhii spojenych heterocyklickym kruhem obsahujicim kyslik (sumarni

vzorec C15H1007, Obrazek 1) (Deepika & Maurya 2022, Ferenczyova et al. 2020).

Obrazek 1: Vzorec kvercetinu (nakresleno v programu Chemdraw)
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Kvercetin je vyznamny antioxidant, coz bude podrobnéji vysvétleno dale v samostatné
kapitole. Antioxida¢ni ucinky kvercetinu jsou zavislé na poctu pfipojenych
sacharidovych zbytkii, s vyS$§im obsahem se snizuji. Kvercetin je také pifirozenym
inhibitorem transportu auxinu, ma schopnost snizovat aktivitu lipoxygenazy,

superoxiddismutazy (SOD) a katalazy (Ferenczyova et al. 2020, Singh et al. 2021).

2.2.3 Metabolismus a biologicka dostupnost

Jak bylo zminéno vyse, kvercetin je Spatné rozpustny ve vod¢, navic vykazuje chemickou
nestabilitu, coZ omezuje jeho schopnost proniknout membrénou. To vede k jeho velmi
nizké (~2 %) oralni biologické dostupnosti. Tato dostupnost mize byt ovlivnéna
ptipojenim cukernych slozek. Po hydrolyze glykosidu na aglykon se dosahuje 65-81%
absorpce. Biologicky polocas v krvi je kratky, v priméru 3,5 hodiny (Deepika & Maurya
2022, Ferenczyova et al. 2020, Li et al. 2016).

Dulezity vliv na absorpci kvercetinu ma typ pfipojeného cukru, dale potravinova matrice,
ze které je konzumovan, a spolecné podani s vldkninou a tuky. Jak bylo zminéno,
kvercetin je do téla nejcastéji pfijiman ve formé& glykosidl, ty mohou byt ve stievni
sliznici hydrolyzovany pomoci B-glukosidaz na aglykony. K absorpci aglykonu dochézi
ve stfevni sliznici pomoci pasivni difize, zatimco nékteré glykosidy mohou byt
absorbovany pomoci SGLT-1 transportéru (sodik-glukézovy kotransportér). Nasledné
dochazi k tvorbé metabolith glukuronidaci, sulfataci a methylaci. Tyto procesy probihaji
v tenkém a tlustém stfeve, ledvindch a jatrech. Metabolity jsou dale distribuovany
do tkani. Eliminace probiha velmi rychle, primarné pomoci ledvin a ¢aste€né pomoci plic

(Andres et al. 2018, Li et al. 2016).

2.2.4 UtinKy kvercetinu na lidsky organismus

Kvercetin je dlouhodobé¢ studovén a byla jiz publikovana fada praci studujicich na in vitro
a in vivo modelech moZzné prospé€sné Ucinky kvercetinu proti fadé patofyziologickych
procest, nemocem a civilizacnim chorobam. Tak byly popsdny jeho antioxidacni,
protialergické, protizanétlivé, antikarcinogenni, kardioprotektivni, antivirové,
antibakterialni nebo antidiabetické ucinky (Ferenczyova et al. 2020, Singh et al. 2021).
Proto je kvercetin bézné pfijiman v potravnich doplicich stravy v ddvce az 1 g/den
(Deepika & Maurya 2022, Tripathi et al. 2019). Kvercetin byl testovan i jako antidotum
pfi otravé t¢zkymi kovy. Pusobi zde jako chelator toxickych kovli a zhasi volné radikaly

(Qietal 2022).
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Lidské télo je vybaveno sofistikovanym systémem obrany proti oxidaci, ktery chrani buiiky
pted Skodou zplsobenou volnymi radikaly. Volné radikaly jsou reaktivni molekuly
s jednim nebo vice neparovymi elektrony, fadime sem molekuly ROS a RNS (reaktivni
dusikové formy). Pfi normalni funkci organismu vykazuji tyto latky fyziologické funkce,
jako je relaxace hladkych svalii nebo se podili na metabolismu xenobiotik. Pokud dojde
k nerovnovaze mezi produkci reaktivnich forem a neutralizujicimi antioxida¢nimi
mechanismy, vznikd oxidacni stres. ROS a RNS reaguji snadno s proteiny, sacharidy
1 lipidy a pii nerovnovaze dochéazi ke snadnému poskozeni molekul (Boots et al. 2008,

Deepika & Maurya 2022, Rodrigo et al. 2022).

Kvercetin ma schopnost darovat své atomy vodiku a neutralizovat tim reaktivni radikaly.
Je tak silnym zhaSe¢em volnych radikalt a jeho podani slouZi jako prevence oxida¢niho
stresu a starnuti (Deepika & Maurya 2022). Mimo to mé kvercetin schopnost ovlivnit
antioxidac¢ni kapacitu téla prostfednictvim regulace glutathionu (GSH), ktery slouzi jako
darce vodiku, a tedy jako antioxidant. Také reguluje signalni drahy, které jsou indukované
ROS, jako MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), NRF2 (Nuclear Factor Erythroid
2-Related Factor 2) nebo AMPK (AMP-Activated Protein Kinase). Zaroven pomaha

predchazet poskozeni vychytavanim reaktivnich forem. (Qi et al. 2022).

2.2.5 Pisobeni na srdecni tkan

Kardioprotektivni ucinky kvercetinu jsou spojeny s inhibici apoptdzy, sniZenim
oxidac¢niho stresu a ovlivnénim zanétlivych proteinii v srdci. Kardioprotekce byla
prokézana na tad¢ in vitro 1 in vivo modelech. Podle téchto studii kvercetin vykazuje silné
ochranné u¢inky pfi riznych typech srdecniho poSkozeni (Ferenczyova et al. 2020).
Piikladem takového poskozeni je nepiiznivd remodelace srde¢ni tkan€ po infarktu
myokardu. Ochranny ucinek kvercetinu byl dokazan v in vitro studii na potkanech
trpicich infarktem myokardu, kterym byl po dobu 30 dni ordln€¢ podavan kvercetin

v davce 50mg/kg (Papakyriakopoulou et al. 2022).

Kvercetin vykazuje také antihypertenzni u€inky, coz potvrzuje studie Oyagbemi et al.
(2018). Pii této studii byly zkoumdny u potkani ucinky kvercetinu na hypertenzi
indukovanou floridem sodnym. Studie prokézala, Ze podévani jak 50 mg/kg kvercetinu,
tak 100 mg/kg kvercetinu oralni sondou spolecné s 300 ppm floridu sodného snizilo

krevni tlak a zlepSilo obranny antioxidacni systém.
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Ochranny ucinek kvercetinu na srdecni tkan byl zkouman i v nékolika klinickych
studiich, kde byl potvrzen jeho ucinek na krevni tlak u pacientli s hypertenzi, diabetem
mellitem, obezitou nebo u kufaki (7Terao 2017). Ve studii Edwards et al. (2007) byl
antihypertenzni u¢inek kvercetinu potvrzen. Do studie byli zafazeni pacienti se zvySenym
krevnim tlakem na hranici hypertenze a hypertenzi. Po dobu 28 dni jim byl podavan bud’
kvercetin v davce 730 mg nebo placebo. Na konci experimentu doslo ke snizeni krevniho

tlaku u pacientt trpicich hypertenzi.

Bylo popsano, ze kazdodenni podéavani kvercetinu mize vyrazné snizit riziko srdecnich
a cévnich onemocnéni, protoze kvercetin v krevnim obéhu zlepSuje stav cév a snizuje
riziko cévnich onemocnéni jako je tromboza a mrtvice a ovliviiuje srazeni krve (Ullah et

al. 2020).

2.2.6 Negativni vliv kvercetinu

V zavislosti na koncentraci kvercetinu a redoxnim stavu buiiky maze kvercetin projevit
kromé svych pozitivnich antioxida¢nich G€¢inkt 1 u€inky negativni, prooxidacni (Deepika
& Maurya 2022). Ve studii Daubney et al. (2015) byl pravé tento jev zkouman na bunécné
linii H9¢2. Bylo prokazéano, ze po 72hod. inkubaci se projevuje kardiotoxicita kvercetinu
jiz pti koncentraci 10 pM. Pfi krat$i 48hod. inkubaci se kardiotoxicita projevila pouze
pti koncentracich 30 a 100 uM. Podavani denni davky az 1 g kvercetinu po dobu né€kolika
mésict vSak nevedlo k Zddnym nezadoucim zménam ve funkci jater a ledvin, krevnim

obrazu, sérovych elektrolytech nebo krevnich parametrech (Zhou et al. 2022).

2.2.7 Kvercetin a kobalt

Studie Ajibade et al. (2017) zkoumala ucinky kombinace kvercetinu a vitaminu C
podavaného potkantim. Kobalt byl podavan v koncentraci 650 ppm v pitné vode¢,
kvercetin v ddvce 50 mg/kg a vitamin C v davce 100 mg/kg. Latky byly podadvany denné
gastrickou sondou po dobu 14 dni. Patnacty den byla zvifata usmrcena, provedena pitva
a odebraly se vzorky. Vystaveni potkani chloridu kobaltnatému vedlo k indukci
oxidacéniho stresu a zvySeni hladin ROS, jako je peroxid vodiku, a ndslednému poskozeni
tkani a k projeviim hypertenze. TaktéZ dochéazelo ke sniZeni aktivity glutathionperoxidazy
a hladin glutathionu. Naopak podavani kvercetinu, vitaminu C nebo jejich kombinace
vedlo ke snizeni hladiny peroxidu vodiku a zvySovani aktivity antioxidacnich slozek, coz
vedlo ke zmirnéni poSkozeni. Studie tak prokazala, Ze soucasné podani kvercetinu

a vitaminu C vede ke sniZeni krevniho tlaku a potvrzuje tak protektivni G€inky kvercetinu.
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2.3 Bunky H9c2

2.3.1 Bunéc¢na linie H9¢2

Bunééna linie H9¢2 je embryondlni myoblastova linie, ktera byla pivodné izolovana
z ventrikularni ¢asti srdce potkana. Diky svym biochemickym, morfologickym
a hormonalnim vlastnostem se vyuziva in vitro jako napodobenina pro kosterni a srde¢ni
sval, je tedy Castecné schopnd diferenciace na tyto dva bunécné fenotypy. Bunky H9c2
jsou tedy nediferencované myoblasty s moznosti diferenciace, které ovSem nevykazuji
spontanni kontraktilni aktivitu ani v diferenciovaném stavu (Campero-Basaldua et al.
2023, Kuznetsov et al. 2015).Tyto bunky byly poprvé popsany v roce 1976 védci
Kimesem a Brandtem. Mezi vyhody téchto bun€k patii rychld propagace v kultuie
a homogenni odezva na podnéty, jednoduché kultivacni protokoly a nizké naklady
na udrzovani linie (Onodi et al. 2022). Diky ptitomnosti nékterych kardidlné specifickych
markerd se linie podoba dospélym kardiomyocytim a je tak pouzivana ve studiich
zamétenych na mechanismy srdecni diferenciace, toxicitu, poSkozeni oxidacnim stresem
nebo pii modelaci kardiovaskularnich onemocnéni (Branco et al. 2015, Pereira et al.
2011). Nicmén¢ i v diferencovaném stavu postrada nékteré jasné specifické kardialni

markery jako je heavy myosin (Lenco et al. 2015).

Vétsina studii pouzivajicich bunécnou linii H9¢2 vyuziva bunky v nediferencovaném
stavu. Vysledky kardiotoxicity ovSem prokazaly rozdilnost vysledki v zavislosti na stavu

diferenciace bunék (Branco et al. 2015).

2.3.2 Diferenciace bunééné linie H9¢2

Jak jiZz bylo zminéno, tato bunécna linie tedy vykazuje schopnost diferencovat se
na bunky podobné kosternimu nebo srde¢nimu svalu. Proces diferenciace je velmi slozity
a vpribéhu dochdzi ktadé zmén jako zastavé bunécného cyklu a pfeméné
na mnohojaderné bunky. Dochdzi také ke sniZeni Zivotaschopnosti bun¢k a zvySeni

citlivosti na hypoxii (Branco et al. 2015, Onddi et al. 2022).

Pti kultivaci bunék v médiu svysokym obsahem séra (10% FBS) jsou buiky
nediferencované. Maji vietenovity tvar a jsou jednojaderné. Zaroven jsou vice zavislé
na glykolyze (Branco et al. 2015, Branco et al. 2012). Pfi kultivaci bun€k v mediu
s nizkym obsahem séra (1% FBS) dochazi k diferenciaci z mononukleovanych myoblastl
na dlouhé mnohojaderné myotuby a bunky tak ziskdvaji fenotyp kosterniho svalstva.
Dutikazem je pfitomnost specifickych markeri — myogeninu a myogenniho regula¢niho
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faktoru 1 (MyoD, z anglického Myogenic Differentiation 1) (Branco et al. 2015, Pereira
etal. 2011).

Pokud se k médiu s obsahem 1 % séra FBS pfida retinova kyselina (RA), méla by
prevladat diferenciace na fenotyp podobny srdecnim bunikam. Buiky se tak stavaji
dlouhymi, rozvétvenymi a mnohojadernymi (viz Obrazek 2). Dochazi ke zvyseni
specifickych srde¢nich markert jako je troponin T nebo myosinovy lehky fetézec 2
(Branco et al. 2015, Pereira et al., 2011). OvSem studie Campero-Basaldua et al. (2023)
RA, jak se obecné¢ myslelo, ale doba trvani diferenciace, protoze v zavislosti
na vzristajicim Case probéhla diferenciace u vice nez 50 % bunék na srdecni fenotyp

bez ohledu na pfitomnost RA.

10% FBS

Obrazek 2: Bunky H9c2 (Ptevzato a upraveno z Pereira et al. 2011)
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3 Cil prace

Cilem prace bylo u bunécné linie H9¢2 urcit hodnoty ICso pro toxické ptisobeni chloridu
kobaltnatého (CoCl;) inkubovaného s buitkami po 24 hodin. Nasledné¢ stanovit hodnotu
ICso pro kvercetin pfi expozici 48 hodin a nakonec zjistit, zda pretreatment kvercetinem

24 hodin pfed samotnou 24hodinovou koinkubaci s CoCl» bude mit protektivni vliv.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

Phosphate Buffered Saline (PBS), Sigma-Aldrich, kat. ¢.: P4417

Fetal Bovine Serum (FBS), Sigma-Aldrich, kat. ¢.: F9665

StableCell Trypsin Solution (Trypsin/EDTA 10X), Sigma-Aldrich, kat. ¢.: T2610
Trypanova modf, GE Healthcare, kat. ¢.: SV30084.01

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) bez pyruvatu, Sigma-Aldrich, kat.
¢.: D5796

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT roztok),
Sigma-Aldrich, kat. ¢.: M5655

Dimethylsulfoxid (DMSO), Fischer Chemicals, kat. ¢.: D4125/PB17
Chlorid kobaltnaty bezvody, Cistota > 99,9 %, Sigma-Aldrich, kat. ¢.:449776
Kvercetin dihydrat, Sigma-Aldrich, kat. ¢.: Q4951

Dodecylsiran sodny 10% (SDS), Sigma-Aldrich, kat. ¢.:71736

4.2 Pristrojové vybaveni

Bunéény CO» inkubator a laminarni box (ESCO)
Invertovany mikroskop (Optika, XDS-1R)

Vortex (ThermoFisher Scientific)

Automatické pipety s riznym rozsahem (Eppendorf)
Automatické pipety Accu-jet Pro (Brand)
Pasteurovy pipety

Biirkerova komirka (Brand)

Spektrofotometr (Hidex sense)
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4.3 Pracovni postupy

4.3.1 Pasazovani a kultivace

Pro experiment byla pouzita bunétné linie odvozend od potkanich kardiomyoblastl

HO9c2. Experiment byl provadén za aseptickych podminek v laminarnim boxu.

Pro kultivaci bunék bylo pouzito medium DMEM +10 % FBS, + 1 % P/S, 1 % HEPES
s 1 mM pyruvatu. Kultivace probihala pii teploté 37 °C v atmosféte s 5 % CO,. Pasaz
bunék probihala 2x tydné.

Na zacatku prace musela probéhnout kontrola stavu bun¢k pod mikroskopem. Pro nas
experiment musely mit buniky dostatecnou konfluenci. Po této kontrole bylo z lahve
pomoci Pasteurovy pipety vysato staré medium a probéhl 2x oplach pomoci PBS.
Dostatecny oplach jsme poznali pomoci nepfitomnosti riizového zbarveni v lahvi.
Nésledné se do lahve ptidal 1 ml trypsinu a probéhla Sminutové inkubace. Po inkubaci se
pod mikroskopem zkontrolovalo, zda se buniky uvolnily ze dna lahve. Po této kontrole se
k buiikdm silnym proudem, pro rozbiti shluki, ptidalo medium a vytvofila se suspenze.
Cast této suspenze se dale pouzila k experimentim a &ast se zachovala pro naslednou

dalsi kultivaci.

4.3.2 Poéitani bunék

Pouzivala se ¢ast pfedtim vytvorené suspenze, ktera byla prenesena do kadinky. Nésledné
bylo do mikrozkumavky odebrano 100 pl této suspenze a bylo k ni pfidano 100 pl
trypanové modfi. Toto barvivo je pro burnky toxické, a proto ho zivé buiky aktivné
vypuzuji, ale mrtvé bunky se obarvi namodro. Tyto bunky pak nasledné pocitame. Z této
vytvofené smesi odebereme 10 pl, které dame do obou pocitacich ¢tvercli Biirkerovy
komirky a komirku vloZime pod mikroskop. Jak jiZ bylo zminéno, pocitaji se obarvené
buiiky, a to v 10 ¢tvercich (5 ¢tvercl v horni ¢asti a 5 ¢tvercl v dolni €asti) podle tzv.
pravidla L (Obréazek 3). Vysledny pocet bun€k se vynasobi 2x (faktor fedéni ptidanim
trypanové modii) a nasledné jesté 1000x (pro ptevod z pl na ml). Vysledkem je tedy pocet
bunck v 1 ml. Nésledné se pro vypocet pouzila sméSovaci rovnice. Timto vypoctem jsme
zjistili, kolik média je tfeba ptidat k nasi suspenzi, abychom dosdhli pozadované

koncentrace 100 000 bun¢k na 1 ml suspenze.
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Obrazek 3:Schéma Biirkerovy komurky a ukazané pravidlo L pro pocitani bun¢k (pfevzato
z https://www.marienfeld-superior.com/counting-grids.html)

4.3.3 Piiprava bunék na experimenty

Po spocitani bunék a pfipraveni suspenze bun¢k o pozadované koncentraci se pomoci
multikanalové pipety napipetovala dané suspenze po 100 pl/jamku (10 000 bunék/jamku)
na 96jamkovou kultivaéni desticku a ta byla vloZzena do inkubatoru na 24 hod. Nésledujici
den byly bunky na desti¢ce zkontrolovany pod mikroskopem a nasledné bylo kultivaéni
medium DMEM vyménéno za expozi¢ni medium bez 10% FBS (SFM) a nasledovala
dalsi 24hod. inkubace, po které jiz zacaly cytotoxicitni experimenty. Vyména DMEM

za SFM byla nutna pro synchronizaci buné¢ného cyklu a zastaveni proliferace bunék.

4.3.4 Stanoveni cytotoxicity chloridu kobaltnatého po 24hodinové expozici

Pti testovani cytotoxicity kobaltu byly pouZity jiZ pfipravené zasobni roztoky CoCly, a to
o koncentracich — 1x 103, 1x 102, 1x 10" a 1 M. Pro ziskani pozadovanych testovanych
koncentraci CoCl, 1x 10, 1x 105, 1x 10, 1x 1073, 1x 10 M byly pouzity jiz zminéné
zasobni roztoky, které byly zfedény 1000x, poptipad€ 100x expozi¢nim mediem (SFM).

Pro stanoveni cytotoxicity bylo z jamek odsito SFM a piidano Cerstvé SFM s jiz
rozpus$ténou pozadovanou koncentraci CoClz. Takto byly buniky inkubovany za stejnych

podminek nasledujicich 24 hodin.
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4.3.5 Stanoveni cytotoxicity kvercetinu po jeho 48hodinové expozici

Pii experimentu jsme pouzivali kvercetin dihydrat. Nejdiive jsme museli pfipravit
zasobni roztoky, které jsme poté dale pouzivali. Pro pfipravu zésobnich roztokli jsme
pouzili princip sériového fedéni a fedili jsme v poméru 1:9 (Tabulka 1). Pro fedéni jsme
pouzili DMSO. Pro ziskéni testovanych koncentraci, 1x 10, 1x 108, 1x 107, 1x 107,
1x 10, 1x 10* a 1x 10 M, byly zasobni roztoky ziedény 1000x expoziénim mediem.

DMSO je zde pouzito jako pozitivni kontrola, zatimco SDS jako kontrola negativni.

Pro stanoveni cytotoxicity bylo zjamek odsito SFM a ptidéno cCerstvé SFM s jiz
rozpu$ténou pozadovanou koncentraci kvercetinu. Takto byly bunky inkubovany

za stejnych podminek nasledujicich 48 hodin.

Koncentrace zasobniho roztoku [M] Zpiisob pripravy
1 z navazky

1x 10! 10x fedéno 1 M
1x 1072 10x fedéno 1x 10'M
1x 107 10x fedéno 1x 102 M
1x 104 10x fedéno 1x 10> M
1% 107 10x fedéno 1x 10*M
1x 106 10x fedéno 1x 10° M

Tabulka 1: Piiprava zasobnich roztokl kvercetinu

4.3.6 Pretreatment kvercetinem a koinkubace kobaltu s kvercetinem

Pii pretreatmentu kvercetinem jsme bunky inkubovaly v SFM s vybranymi
koncentracemi 1x 107 a 1x 10°® M kvercetinu, a po 24 hod. bylo médium odsato
a nahrazeno SFM s vybranou koncentraci kvercetinu a vzrustajici koncentraci CoCl;
1x 103, 1x 10™%, 1x 1073,1x 102 M. Po 24hodinové koinkubaci probghlo stanoveni
cytotoxicity MTT testem.

4.3.7 Stanoveni cytotoxicity MTT testem

Tento test patfi mezi nejcastéjsi testy Zivotaschopnosti a proliferace bunék. Je zaloZen
na redukci zlutého 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu (MTT
roztok) na fialovy formazan. Test se sklada ze dvou fazi. V prvni f4zi dochazi metabolicky
aktivnimi bunikami k pfeméné MTT roztoku na formazan, ve druhé fazi poté dochazi

k rozpusténi krystalti formazanu (Benov 2021).
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V nasem piipad¢€ se ptidavalo do kazd¢ jamky desticky 25 pl MTT (3 mg/ml), v case
3 hodiny pifed planovanym koncem expozice. Nasledovala 3hod. inkubace pfi teploté
37°C. Po inkubaci se z jamek odstranil vznikly tekuty obsah a nasledné se ptidalo 100 pl
DMSO prave pro rozpusténi formazanu. Po rozpusténi nésledovalo spektrofotometrické

zméteni pii vinové délce 570 nm na piistroji Hidex sense.

4.3.8 Statistické zpracovani dat

Pro zpracovani vysledkii bunécéné cytotoxicity byl pouzit program Microsoft Excel.
Program GraphPad Prism 10 byl pouzit pro statistické a grafické zpracovani dat a vypocet
hodnot ICso. Pro vypocet hodnot ICso byla pouzita funkce nelinedrni regrese
s tiiparametrovym modelem. V grafech jsou zobrazeny hodnoty R2. Pro stanoveni
statisticky vyznamnych rozdilti byla pouZita jednocestnda ANOVA s Holm-Sidék post-

hoc testem.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni cytotoxicity a ICso kobaltu v bunééné linii H9c2

po 24hod. expozici

V prvni ¢asti naseho experimentu byla bunécna linie H9¢2 vystavena po dobu 24 hod.
pusobeni CoCl> v koncentracich od 1 uM do 10 mM. Experiment byl proveden za vyuziti
pozitivnich a negativnich kontrol. Ob¢ kontroly byly inkubovany po stejné dlouhou dobu
jako zkouSeny CoCly, tj. 24 hod. Jako pozitivni kontrola, predstavujici 100% viabilitu
bunék, bylo pouzit¢ DMEM bez pyruvatu a séra. Jako negativni kontrola byl pouzit 10%
roztok SDS, ktery dosahoval ptiblizn€ 5 % viability pozitivni kontroly.

Na Obrazku €. 4 je znadzornéna jiz zminéna 24hod. expozice. Je zde viditelné, Ze bunécna
viabilita klesd se zvysujici se koncentraci CoClz, coz znac¢i davkovou zavislost.
K prvnimu statisticky vyznamnému poklesu viability na hodnotu 47,6 % doslo
pfi koncentraci 1 mM. Jesté vétsi pokles viability na hodnotu 23,1 % byl detekovan
pfi nédmi nejvyssi zkoumané koncentraci 10 mM. Hodnota ICso po 24 hod. byla 788,5
uM, hodnota koeficientu determinace R? byla 0,9555, ukazujici na velmi dobrou shodu

modelu s naméfenymi daty.

24hod. inkubace H9¢2 s CoCl,
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Obrazek 4: Graf zavislosti viability na koncentraci CoCl; po 24hod. expozici.
Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné vypocteny pomoci jednocestne
ANOVA s Holm-Sidék post hoc testem: ***p <0,0001
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5.2 Stanoveni cytotoxicity a ICso kvercetinu v bunécné linii H9c2

po 48hod. expozici

Ve druhé ¢asti naseho experimentu byla bunécna linie H9¢2 vystavena po dobu 48 hod.
pusobeni kvercetin dihydratu v koncentracich od 1 nM do 10 uM. Stejné jako v pfedchozi
¢asti 1 zde bylo vyuzito DMEM bez pyruvatu a séra jako pozitivni kontrola se svou

viabilitou 100 % a 10% roztok SDS jako kontrola negativni, vykazujici viabilitu bunék
2,8 %.

Na Obrazku ¢. 5 je znazornéna jiz zminéna 48hod. expozice. Na rozdil od grafu
znazoriujiciho kobalt zde nevidime zadnou davkovou zévislost na viabilitu bunék.
Ve vsech koncentracich je viabilita bun¢k nad 90 % a mirny odchyl mize byt dan
lidskym faktorem a moznou chybou. Z grafu je tedy patrné, ze po 48hod. expozici

kvercetinu na buiiky nedochézi k Zadné cytotoxicité. Hodnoty ICso nebylo dosazeno

(n.d.).
48hod. inkubace H9¢c2 s kvercetinem

125- ns

R e e e o B
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% R? = 0,8956
S 50_ .................................................................................
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Obrazek 5: Graf zavislosti viability na koncentraci kvercetin dihydratu po 48hod. expozici.
Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné vypocéteny pomoci jednocestné
ANOVA s Holm-Sidék post hoc testem: ns - nesignifikantni
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5.3 Stanoveni cytotoxicity v bunécné linii H9c2 po 24hod.

pretreatmentu kvercetinem a nasledné 24hod. koinkubaci s CoCl

V posledni ¢asti naseho experimentu byla bunécna linie H9¢2 vystavena po dobu 24 hod.
pusobeni dihydratu kvercetinu v koncentraci bud’ 100 nM nebo 1 uM (pretreatment)
a nasledn¢ byla vystavena pusobeni chloridu kobaltnatému v koncentracich od 10 nM
do 10 mM (koinkubace kvercetinu s kobaltem). I pfi této ¢asti experimentu bylo vyuzito
DMEM jako pozitivni kontrola viability (100 %) a 10% roztok SDS jako negativni
kontrola (viabilita 8,5 %).

Jak je vidét z grafu na Obrazku €. 6 a 7, pretreatment kvercetinem v obou testovanych
koncentracich zcela zabranil cytotoxickému ptsobeni chloridu kobaltnatého ve vSech
testovanych koncentraci, tj. v koncentracich, které sami o sobé vykazovaly cytotoxické

pusobeni (viz Obr. 4). Hodnoty IC 50 ani v jednom ptipadé nebylo dosazeno.

Pretreatment H9c2 1uM kvercetinem (24 hod.)
s naslednou koinkubaci s CoCl, (24 hod.)

125- ns

100§~ b $ o
2-75 ICso = n.d
= R?=0,9785
<
; 50 .................................................................................

25-
@
0 :"I LR | L S | v IIII"'I:
CTR 1o 102 103 10¢ SDS

CoCl,, [uM]

Obrazek 6: Graf zavislosti viability bunék pii 24hod. pretreatmentu 1 uM kvercetinem
a nasledné 24hod. koinkubaci s CoCl,.Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné
vypocteny pomoci jednocestné ANOVA s Holm-Sidak post hoc testem: ns - nesignifikantni
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Pretreatment H9c2 100nM kvercetinem (24 hod.)
s naslednou koinkubaci s CoCl, (24 hod.)
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Obrazek 7: Graf zavislosti viability bun¢k pii 24hod. pretreatmentu 100 nM kvercetinem
a nasledné 24hod. koinkubaci CoCl. Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné
vypocteny pomoci jednocestné ANOVA s Holm-Sidak post hoc testem: ns - nesignifikantni
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6 Diskuse

Cilem préace bylo urcit hodnoty ICso u bunécné linie H9¢2 po 24hodinové inkubaci
s CoCl> a po 48hodinové inkubaci s kvercetinem. Nasledné se zjistovala schopnost
24hodinové preinkubace kvercetinem ochranit H9¢2 bunky pted 24hodinovou inkubaci
s CoCl.

Po 24hodinovém vystaveni bunécné linie H9¢2 koncentracim od 1 uM do 10 mM CoCl»
jsme prokazali davkovou zavislost a cytotoxické pusobeni kobaltu s hodnotou ICso=
788,5 uM. Signifikantni pokles viability o vice nez 50 % nastal pfi koncentraci 1mM,
prvni nesignifikantni pokles viability byl pozorovan jiz pti 100 uM koncentraci. Tento
vysledek je také v souladu s naSimi ptfedchozimi vysledky zkoumajicimi toxicitu chloridu
kobaltnatého na téze bunécné linii po 24 a 48hodinové expozici. I zde byla potvrzena
cytotoxicita CoClz po 24hodinéch, a to od koncentrace 100 pM a hodnota ICso byla
500,5 uM. Cytotoxicita po 48 hod. byla zhruba dvojndsobna sICse= 212,2 uM
(Rottenbornova, 2023). Rozdil v hodnotach ICso je pravdépodobné zplsoben pouzitim

jiné pasaze bunécné kultury.

Z dostupnych zdroji nebyla k dispozici k porovnani hodnota ICso na téze bunécné linii,
ale toxicky ucinek kobaltu byl potvrzen i na fad¢ jinych bunéénych kultur v jinych
studiich. Jednou znich je studie Horev-Azaria et al. (2011), kde byla pouzita delsi
inkubaéni doba (48 hod. a 72 hod.) a byla pouzita celd paleta bunécnych kultur
pro studium toxicity kobaltu v podob€ nanocéstic a iont. Buné¢né kultury, zastupujici
tkané jako plice (A549 a NCIH441), stteva (Caco-2), jatra (HepG2), ledviny (MDCK)
aimunitni systém (dendritick¢ bunky), byly vystaveny koncentracim v rozmezi
0,05- 1,0 mM a byl zkouman jejich cytotoxicky efekt. Souhrnné lze fici, Ze kobaltové
nanoCastice 1 samotné ionty vykazovaly podobnou toxicitu projevujici se
pii koncentracich nad 200 uM, ktera se lisila v zavislosti na pouZité bunécéné linii a Case,

ale trend 1 hodnoty ICso byly srovnatelné s naSimi vysledky.

Expozice buné€k H9c2 kvercetinem po dobu 48 hod. neprokazala v zadné z testovanych
koncentraci (od 1 nM do 10 uM) cytotoxicitu. Podobny vysledek byl uveden v in vitro
studii Angeloni et al. (2007), kde byla bunécnd linie H9¢c2 vystavena koncentracim
kvercetinu od 1 pM do 30 uM po 24 hod., a ani zde nebyla prokdzéna snizena
zivotaschopnost bun¢k. MoZnost cytotoxického plsobeni kvercetinu je prokazana

ve studii Daubney et al. (2015). V této studii je bunécna linie H9c2 vystavena
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koncentracim kvercetinu od 1 do 100 M po dobu 24, 48 a 72 hodin. Po 24hod. inkubaci
nebyl zaznamenan u zadné z uvedenych koncentraci vliv na zivotaschopnost bunék.
Po 48hod. inkubaci doslo v koncentracich 30 a 100 uM k signifikantnimu snizeni
zivotaschopnosti a po 72hod. inkubaci doslo k signifikantni cytotoxicit¢ jiz
pfi koncentraci 10 uM. Tyto studie tedy potvrzuji naSe vysledky. Zaroven z nich mtizeme
vyvodit zavér, Ze cytotoxicita kvercetinu je zavisla na délce vystaveni bunécné linie jeho

pusobeni a koncentraci.

Mozné protektivni plisobeni kvercetinu proti plisobeni kobaltu bylo testovano
pfi 24hodinové preinkubaci H9¢2 bunék kvercetinem v koncentracich 100 nM nebo 1 pM
anaslednou inkubaci s CoCl, v koncentracich od 10 nM do 10 mM. Zde byla jednoznacné
prokazéana schopnost kvercetinu zabranit projeviim cytotoxicity CoCl; a Zivotaschopnost

bunék zustala zcela na kontrolnich hodnotach.

V literatufe jsme nenasly podobnou studii, ktera by byla designovana stejn¢ a zkoumala
by ¢isté protekci kvercetinem proti expozici kobaltem. Existuje ale fada podobnych praci,
které popisuji protektivni pisobeni kvercetinu na nami studovanou bunécnou linii H9¢2,
nejcasteji proti pusobeni antracyklinového antibiotika doxorubicinu. Naptiklad Chen
etal. (2013) ve své studii zkoumal Gcinky 4hod. preinkubace pomoci kvercetinu (0 -
200 uM) a nasledné vystaveni bunck 0,45 pM doxorubicinu po dobu 24 hod. Doxorubicin
vyvolal u bun¢k 50 % snizeni viability, které byl kvercetin o koncentraci od 50 do 200 uM
schopen zabréanit. Podobn¢ Zhang et al. (2018) zkoumal Gc¢inky 24hod. preinkubace
kvercetinem ve formé methanolového extraktu z rostliny Alternanthera philoxeroides
(10, 20, 40, 80, 160 mg/ml), kterd obsahuje kvercetin, proti 24hod. toxickému plisobeni
10uM doxorubicinu. Ackoliv vysledky nelze pticist pouze kvercetinu, protoze byl pouzit
necharakterizovany smésny extrakt, i zde byl zaznamenam protektivni G¢inek. V dalsi
ze studii byl zkouman toxicky vliv 4-hydroxynonenalu (25 pM) na bunécnou linii H9¢2.
Buniky byly po dobu 24 hod. ptedléceny extrakty z olivovych listd, které obsahuji
kvercetin (0,1 - 1 uM). I zde bylo prokdzano zlepSeni oxida¢niho poSkozeni a ochranné
ucinky kvercetinu (Bali et al. 2014). Ve vSech vySe zminénych studiich se protektivni
ucinky kvercetinu pfisuzuji jeho antioxidacnimu piisobeni, které nasledné pozitivné
ovlivituje protektivni buné¢éné kaskady jako jsou PI3K/Akt ¢i ERK1/2 a které souhrnné
vedou napf. k potladeni apoptozy bunék. Uginek kvercetinu je zde davkové i ¢asové
zavisly, jak popsala jiz zminéna prace Angeloni et al. (2007). Davky kvercetinu 10 az

30 uM vyvinuly ochranu pted apoptdzou kardiomyoblastli H9¢2 jiz po 1 hod. ptedlécby,
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nizsi koncentrace 1 az 3 pM pak prokazaly tuto schopnost po 18 hod. (dngeloni et al.
2007).
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7 Zavér

V této diplomové praci bylo potvrzeno cytotoxické piisobeni CoCl, na bunécnou linii
H9c2. Byla zde prokdzana davkova zavislost, tj. se zvysujici se koncentraci CoCl> se
snizuje viabilita bun¢k. Zaroven zde bylo prokézéano, ze pusobeni kvercetin dihydratu
nijak negativné neovliviiuje viabilitu bunék H9c2, 1 po podani ziistavala viabilita okolo
90 %, coz dokazuje nepfitomnost cytotoxického chovani ve zkouSenych koncentracich.
Hlavnim zjisténim je ovSem fakt, Ze ptisobeni 100 nM a 1 pM dihydratu kvercetinu
po dobu 48 hod na bunécnou linii H9¢2 zajisti ochranu bun¢k pted jinak cytotoxickymi

koncentracemi CoCly, aniz by vykazovalo vlastni toxicitu.
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