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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
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Kandidat: Bc. Magdalena Koropecka

Skolitel: prof. Ing. Barbora Szotakova, Ph.D.

Konzultant: RNDr. Ladislava Schroterova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Oxidativni stres v lidskych fibroblastech po expozici titanovymi

a grafenovymi nanocasticemi

Nanocastice neboli Castice, které maji alespon jeden rozmér v rozsahu velikosti
1-100 nm, jsou predmétem rozsahlého studia. Zejména v poslednich letech pocet
publikaci, které se zabyvaji toxickymi u€inky nanocastic, rychle stoupa. Jednim
z hlavnich mechanismu, které jsou zapojeny do toxického U€inku nanocastic, je tvorba

reaktivnich forem kysliku a s ni spojeny oxidaéni stres.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit miru oxidacniho stresu v lidskych
fibroblastech po expozici titanovymi a grafenovymi nanoc€asticemi, ktery uzce koreluje
s experimentalné naméfenou hladinou redukovaného glutathionu v ovlivnénych
burfikach. Za timto u€elem bylo vyuzito dvou optimalizovanych metod, a to stanoveni
glutathionu pomoci monochlorobimanu a stanoveni celkového a oxidovaného

glutathionu pomoci enzymatické recyklaéni reakce.

Cast bunék byla ovlivnéna dvéma formami nemodifikovanych grafenovych
nanoplatkl o riznych lateralnich velikostech (80-300 a 250-400 nm) po dobu 24 a 48
hodin. U testovanych grafenovych nanocastic byla prokazana zavislost miry oxidaéniho

stresu na velikosti ¢astic, koncentraci a dobé inkubace.

Druha ¢ast bunék byla ovlivnéna dvéma formami titanovych nanocastic
anatas/rutil o podobné velikosti (~ 27 a 20—-30 nm) a jednou formou rutilovych nanocastic
(4-6 nm)
po dobu 24 a 48 hodin. U testovanych titanovych nanocastic nebyla pozorovana zadna
statisticky vyznamna zavislost na mife oxida¢niho stresu. Po 48 hodinach byla

pozorovana vzrustajici hladina redukovaného glutathionu.

Na zakladé experimentalné ziskanych dat ze tfi nezavislych méfeni, byla

provedena statisticka analyza a vzajemné porovnani obou optimalizovanych metod. Byla
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zjisténa velmi silna korelace mezi pouzitymi metodami, které poskytovaly srovnatelné

hodnoty koncentraci redukovaného glutathionu ve vzorcich.

Klicova slova: nanocastice, TiO,, grafen, oxidacni stres, glutathion, enzymaticka
recyklani metoda, monochlorobiman
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Title of diploma thesis: Oxidative stress in human fibroblasts after exposure to titanium

and graphene nanoparticles

Nanoparticles, or particles which have at least one dimension in the size range
of 1-100 nm in size, have been studied extensively. Especially in recent years, the
number of publications dealing with the toxic effects of nanoparticles has increased
rapidly. One of the main mechanisms involved in the toxic effect of nanoparticles is the

formation of reactive oxygen species and the associated oxidative stress.

This thesis aimed to determine the degree of oxidative stress in human fibroblasts
after exposure to titanium and graphene nanoparticles, which correlates closely with the
experimentally measured level of reduced glutathione in the affected cells. For this
purpose, two optimized methods were used, namely the determination of glutathione by
monochlorobimane and the determination of total and oxidized glutathione by enzymatic

recycling reaction.

One part of the cells was treated with two forms of unmodified graphene
nanoplates of different lateral sizes (80-300 and 250-400 nm) for 24 and 48 hours. For
the tested graphene nanoparticles, the dependence of oxidative stress level on particle

size, concentration, and incubation time was demonstrated.

The second part of the cells was affected by two forms of titanium anatase/rutile
nanoparticles of similar size (~27 and 20-30 nm) and one form of rutile nanoparticles (4-
6 nm) for 24 and 48 hours. No statistically significant dependence on the degree of
oxidative stress was observed for the tested titanium nanoparticles. After 48 hours, an

increase in the level of reduced glutathione was detected.

Based on the experimentally obtained data from three independent

measurements, statistical analysis was performed, and the two optimized methods were
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compared. A significant correlation was found between the methods used, which gave

comparable values of reduced glutathione concentrations in the samples.

Key words:

Nanoparticles, TiO,, graphene, oxidative stress, glutathione, enzymatic recycling
method, monochlorobimane
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1 UVOD

V poslednich letech pfineslo rozSifené vyuZiti nanocastic v biomediciné a
primyslu nové vyzvy ve zkoumani jejich potencialniho dopadu na lidské zdravi. Zejména
nanocastice oxidu titanic¢itého (TiO2) a grafenu, které jsou cenény pro své unikatni
fyzikalni a chemické vlastnosti, vyvolavaji obavy ohledné mozného indukovaného

oxidaéniho stresu v lidskych bunkach.

Oxidaéni stres, reflektovany nerovnovahou mezi produkci reaktivnich
kyslikovych radikald (ROS) a schopnosti bunéfného antioxida¢niho systému je
neutralizovat, muze vést k poSkozeni bunéénych komponent a je spojovan s rliznymi
patologickymi stavy. Glutathion (GSH), hlavni intracelularni antioxidant, ma zasadni roli
v obrané proti oxidacnimu stresu. Zmény v jeho hladinach mohou slouzit jako citlivy

ukazatel oxidacniho poskozeni vyvolaného expozici nano¢asticemi.

Teoreticka Cast této diplomové prace shrnuje zakladni poznatky o oxidacnim
stresu a antioxidaéni obrané organismu se zaméfenim na GSH a metody, jeho
stanoveni, které byly v této praci vyuzity. Dale se vénuje poznatkim o nanocasticich,

nanotoxicité a zamérfuje se na nanocastice oxidu titani€itého a grafenu.

V experimentalni &asti této prace byla mira oxidativniho stresu v lidskych
fibroblastech po expozici titanovymi a grafenovymi nanocasticemi kvantifikovana
méfenim koncentrace GSH. Kvantifikace GSH byla provedena pomoci specifické
detekéni metody s vyuzitim monochlorobimanu (MCB), ktery reaguje s GSH a vytvafri
fluorescenéni produkt, jehoz intenzita koreluje s koncentraci pfitomného GSH ve vzorku.
Dale bylo provedeno referencni stanoveni enzymatickou recyklaéni metodou, ktera
umoznuje pfesné a citlivé stanoveni celkové hladiny redukovaného a oxidovaného GSH.

Porovnani téchto metod a experimentalné ziskanych vysledku je dale diskutovano.

10



2 TEORETICKA CAST

2.1. OXIDACNIi STRES

Oxidacni stres je definovan jako nerovnovaha mezi vyskytem reaktivnich forem
kysliku/dusiku (ROS/RNS) a schopnosti organismu reagovat proti jejich plasobeni

antioxida¢nimi ochrannymi systémy (Pisoschi, Pop, 2015).

Zvysena koncentrace volnych radikall, které vznikaji v disledku biologické
oxidace, zpusobuje naruSeni struktury a funkci intracelularnich protein(i, poskozeni
membrany v disledku peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin, které jsou
obsazeny v lipidech, modifikace bazi nukleovych kyselin a zmény chromozomu jako jsou
jednoretézcové a dvouretézcové zlomy DNA, pficné vazby DNA a proteini. Dale
zpUsobuje bunécénou smrt a oxidacni poSkozeni bunéénych struktur a slozek, jako je

depolymerizace polysacharidi a degradace sacharidll (Juan et al. 2021).

2.1.1. VZNIK KYSLIKOVYCH RADIKALU A ANTIOXIDANTY

Kyslikové radikaly neboli reaktivni formy kysliku (ROS) jsou ionty nebo molekuly
obsahujici kyslik, které obsahuji ve svém elektronovém obalu jeden nebo vice
neparovych elektronli a jsou schopné kratkodobé samostatné existence. Neparovy
elektron je v8ak &ini vysoce reaktivni a nestabilni. Radikaly se snaZzi ziskat neparovy
elektron odtrzenim od jinych slou€enin, aby dosahly stabilni elektronové konfigurace.
Dotyéna molekula tak ztraci svij elektron a stava se sama radikalem, ¢imz zacina
kaskada radikalovych fetézovych reakci, které mohou vést k poSkozeni burky
(Phaniendra et al., 2015).

Radikaly mohou vznikat tfemi riznymi zpusoby:

> Homolyticka fragmentace: Jedna se o homolytické Stépeni kovalentni vazby
v molekule, pficemz v kazdém fragmentu zlstava jeden ze spole¢nych elektronu.
A:B—A-+B-:

> Heterolyticka fragmentace: Jedna se o ztratu elektrond nebo heterolytické
Stépeni molekuly, kdy vznikaji dva rdzné nabité ionty.
A:B—>A"+B"

> Prfenos elektrond: Dochazi k nému pfidanim nebo odebranim elektronu z
molekuly bez radikalu (Halliwell, Gutteridge, 2015).
A+e — A~
A-e — A"
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Radikalové ROS zahrnuji superoxid (O27"), hydroxylovy radikal (-OH) a alkoxylové
(RO-) a peroxylové radikaly (ROO-). Mezi neradikalové druhy patfi peroxid vodiku (H203),
kyselina chlorna (HOCI), singletovy molekularni kyslik ('O2) a organické hydroperoxidy
(ROOH) (Phaniendra et al., 2015).

Tabulka 1

Pfehled hlavnich reaktivnich forem kysliku (Kiran et al., 2023)

Nazev Vzorec | Vznik Reakce
pfenos elektronu na Dismutace katalyzovana
superoxid Oz~ molekulou kysliku superoxiddismutazou
O2+e — 02~ 2 027 + 2H* — H202+ O2
dychaci fetézec, Fentonova | hydroxylace aminokyselin,
hydroxylovy
cadikal ‘OH reakce, homolytické Stépeni | nukleovych kyselin, iniciace
H20, H202 lipoperoxidace
Fentonova reakce
peroxid 0 dismutace H202 + Fe?*— -OH + Fe® + OH-
vodiku 2 027 + 2H*— H202+ O2 reakce katalyzovana katalazou

2 H202— H20 + O2

Endogenné mohou tyto radikaly, které slouzi jako prekurzory pro mnoho reakci,
vznikat v kompartmentech, jako je buné€na membrana, mitochondrie, endoplazmatické
retikulum nebo Golgiho aparat. Kromé toho muzZe dojit ke stresu a unavé, produkci

volnych radikall vyvolanou imunitnim systémem v reakci na patogeny (Kiran et al., 2023)

Mezi exogenni zdroje indukujici tvorbu ROS patfi kontaminanty Zzivotniho
prostiedi, t&Zké kovy, gama zafeni, neionizujici zafeni, vyfukové plyny, cigaretovy kour,

prumyslové znecistujici latky a xenobiotika (Phaniendra et al., 2015).

Antioxidanty jsou latky, které mohou zabranit nebo zpomalit oxidaci latek, jako
jsou bilkoviny, lipidy, sacharidy a DNA v biologickych systémech. Antioxidacni ochranu
Ize popsat jako slozity systém, ktery chrani biomolekuly a organismus pfed Skodlivymi
ucinky volnych radikald, snizuje nebo opravuje poskozeni zpusobené ROS na cilové
molekule (Kiran et al., 2023)
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Tabulka 2

Pfehled hlavnich intracelularnich antioxidantt (Kiran et al. 2023)

Nazev Pusobeni
Superoxiddismutaza Katalyzuje dismutacni reakci
2 027 + 2H*— H202+ O2
Katalaza Katalyzuje rozklad peroxidu vodiku o vysokych koncentracich

2 H202— H20 + O2
Glutathionperoxidaza Katalyzuje rozklad peroxidll za u€asti glutathionu
ROOH + 2 GSH— GSSG + H20 + ROH

Glutathion Vytvari uvnitf buriky prostfedi s vysokym redoxnim potencialem
Glutathion-S- Katalyzuje detoxikaci peroxidu vodiku o nizké koncentraci a
transferaza konjugaci GSH se Sirokou Skalou xenobiotik
Glutathionreduktaza Katalyzuje regeneraci redukovaného glutathionu

GSSG— 2 GSH

2.1.2. BIOMARKERY OXIDACNIHO STRESU

2.1.2.1.MARKERY POSKOZENI LIPIDU

Bunécné membrany jsou sloZzené z lipidovych dvojvrstev a zajistuji bunécnou
integritu. Pfitomnost dvojnych vazeb v lipidech, které obsahuji nenasycené mastné
kyseliny, zpusobuje nachylnost lipida k autooxidaci na zakladé uspofadani dvojnych
vazeb v molekule (Demirci-Cekic et al., 2022). \Jolny radikal napadne a abstrahuje vodik
z methylenovych skupin v mastné kyseliné, coz vede ke vzniku lipidového radikalu
zaméfeného na uhlik. Lipidovy radikal mize dale reagovat s molekularnim kyslikem
za vzniku lipidového peroxylového radikalu, ktery prochazi pfeskupenim prostiednictvim
cyklizaéni reakce za vzniku endoperoxidli, které nakonec tvofi malondialdehyd a
4-hydroxynonenal (Phaniendra et al., 2015). Peroxidace lipidQ je spojena se zmé&nami
v rznych biochemickych drahach a muze poskodit buné¢nou membranu narusenim jeji

tekutosti, propustnosti a biofyzikalnich vlastnosti (Kiran et al., 2023).

2.1.2.2. MARKERY POSKOZENi PROTEINU

Oxidace proteinl muze byt vyvolana jak Ffadou volnych radikald, tak i
neradikalovymi molekulami (Phaniendra et al., 2015). V dusledku interakce

aminokyseliny s radikadlem dojde k odstranéni vodiku z a-uhliku a vznika radikal
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zaméreny na uhlik. Pfidanim kysliku se vytvofi alkylperoxylovy radikal, ktery maze dale
v nepfitomnosti kysliku reagovat s jinym uhlikovym radikalem a tim vytvaret pficné
vazby protein-protein (Demirci-Cekic et al., 2022), coz ma za nasledek denaturaci, ztratu

fungovani proteint a enzymové aktivity, ztratu funkce receptort a transportnich proteinu.

Methionin a cystein jsou nachylnéjsi k oxidaci zplisobené ROS a jsou pfeménény
na disulfidy a methionin sulfoxid. A pouze tyto disulfidy a methionin sulfoxid mohou byt
enzymaticky pfeménény na svoji pavodni formu (Demirci-Cekic et al., 2022; Phaniendra
etal., 2015).

Zbytky aminokyselin lysinu, prolinu, threoninu a argininu po oxidaci ROS
poskytuji karbonylové derivaty, jejichz pfitomnost v proteinech je povazovana za marker

oxidace proteind (Phaniendra et al., 2015).

2.1.2.3. MARKERY POSKOZENi NUKLEOVYCH KYSELIN

Hydroxylovy radikal pfimo reaguje se vSemi slozkami DNA a zpUsobuje fadu
zmén véetné jednofetézcovych a dvouretézcovych zlomd v DNA. Hydroxylovy radikal
abstrahuje atomy vodiku za vzniku modifikovanych purinovych a pyrimidinovych aduktu
a vzajemnych vazeb protein-DNA. Pyrimidinovy adukt 8-hydroxydeoxyguanosin je

povazovan za hlavni biomarker oxida¢niho poskozeni DNA (Phaniendra et al., 2015).

2.2. GLUTATHION
Glutathion (y-L-glutamyl-L-cysteinylglycin, GSH) je endogenni tripeptid, ktery je

slozen z kyseliny L-glutamové, L-cysteinu a glycinu. Je produkovan vdemi burikami
lidského téla. Jeho intracelularni koncentrace je pohybuje v rozmezi 1-10 mmol/l, nejvice
je v8ak produkovan v hepatocytech, kde jeho koncentrace dosahuje hodnot kolem
10 mmol/l. Extracelularné dosahuje pouze mikromolarnich koncentraci v rozmezi okolo
2-20 umol/l. Az 90 % intracelularniho GSH se nachazi v cytosolu, kolem 10 % obsahuiji
mitochondrie a velmi malé procentualni zastoupeni GSH se nachazi

v endoplazmatickém retikulu a peroxisomech (Nydlova, et al. 2014).

Glutathion se v bufikach muze vyskytovat ve dvou volnych formach, a to jako
glutathion redukovany (GSH) a oxidovany glutahiondisulfid (GSSG), ktery vznika
spojenim dvou molekul GSH disulfidickym mastkem (Nydlova, et al., 2014), nebo vazany
na thiolové skupiny proteind. Samotna koncentrace GSH neudava dostate¢né informace

o mife oxidacniho stresu, proto se vyuziva poméru GSH/GSSG, ktery je dulezitym
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ukazatelem oxidacniho stresu v riznych biochemickych reakcich
(Kandar, 2016; Zhu, at al., 2021). Pomér koncentraci GSH/GSSG je za fyziologickych
podminek vy$Si nez 100:1, ale za pusobeni oxida¢niho stresu se pomér GSH/GSSG

muze vyrazné zménit (Rousar et al., 2012).

SH
o} o o
\)'L /I/\ NH ll\ \)_O
HO NH |!/ ~" TOH o\ / 4
NH-, (o} } \
- HO NH;

a) b)

Obrazek 1

Chemicka struktura glutathionu: (a) GSH — redukovana forma; (b) GSSG — oxidovana forma
(Nydlova, et al., 2014)

Na pulsobeni oxida¢niho stresu se mohou podilet razné faktory, jako jsou
oxidanty a volné radikaly, vyCerpani GSH, zvySena koncentraci GSSG, porucha genove
exprese, nebo poruSena aktivita enzymd souvisejicich s GSH/GSSG. Dusledkem
oxidacniho stresu maze byt oxidace lipidu, proteinti, DNA a dalSich buné&nych slozek,

coZz ma za nasledek oxidacni poskozeni bunék a apoptdzu (Guan, 2023).

Pomér GSH/GSSG je za fyziologickych podminek regulovan dvéma cestami, a
to samotnou syntézou GSH de novo a zpétnou redukci oxidovaného GSSG na dvé
molekuly GSH za plsobeni enzymu glutathionreduktazy (GR) (Guan, 2023; Nydlova, et
al. 2014) Dysfunkce ¢&i naruseni GSH/GSSG redoxniho pufru se podili na rdznych
onemocnénich, ¢imz ¢ini GSH, GSSG a jejich pfibuzné systémy platnymi a ucinnymi cili

pro intervence medicinalni chemie (Guan, 2023).
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2.2.1. FUNKCE GLUTATHIONU V ORGANISMU

Glutathion méa v organismu fadu metabolicky a fyziologicky dulezitych funkci,

které jsou Uzce spjaty s jeho chemickou strukturou (tabulka 3).

Tabulka 3

PFima reakce s reaktivnimi formami kysliku

Regenerace vitaminGl Aa C

Zasobni a transportni forma cysteinu

Udrzovani thiolového stavu proteint

Detoxikace xenobiotik a jejich metabolitu

Metabolismus prostaglandint a leukotrien(

Regulace bunééného cyklu

Modulace bunéénych procest (syntéza DNA a proteinu)

Aktivace T-lymfocyt(l a polymorfonuklearnich leukocytu

2.2.2. METODY STANOVENI GLUTATHIONU

V souCasné dobé je zavedeno a optimalizovano mnoho metod pro stanoveni
GSH, GSSG nebo celkového glutathionu (tGSH). Patfi sem spektrofotometrické,
fluorimetrické, elektrochemické, chemiluminiscencni, NMR a separacni metody jako jsou
HPLC, GC a HPCE (Kandar, 2016).

2.2.2.1 STANOVENI GLUTATIONU POMOCi MONOCHLOROBIMANU

Stanoveni GSH pomoci monochlorobimanu (MCB) je fluorometrickou metodou
stanoveni redukované formy glutathionu. Molekula MCB reaguje za katalytického
pusobeni glutathion-S-transferazy (GST) s thiolovou skupinou glutathionu za vzniku
fluorescenéniho produktu. Tato metoda je vhodna pro stanoveni hladin gluathionu
v intaktnich burikach bez nutnosti dal8i preanalytické Upravy, a to diky schopnosti MCB
pronikat do bunék bez poSkozeni buné&fné membrany, ¢imz je mozné zabranit
pravdépodobné oxidaci GSH po lyze bunék. Produkt reakce GSH s MCB Ize dale
detekovat za pouziti HPLC, pratokové cytometrie a fluorescenéni mikroskopie
(Capek, et al., 2017).

Mezi vyhody stanoveni GSH pomoci MCB patfi jednoduchost, rychlost, citlivost

a specifita stanoveni. Nevyhodou této metody je nutnost prezentovat jeji vysledky pouze
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jako procentni podil koncentrace GSH vztaZzeny ke kontroldm (Davidovéa, 2018).
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Molekularni struktura nefluorescen&niho monochlorobimanu a jeho reakce s glutathionem (GSH)

za vzniku fluorescenéniho aduktu biman-glutathionu (GS-biman) (Davidova, 2018)

2.2.2.2. STANOVENI CELKOVEHO A OXIDOVANEHO GLUTATHIONU POMOCI
ENZYMATICKE RECYKLACNI METODY

Enzymaticka recyklacni metoda vyuziva specifity enzymu glutathionreduktazy
(GR) k redukci GSSG na GSH v pfitomnosti NADPH. GSH obsazené ve vzorku reaguje
s kyselinou 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoovou) (DTNB) za vzniku smésného disulfidu
GS-TNB a chromoforu 5-thionitrobenzoatu (TNB). GS-TNB je nasledné redukovan na
GSH plsobenim GR, nebo pfimou reakci s GSH, ktery je v testovaci smési stale
pfitomen. Z tohoto divodu se nestanovuje mnozstvi DTNB reagujiciho s GSH, ale méfi
se rychlost produkce TNB, ktera je pfimo umérna pocatecnimu mnozstvi GSH ve vzorku
(Lérincz, Szarka, 2017). NarGst absorbance vznikajiciho TNB je monitorovan pfi vinové
délce 412 nm. GSSG ve vzorku je zpét redukovan GR na GSH
(Kubat, et al., 2024; Giustarini, et al., 2016).

Koncentrace celkového glutathionu a GSSG je méfena nezavisle na sobé. Tato
metoda udava informaci o koncentraci celkového GSH (GSH + GSSG) ve vzorcich. Pro
stanoveni koncentrace GSSG se k oddélenému vzorku pfidava thiol maskovaci €inidlo,
jako je N-ethylmaleimid (NEM) nebo vinylpyridin, umoznuje pfesné stanoveni GSSG jiz
pfi velmi nizkych koncentracich (Lérincz, Szarka, 2017). Koncentraci redukovaného
GSH Ize poté uréit odeétenim koncentrace GSSG od koncentrace celkového GSH
(Kandar, 2016; Rousar et al., 2012).

K vyhodam této metody patfi dostateéné vysoka senzitivita, specificita a moznost

stanovit obé formy glutathionu. Hlavni nevyhodou je nemoznost automatizace metody a
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mozné interference sloucenin inhibujicich GR (Kubat, et al., 2024; Giustarini, et al.,
2016).
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Mechanismus metody GSH recyklace (DTNB — kyselina 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova, TNB —
kyselina 2-nitro-5-thiobenzoova, GR - glutathionreduktaza, GSH - glutathion, GSSG -
glutathiondisulfid, GS-TNB — glutathionovy adukt TNB, NADPH - redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat) (Kubat, et al. 2024).

2.2.2.3. PRiIiPRAVA VZORKU
Stanoveni GSH se nejcCastéji provadi ve vzorcich plné krve, hemolyzatu

erytrocytl, plazmé nebo pfimo ve tkanich (Kandar, 2016).

PFesné stanoveni poméru GSH/GSSG v realnych vzorcich vyzaduje preventivni
opatfeni ve v8ech fazich pfed analyzou, od odbéru az po pfipravu vzorku, a to kvali
snadné autooxidaci GSH. Koncentrace GSH je obvykle o dva fady vySSi nez
koncentrace GSSG, proto i minimalni oxidace GSH muze vést k vyznamnému zvySeni
koncentrace GSSG.

Prvnim krokem pfipravy vzorku pfed stanovenim GSH, ktery by mél byt proveden
ihned po odbéru vzorku je alkylace thiolové skupiny slouZzici k prevenci pfed autooxidaci
GSH. Mezi nejpouzivangjsi thiolova maskovaci Cinidla patfi kyselina jodoctova,
N-ethylmaleinimid (NEM) a 2-vynilpyridin (2-VP).
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DalSim krokem je vysrazeni proteind, které Ize provést bud pfidanim organickych
rozpoustédel misitelnych s vodou, methanolem a acetonitriiem, nebo pfidavkem
mineralnich kyselin, kyseliny trichloroctové, kyseliny chloristé ¢i trifluoroctové. Poté

nasleduje centrifugace vzorku za vzniku supernantantu bez proteind.

Stanoveni celkového GSH a GSH vazanych na proteiny vyzaduje redukéni krok
pred derivatizaci, aby se mohl produkovat volny GSH. Vybér redukéniho &inidla zavisi
také na pouziti derivatizacniho €inidla a typu derivatizaéni reakce. Redukéni Cinidla se
skladaji hlavné z thiold a trialkylfosfind. Hlavnimi thiolovymi redukénimi Cinidly jsou
2-merkaptoethanol, dithiothreitol, dithioerythritol a dithiobutylamin. Thiolové skupiny
uvedenych redukénich Cinidel maji pKa> 9, z tohoto divodu jsou thiolové skupiny pfi
kyselém nebo neutralnim pH protonizovany a nemohou reagovat jako redukéni €inidla.
Dale se muze vyuzivat napfiklad borohydrid nebo hojné vyuzivané redukéni Cinidlo
tris(karboxyethyl)fosfin, ktery produkuje ireversibilni produkty a neinterferuje
s derivatizujicimi Cinidly. Jako alternativni volba muze byt enzymaticka redukce GSSG,

kdy se vyuziva glutathionreduktazy (GR) v pfitomnosti NADPH.

GSH neobsahuje ve své molekule zadny silny chromofor ani fluorofor, proto musi
byt pfed spektrofotometrickou a spektrofluorimetrickou detekci derivatizovan. Protoze
koncentrace GSH je pred krokem derivatizace snizena, mlze byt znovu oxidovan, coz
by vedlo kchybnym vysledkim. Tomu lze pfedejit opétovnym pFidanim thiol-
maskovaciho ¢inidla. Krok derivatizace zvySuje specificitu a senzitivitu GSH testu

(Tsiasioti, Tzanavaras, 2023).

2.3. NANOCASTICE

Nanotechnologie je multidisciplinarni obor, ktery se zabyva nanocasticemi neboli
Casticemi o velikosti 1-100 nm, jejich syntézou, charakterizaci a aplikaci. Nanoc¢astice
nasly uplatnéni v mnoha odvétvich lidské €innosti jako jsou strojirenstvi, elektronika a

v neposledni fadé nasly velky potencial v oblasti biomediciny. (Kucirkova et al., 2015)

2.3.1. TESTOVANI TOXICITY NANOCASTIC

Testy cytotoxicity jsou klasifikovany jako testy in vivo (testy v organismech) a in
vitro (testovani zalozené na kultivaci bunék). Pro testovani toxicity je preferované in vitro
testovani (Fard et al., 2015).
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2.3.1.1. IN VITRO TESTOVANI TOXICITY

Pro testovani toxicity nano€astic in vitro se vyuziva téchto testl: testovani
bunécné morfologie, viability a proliferace bunék, produkce ROS, genotoxicity a
buné&ného pfijmu nanodastic. Kromé téchto zakladnich testl Ize testovat mnoho dalsich
parametrl jako je napfiklad lokalizace nanocastic v cytosolu, vliv na jednotlivé bunééné
struktury, vliv na bunéény cyklus a apoptézu, produkce zanétlivych cytokint a dalsi
(Kucirkova et al., 2015).

Zivotaschopnost bunék je definovana jako pogéet zdravych bunék ve vzorku. Testy
zivotaschopnosti bunék jsou zalozeny na rliznych funkcich bunék véetné enzymové
aktivity, permeability buné&tné membrany, bunéfné adherence, produkce
adenosintrifosfatu  (ATP), produkce koenzymu a aktivity pfijmu nukleotidd
(Kamiloglu, 2020).

K nejpouzivanéjSim testim patfi test barveni trypanovou modfi. Princip tohoto
testu spociva v tom, Ze Zivotaschopné buiky maji intaktni bunéfné membrany, které
neumoziuji vstup trypanové modfi do buriky a jejich cytoplazma bude svétla, zatimco
cytoplazma mrtvych bunék bude zbarvena do modra. Stanoveni probiha vizualné pod
svételnou mikroskopii, aby se urcilo, zda burfiky obsahuji nebo neobsahuji barvivo.
(Strober, 2015). Alternativou tohoto testu jsou testy barveni eosinem, kongo Cerveni a

erythrosinem B., které jsou zaloZené na stejném principu (Kamiloglu, 2020).

BézZné jsou pouzivané i dalSi kolorimetrické testy. MTT: Principem testu je
redukce tetrazoliové soli na nerozpustné formazanové barvivo enzymem
dehydrogenazou pfitomnym v zivotaschopnych bunkach. Dale se nerozpustna
formazanova sll rozpusti pfidanim solubilizacnich ¢inidel a barevny produkt se
kvantitativné méfi pfi 570 nm (Kamiloglu, 2020). Intenzita barevného produktu je pfimo
umérna poctu zivotaschopnych bunék pfitomnych v kultufe (Prébst et al., 2017).
Alternativou je MTS, ktery nevyzaduje krok rozpousténi formazanové srazeniny
(Kamiloglu, 2020).

WST-8: Principem testu je redukce svétle Zlutého WST-8 Zivotaschopnymi
burikami na oranzovy ve vodé rozpustny formazanovy produkt, ktery je pfimo umérny
poctu Zivotaschopnych bunék. Tento test je vhodny i pro bunélné suspenze
(Sari et al., 2021).

Laktatdehydrogenazovy test: laktatdehydrogenaza (LDH) je stabilni intracelularni
cytoplazmaticky enzym, ktery je vhodnym ukazatelem ztraty integrity membrany, coz je
typicka charakteristika bunék prochazejicich apoptdézou, nekrézou nebo jinymi formami

buné&ného poskozeni. LDH uvolnéna z bunék oxiduje NADH na NAD+ a katalyzuje
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pfeménu laktatu na pyruvat. Principem testu je redukce Zluté tetrazoliové soli pomoci
NADH na ve vodé rozpustné Cervené formazanové barvivo, jehoz absorbance je pfimo

umérna poctu poskozenych bunék (Kamiloglu, 2020).

K posouzeni poSkozeni nukleovych kyselin se pouziva nejCastéji tzv.
kometového testu. Princip testu je zaloZzen na pohybu fragmentd DNA podle velikosti
v elektrickém poli. Tento test slouzi k identifikaci jednovlaknovych a dvouvlaknovych
zlomu DNA (Azqueta, 2013). Mezi dalsi testy reflektujici poSkozeni DNA patfi TUNEL
test, ktery dokaze detekovat bunécnou apoptézu. Princip metody spociva v pfidani
znaceného nukleotidu na volné 3'-OH konce jednoduchych a dvojitych fetézci DNA a

naslednou detekci zlom pomoci fluorescenéni mikroskopie (Brice et al., 2020).

Pritokova cytometrie je kvantitativni analyza jednotlivych bunék, které jsou
charakterizovany v zavislosti na velikosti a granularité (hustoté). Na zakladé pritokové
cytometrie Ize sledovat faze apoptézy i nekrézu bunék. Patfi sem testy membranové
asymetrie, propustnosti membrany a testy mitochondrii, které se vzajemné liSi specifitou

pouzitého barviva a pouzitych excitacnich a emisnich vinovych délek (Kamiloglu, 2020).

Dale se vyuzivaji testy oxidacniho stresu, které zahrnuji intracelularni detekci
kyslikovych radikalt. Ke kvantifikaci ROS bylo vyvinuto mnoho technik, jako jsou
elektronova spinova rezonance, hmotnostni spektrometre, vysokouéinna kapalinova
chromatografie, fluorescencni spektrometrie a elektrochemické techniky. Neexistuje
vSak zadna univerzalni metoda, ktera by dokazala zajistit pfimou a konzistentni detekci
(Duanghathaipornsuk et al., 2021). Pro testovani buné&¢ni viability se vyuziva napfiklad

fluorescencni indikator 2,7-dichlorofluorescein diacetat (Soni et al., 2017).

Pro prikaz peroxidace lipidi se stanovuje koncentrace malondialdehydu, ktery
je nejcastéjsim biomarkerem oxidacniho stresu. Nejbé&znéji se vyuziva stanoveni
kyseliny thiobarbiturové, které je zaloZzené na principu kondenzace dvou molekul

kyseliny s jednou molekulou malondialdehydu (Khoubnasabjafari et al., 2015).

2.3.1.2. IN VIVO TESTOVANI TOXICITY

In vivo testy jsou nenahraditelné pro zkoumani biologickych ucinkl, které
nemohou byt namodelovany in vitro. Pro testovani in vivo se pouzivaji pfevazné drobna

laboratorni zvifata jako jsou potkani, kralici a morcata (Kucirkova et al., 2015)
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2.3.2.GRAFENOVE NANOCASTICE

Klasifikace uhlikovych nanomateriall je obvykle urena pocétem rozmérd
pfesahujicich nanoméritko 100 nm. V souladu s tim je mozné rozdélit uhlikové materialy

dle geometrického hlediska na:

> 0D, ¢astice se vdemi rozméry menSimi nez 100 nm (fullereny, uhlikové tecky,
grafenové kvantové tecky)

> 1D, €astice s jednim rozmérem vétSim nez 100 nm (jednovrstvé a vicevrstvé
uhlikové nanotrubice)

> 2D, cCastice s dvéma rozméry vétSimi nez 100 nm (grafen, vicevrstvé
grafenové nanoplatky)

> 3D, ¢astice se vSemi rozméry vétSimi nez 100 nm, ale povrchové nebo vnitini
struktury obsahuji alespori jeden rozmér do 100 nm, je to kombinace vyse
zminénych (nanokrystaly, hydrogely apod) (Riley, Narazan, 2021; Zhang et
al., 2017).

Grafen (2D) je zakladnim stavebnim kamenem pro dalSi uhlikové materialy vSech

ostatnich dimenzi (obrazek 4)
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Uhlikaté nanomaterialy riznych rozmérG (Liao et al., 2018)

2.3.2.1. GRAFEN

Kazdy atom uhliku v grafenové struktufe je spojen se tfemi sousednimi
uhlikovymi atomy kovalentni vazbou, €imZ se tvofena jeho charakteristicka struktura

pfipominajici vCeli plastve. Nehybridizované p-orbitaly atom( uhliku jsou orientovany
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kolmo k rovinné struktufe grafenového listu a vzajemné se ovliviiuji, coz vede ke vzniku
zpola plného T orbitalu, které dodava grafenu aromaticky charakter. Rovinné vazby
uhlik-uhlik poskytuji volné 1T elektrony a reaktivni mista pro rizné povrchové modifikace
(Georgakilas et al. 2015). Pro kovalentni modifikace mohou byt vyuzity napfiklad
hydroxylové, karboxylové a epoxylové skupiny. Na rozdil od kovalentnich modifikaci

nekovalentni zachovavaiji strukturu a vlastnosti grafenu (Zhang et al., 2017).

Grafen ma tloustku jednoho atomu s modulem pruznosti v rozmezi 0,5-1 TPa,
zatimco konecna pevnost v tahu €ini 130 GPa. Slabé Van Der Waalsovy pfitazlivé sily

mezi riznymi vrstvami grafenu, jej délaji mékkym a lehkym (Alagarsamy et al., 2021).

Grafen muze byt syntetizovan dvéma zplsoby. Prvnim z nich je tzv. ,top-down*
pfistup, ktery zahrnuje procesy, pfi nichz je grafen nebo modifikované grafenové platky
produkovan separaci nebo exfoliaci grafitu a jeho derivatd. Mezi tyto procesy patfi
mechanicka exfoliace, kulové frézovani, sonikace, elektrochemicka exfoliace. Druhy
pfistup, oznaCovany jako ,bottom-up®, zacina tvorbou malych molekul uhliku za ucelem
ziskani grafenu. Tento pfistup zahrnuje metody epitaxniho ristu na SiC, chemickou

depozici par a chemickou redukci (Olatomiwa et al., 2022).

Kvalita grafenu zalezi na zvolené metodé vyroby. Nekvalitni grafen mize
vykazovat Spatnou elektrickou vodivost nebo mechanickou pevnost, a to v dusledku
defekt nebo kyslikovych mist, ktera jsou rozptylena v grafenové mfizce. Kvalitu grafenu

je mozné hodnotit pomoci Ramanovy spektroskopie (Georgakilas et al. 2015).

2.3.2.2. TOXICITA GRAFENU

Hlavnim problémem pfi pouzivani materialtd na bazi grafenu pro biomedicinské
aplikace je jejich biokompatibilita. Ze zavedenych praci v literatufe vyplyva, zZe
biokompatibilita grafenu a jeho derivatt je Casto protichidna (Liao et al., 2018).
Nanomaterialy na bazi grafenu mohou byt k bufkam biokompatibilni, ale také toxické.
Toxicita grafenu je zavisla na jeho povrchu, a to véetné chemické struktury nebo povahy
funkcionalizovanych povlaku, lateralni velikosti, po¢tu vrstev, typu bunék, zplsobu
podani (pro experimenty in vivo), davce, dobé expozice a metodé syntézy (Seabra et al.
2014).

Grafen a jeho derivaty maji velké specifické povrchy a diky svym hydrofobnim
vlastnostem mohou vstupovat do bunék riznymi cestami v€etné endocytdzy, pinocytézy

a fagocytozy (Ou et al., 2016).
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Interakce grafenovych nanomateriald s bunénymi membranami mohou vést
k poskozeni membrany a cytotoxicité. Cisty grafen bez povrchovych nabojii nemuze
elektrostaticky interagovat s membranovymi fosfolipidy, proto upfednostiuje hydrofobni
interakce s volnymi lipidovymi konci. Hydrofobni interakce mezi Cistym grafenem a
cholesterolem mohou také extrahovat nebo odstranit molekuly cholesterolu z membrany,
coz ma za nasledek tvorbu dutin a deformaci membrany, coz vede ke ztraté jeji integrity.
Oxid grafenu (GO) ma vysokou hustotu zaporného naboje poskytovanou okysli¢enymi
funk&nimi skupinami, proto mlze vyvolat poSkozeni bunééné membrany prostiednictvim

hydrofobnich interakci, aniz by pronikl do bunék (Liao et al., 2018).

Nanomaterialy na bazi grafenu (GFN) mohou také vstupovat do cytoplazmy diky
své malé velikosti a ostrym hranam. Snadno pronikaji buné&€nou membranou, coz vede
k jejimu poSkozeni a uniku cytoplazmatického obsahu. V Zivych burikach mohou vyvolat
toxicitu vytvofenim ROS, které mohou zplsobit mitochondridlni poruchu snizenim
mitochondrialniho membranového potencialu a poSkozeni buné&éné membrany spojené
s uvolnénim laktatdehydrogenazy. V druhém pfipadé muze ROS indukovat peroxidaci
lipidi reakci s nenasycenymi mastnymi kyselinami membranovych lipidd za vzniku
malondialdehydu. Produkce ROS, mitochondrialni dysfunkce a unik LDH jsou kliGovymi

faktory souvisejicimi s buné&nou smrti (Liao et al., 2018).

Pokud se GFN dostanou do jadra, mohou pfimo interagovat s DNA a zpUsobit

genotoxicitu (Liao et al, 2018).

Mezi nejvyuzivanéjsi testy pro stanoveni toxicity GFN patfi testy cytotoxicity
MTT/WST-8, test integrity membrany pomoci LDH, generovani reaktivnich forem
kysliku, hemolyza, bunécna adheze a morfologie, aktivace krevnich desticek, test

apoptozy detekce cytokinl, genotoxicita a hemokompatibilita (Seabra et al., 2014).
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Schématicky diagram ukazuje mozné mechanismy cytotoxicity grafenll. GFN se dostavaji do
bunék raznymi cestami, které vyvolavaji tvorbu ROS, zvy$eni LDH a MDA a uvoliiovani Ca?*.
Nasledné GFN zpusobuji poSkozeni bunék, napfiklad poSkozeni bunéné membrany, zanét,

poskozeni DNA, mitochondrialni poruchy, apoptézu nebo nekrézu. (Ou, et al., 2016)

2.3.3. TITAN

Oxid titanicity (TiO.) patfi mezi nejpouzivanéjSi nanocastice. Velikost ¢astic zavisi
na jeho vyuziti, od ultra jemnych €astic o velikosti mensi nez 100 nm az po Castice
0,1-3 pm. Vyskytuje se ve tfech formach, a to jako rutil, anatas a brookit
(Baranowska-Wojcik et al., 2020). VyznaCuje se svoji chemickou stabilitou,
biokompatibilitou a silnou fotokatalytickou aktivitou (Shabbir et al., 2021). Krystalicka
struktura, velikost €astic a povlak mohou ovlivnit povrchovy naboj, sedimentaci, agregaci
a tim i toxicitu (Baranowska-Wojcik et al., 2020). Anatasova forma nanocastic je diky

vvvvvv

mohou zpUsobit poSkozeni bunééné DNA (Shabbir et al., 2021).

Syntéza TiO; zahrnuje Fadu technik, pficemz nejCastéji se pouzivaji sol-gel
syntézy a hydrotermalni metody, na vzestupu je zelena chemie a mikrovinné metody.
Vhodnou volbou a Upravou parametrd procesu, to znamena pouzitych substrati, poméru
rozpoustédel, teploty, doby procesu je mozné ziskat ¢astice s riznymi specifickymi

fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, jako je plocha povrchu, morfologie a forma, velikost a
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jednotnost distribuce velikosti, tvorba agregatt a krystalicka struktura, fotoaktivita a
mnoho dal8ich. Tyto vlastnosti mohou byt dodate¢né modifikovany bé&hem syntézy
pfidanim rGznych povrchové aktivnich latek na bazi uhliku nebo postsyntetickymi
modifikacemi, jako je povrchova funkcionalizace nebo vazba s organickymi molekulami
(Ziental et al., 2020).

2.3.3.1 TOXICITA TITANOVYCH NANOCASTIC

Fyzikalné-chemické vlastnosti TiO, nanocastic jako jsou velikost, tvar, krystalicka
forma, rozpustnost, agregace a interakce nanocastic s proteiny, mize vyznamné ovlivnit

jejich toxicitu (Bacova et al. 2022)

Nanoc&astice TiO2 neuvolfuji toxické ionty, proto je toxicita téchto ¢Castic
pfipisovana hlavné interakci mezi nanocCasticemi a intracelularnimi biomolekulami
adsorbovanymi na nanocastice (Fard et al., 2015). Tyto interakce maji za nasledek
zvySenou tvorbu kyslikovych radikall a s ni spojeny oxidaéni stres, ktery je jednim z
hlavnich mechanismu toxickych ugink( titanovych nanocastic. ZvySena koncentrace
kyslikovych radikald mze zplsobit mitochondrialni depolarizaci, prosakovani
plazmatické membrany, intracelularni influx vapniku a uvolfiovani cytokint (obrazek 6)
(Shabbir, et al. 2021; Fard et al., 2015).

DalS$im mechanismem toxicity TiO, je fototoxicita, kdy titanové nanocastice po

fotoaktivaci UV zafenim vykazuji vy$Si toxicitu nez neozarené Castice (Fard et al., 2015)

Glycoprotein ~ Nano-TiO,
@

i
o

¢ Bind to DNA nucleotide
¢ DNA double-strand damage o/ Inflammation-related genes e Membrane potential loss
¢ Disturb cell cycle progression o Apoptosis-related genes ¢ Release of cytochrome ¢
e Chromosomal segregation ¢ Mitochondrial-dependent pathway e Membrane permeability change

Obrazek 6

Mechanismy nanotoxicity TiO2 na buné&né urovni (Sha, et al., 2015)
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3 CILE

Cilem této diplomové prace bylo stanovit miru oxida¢niho stresu v lidskych
fibroblastech po expozici titanovymi a grafenovymi nano&asticemi. Stanoveni oxidaéniho
stresu bylo provedeno vyuzitim dvou optimalizovanych metod, a to méfenim
koncentrace glutathionu pomoci monochlorobimanu a stanovenim celkového a

oxidovaneého glutathionu pomoci enzymatické recyklacni reakce.

Dil&imi cili bylo:

1. optimalizovat obé metody pro stanoveni glutathionu

2. porovnat testované metody mezi sebou a ur€it, zda poskytuji srovnatelné
experimentalné ziskané hodnoty koncentrace glutathionu

3. sledovat ¢asovou a koncentraéni zavislost inkubace nanoc&astic grafenu a titanu
s lidskymi fibroblasty na obsah glutathionu v burikach

4. porovnat jednotlivé formy titanu, které byly pouZity k ovlivnéni bunék

porovnat jednotlivé formy grafenu, které byly pouzity k ovlivnéni bunék

27



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1. MATERIAL
4.1.1. BUNECNA LINIE

Pro potieby této diplomové prace byly pouzity lidské dermalni fibroblasty
izolované z novorozenecké predkozky, HDFn (Human Dermal Fibroblast (neonatal)),

které byly zakoupeny od firmy Thermo Fisher Scientific (Cat.No.C-004-5C).

Burniky byly kultivovany dle doporu¢eného navodu od firmy Thermo Fisher
Scientific, v buné&ném CO- inkubatoru (pfi teploté 37 °C a 5 % CO2/95 % vzduchu)
v mediu 106 (Cat. No.M-106-500) v kultivacnich lahvich s kultivaéni plochou 25 cm?.

4.1.2. NANOMATERIALY A NANOCASTICE
Veskeré nanomaterialy byly dodany v praskové formé, pfiCemz nasledna
pfiprava pracovnich suspenzi probihala ve spolupraci s Dr. Svadlakovou z Ustavu

klinické imunologie a alergologie.

4.1.2.1. GRAFENOVE NANOCASTICE
Zasobni suspenze obou typd GP (0,25 mg/ml) byly pfipraveny pomoci

ultrazvukové homogenizace v 0,02 % cholatu sodném (,microtip“ sonda, 30 min, 75 %
amplitudy; Q700, QSonica, NY, USA) (Svad/ékové, et al., 2020; Svadlakova, 2022).

e GP1: nemodifikované grafenové platky, (PL-P-G750; PlasmaChem GmbH,
Némecko); lateralni velikost 80-300 nm. V diplomové praci uvadény pod zkratkou
G1.

¢ GP2: nemodifikované grafenové platky, laskavé poskytnuty prof. Adriele Prina-
Mello z centra CRANN (The Centre for Research on Adaptive Nanostructures
and Nanodevices, Trinity College Dublin, Irsko); lateralni velikost 250-400 nm.

V diplomové praci uvadény pod zkratkou G2.

4.1.2.2. TITANOVE NANOCASTICE
Zasobni suspenze vsech TiO2 (1 mg/ml) byly pfipraveny pomoci ultrazvukové

homogenizace ve vodé pro pfipravu injekci (,microtip“ sonda, 20 min, 75 % amplitudy,
Q700). Detailni charakterizace probihala ve spolupraci s Centrem material(
a nanotechnologii (CEMNAT, Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice)
(Bacova, et al., 2022)

28



TiO, P25 (718467, Lot: MKCD8503; Sigma-Aldrich, USA), Anatase/Rutile,
velikost: ~ 27 nm. V diplomové praci uvadény pod zkratkou S.

TiO2 P25 (Lot: 614060298; Evonik Industries, Essen, Némecko), Anatase/Rutile,
velikost: 20-30 nm. V diplomové praci uvadény pod zkratkou E.

TiO, (PL-TiO-NO, Lot: YF20051217; Plasmachem PlasmaChem GmbH,
Némecko), Anatase, velikost: 4-6 nm. V diplomové praci uvadény pod zkratkou
T

4.1.3. PRISTROJOVE VYBAVENI

Analytické vahy Bel Engineering

Centrifuga Hettich Rotina 380R

CO; inkubator Sanyo

Hlubokomrazici box skfifiovy MDF-U500VX Panasonic
Homogenizator TissuelLyser LT Qiagen
Laminarni box Thermo Fisher Scientific
Mikroskop Nikon Eclipse TS100

Minitfepacka MS2 IKA

Odsavacka FTA-2i Biosan

Spektrofotometr Tecan Infinite M200Pro, Tecan
Ultrazvukova lazefi K10 Kraintek

Vodni lazent Memmert

4.1.4. CHEMIKALIE

1 % Bovinni sérovy albumin, BSA, Biosera

3,3 mM Cisplatina (Pt(NH3).Cl», Mr = 300,05, Sigma-Aldrich)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4, Mr=136,1, Penta)

Dimethylsulfoxid, DMSO ((CH3).SO, Sigma-Aldrich)

Fosfatovy pufr, PBS, PAN-Biotech GmbH

Glutathion oxidovana forma, GSSG (C2oH32NeO12S2, Mr=612,63, Sigma-Aldrich)
Glutathion redukovana forma, GSH (C10H17N30sS, Mr=307,32, Sigma-Aldrich)
Glutathion reduktaza, GR (Sigma-Aldrich)

HydrogenfosforeCnan draseny (K:HPO4, Mr=174,2, Sigma-Aldrich)

Kit pro stanoveni bilkoviny — kyselina bicinchoninova BCA (Thermo Fisher

Scientific)
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Kyselina 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova, DTNB (C14HsN20sS,, Mr=396,34,
Sigma-Aldrich)

Ethylendiamintetraoctan sodny, EDTA (2Na) (Mr=336,21, Sigma-Aldrich)

35 % kyselina chlorovodikova, HCI (Mr=36,46, p=1,18 g/ml, Lach:ner)

13 % kyselina 5-sulfosalicylova, SSA (Mr=254,21, Sigma-Aldrich)

Medium 106 (Cat.No.M-106-500, Thermo Fisher Scientific)

Monochlorbiman, MCB (C1oH11CIN202, Mr=226,66, Sigma-Aldrich 69899)
Nikotinamidadeninnukleotidfosfat, NADPH (C21H29N7017P3, Mr=744,416, Serva)
Ultradista voda, MQ

2-vinylpyridin, 2-VP, (C7H;N, Mr=105,14 Sigma-Aldrich)

4.1.5. POMUCKY

jednorazové rukavice

Pipety Eppendorf

Spicky raznych velikosti Eppendorf
Mikrozkumavky Eppendorf
6-jamkové kultivacni desticky
96-jamkové mikrotitraéni destiCky
96-jamkova polypropylenova desti¢ka
Plastova Skrabka

Plastova korytka

Sklenéné kadinky

4.2. PRIPRAVA ROZTOKU

Kyselina chlorovodikova, HCI (10 mM)

10 mM HCI byla pfipravena pfidanim 88 pl 35 % HCI do 100 ml ultradisté vody a byla

skladovana v lednici pfi teploté 4 °C.

Fosfatovy pufr (145 mM) s kyselinou etylendiamintetraoctovou (1 mM)

Pufr byl pfipraven rozpusténim 10,36 g KoHPO4, 1,77 g KH,PO4 a 0,168 g
EDTA (2 Na) v 500 ml ultraCisté vody. Nasledné bylo pH upraveno na hodnotu 7,4.

Hotovy pufr byl skladovan v lednici pfi teploté 4 °C.
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o 13 % kyselina 5-sulfosalicylova — zasobni roztok

13 % kyselina 5-sulfosalicylova byla pfipravena rozpusténim 4,68 g SSA ve 36 ml
ultracCisté vody a pfidanim 300 pl 37 % kyseliny chlorovodikové. Kyselina byla

skladovana v lednici pfi teploté 4 °C.

Pracovni roztok 1,3 % SSA byl pfipraven fedénim zasobniho roztoku 13 % kyseliny

5-sulfosalicylové ultracistou vodou v poméru 1:9.
e Glutathion oxidovana forma, GSSG (10 mM) — zasobni roztok

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 6,12 mg GSSG v 1 ml 1,3 % SSA. Takto
pfipraveny roztok je, pfi uchovani v mrazaku pfi teploté -24 °C, stabilni po dobu

12 mésicu.

Pracovni roztok byl pfipraven smichanim 5 pyl 10 mM zasobniho roztoku GSSG a
9,995 ml 1,3 % SSA na vyslednou koncentraci 5 yM (2000x zfedény). Pracovni roztok

byl alikvétovan po 1,5 ml a uchovavan pfi teploté -24 °C.
e Glutathion redukovana forma, GSH (10 Mm) — zasobni roztok

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 3,06 mg GSH v 1 ml 1,3 % SSA. Takto

pfipraveny roztok je, pfi uchovani v mrazaku pfi teploté -24 °C, stabilni po dobu 2 tydna.

Pracovni roztok byl pfipraven smichanim 20 yl 10 mM zasobniho roztoku GSH a
9,980 ml 1,3 % SSA na vyslednou koncentraci 20 yM (500x zfedény). Pracovni roztok

je nestabilni a nelze uchovavat.
e Kyselina 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoova, DTNB (6 mM) — zasobni roztok

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 2,4 mg DTNB v 1 ml fosfatového pufru.
Takto pfipraveny roztok je, pfi uchovani v mrazaku pfi teploté -24 °C, stabilni po dobu

2 mésicl, proto byl podle potfeby pfipravovan v nadbytku, alikvétovan po 1 mi.
e Nikotinamidadeninnukleotidfosfat redukovany, NADPH

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 6,7 mg NADPH v 1 ml fosfatového pufru.
Takto pfipraveny roztok je, pfi uchovani v mrazaku pfi teploté -24 °C, stabilni po dobu

1-2 mésicq, proto byl podle potfeby pfipravovan v nadbytku, alikvétovan po 1 ml.
e Glutathion reduktaza, GR

Roztok GR byl vzdy pfed méfenim pfipraven Cerstvy. Na jednu 96-jamkovou
mikrotitrani destiCku se pfipravoval roztok smichanim 50 ul GR a 5 ml fosfatového

pufru.
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e 2-vinylpyridin, 2-VP

Roztok 2-VP se vzdy pfipravoval Cerstvy, a to nafedénim 0,5 ml 2-VP 0,5 ml

chlazeného ethanolu.
e Monochlorobiman, MCB (10 mM) — zasobni roztok

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 5 mg MCB v 2205 uyl DMSO. Takto

pfipraveny roztok byl alikvotovan po 100 ul a skladovan ve tmé v mrazaku pfi -24 °C.

Pracovni roztok MCB byl vzdy pfed méfenim pfipraven Cerstvy. Na jednu
96-jamkovou mikrotitraéni desticku se pfipravoval roztok smichanim 37 yl 10 mM MCB
a 9363 pl pfedem nahfatého média (ve vodni Iazni na 37 °C), aby vysledna koncentrace
MCB odpovidala 40 puM.

4.3. STANOVENiI GLUTATHIONU POMOCIi MCB

Buriky byly kultivovany v €ernych 96-jamkovych kultivaénich destickach
s priihlednym dnem, v koncentracich 4 a 5 tisic bunék na jamku. Nasledujici den bylo
médium z jamek odsato a buriky byly ovlivnény 100 ul suspenze grafenovych a
titanovych nanocastic v pfislusnych koncentracich, které jsou uvedeny v tabulkach 4 a
5. Pro pozitivni kontrolu byla ¢ast bunék ovlivnéna 3,3 M roztokem cisplatiny (cisPt) o
vyslednych koncentracich 30 yM a 50 uM cisPt na jamku a jako negativni kontrola
slouzila ¢ast bunék, u kterych bylo pouze vyménéno médium. Ovlivnéné buriky byly dale

inkubovany po dobu 24 a 48 hodin.

Tabulka 4

Redéni suspenze grafenovych nanog&astic o koncentraci 250 pg/ml pro ovlivnéni 16 jamek

Koncentrace v jamce L.
Grafen (250 pg/ml) [pl] Médium [pl]
[ug/ml]
5 40 1960
15 120 1880
30 240 1760
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Tabulka 5

Redéni suspenze titanovych nano&astic o koncentraci 1 mg/ml pro ovlivnéni 16 jamek.

Koncentrace v jamce
TiO2 (1 mg/ml) [pl] Médium [pl]
[ug/ml]
1 2 1998
10 20 1980
100 200 1800

Po uplynuti inkubaéni doby bylo médium z jamek odsato a do kazdé jamky byla
pfidana smés 100 pl média s MCB. Vysledna koncentrace byla 40 yM MCB na jamku.

Po pfidani MCB byla méfena kinetika reakce na pfistroji Tecan Infinite M200PRO,

pfedem vytemperovaného na 37 °C. Podminky méfeni jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6

Podminky spektrofluorimetrického stanoveni GSH pomoci MCB.

Teplota detekce 37 °C

Vinova délka excitace/emise 394 nm/490 nm
Kinetické méreni 1 hodina
Casovy interval méreni 3 minuty
Vytézek (gain) 110

Vysledna koncentrace redukovaného GSH pfitomného ve vzorcich byla
vyhodnocena pomoci smérnic jako procentualni podil koncentrace GSH vztazeny

ke kontrolnimu vzorku neovlivnénych bunék.

4.3.1. OPTIMALIZACE STANOVENIi GLUTATHIONU POMOCIi MCB

Metoda stanoveni glutathionu pomoci MCB byla pro potfeby této diplomové
prace optimalizovana. Prvni parametr, ktery byl optimalizovan, byla koncentrace
pfidavku roztoku MCB ke vzorku bunék, které byly ovlivnény titanovymi nanocasticemi,

cis-platinou jako pozitivni kontrolou a k ¢asti neovlivnénych bunék pro negativni kontrolu.

Ke vzorku bunék byl pfidavan roztok MCB tak, aby vysledna koncentrace byla
0-50 yM MCB na jamku. Poté byla méfena kinetika reakce podle uvedeného postupu

(kapitola 4.3). Na zakladé ziskanych dat, ze kterych byla vypocitana primérna smérnice
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(tabulka 11), byla pro ucely diplomové prace byla vybrana koncentrace 40 yM MCB na

jamku.

Druhym parametrem, ktery byl optimalizovan, byl zpasob pfidani roztoku MCB ke

vzorku bunék. Byly testovany hned dva zpusoby pfidavku.

Pro prvni zplsob byl pfipraven pracovni roztok smisenim 60 uyl 10 mM MCB
s 2440 ul pfedem vytemperovaného média. Do kazdé jamky, pfimo do 100 pl bunéé&ného
média, bylo pfidano 20 ul pracovniho roztoku tak, aby byla vysledna koncentrace 40 uM
MCB na jamku.

Pro druhy zpusob byl pfipraven pracovni roztok smisenim 37 pyl 10 mM MCB
s 9363 yl pfedem vytemperovaného meédia. Bunééné medium bylo z jamek odsato a
nasledné bylo pfidano 100 ul pracovniho roztoku o vysledné koncentraci 40 yM MCB na

jamku.

Pro oba zpusoby byla méfena kinetika reakce podle vy$e uvedenych podminek
(kapitola 4.3., tabulka 6). Z naméfenych dat byly sestrojeny grafy zavislosti fluorescence
na koncentraci roztoku MCB (kapitola 5.1.2.). Pro ucely diplomové prace byl zvolen
druhy testovany zplsob, a to vyména média s naslednym pfidavkem 100 ul pracovniho
roztoku 40 uM MCB.

4.4. PRIPRAVA BUNECNEHO LYZATU

Bunky byly kultivovany v 6-jamkovych kultiva¢nich destiCkach v koncentracich
50 a 65 tisic bunék na jamku. Nasledujici den byly bufky ovlivnény suspenzi
grafenovych a titanovych nanocastic v pfisluSnych koncentracich, uvedenych
v tabulkach 4 a 5. Pro pozitivni kontrolu byla &ast bunék ovlivnéna 3,3 M roztokem
cisplatiny o vysledné koncentraci 50 yM cisPt na jamku a jako negativni kontrola slouzila
¢ast bunék, které zustaly neovlivnéné. Buriky byly dale inkubovany po dobu
24 a 48 hodin.
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Tabulka 7

Redéni suspenze grafenovych nanod&astic o koncentraci 250 pg/ml pro ovlivnéni bunék na

pfipravu bunééného lyzatu.

Koncentrace v jamce .
Médium [pl] Grafen (250 pg/ml) [pl]
[Hg/mi]
1 5 -40 40
15 -120 120
30 -240 240

Pozn.: Z kazdé jamky 6-ti jamkové desti¢ky s bufikami pfi ovlivnéni byl odsat takovy
objem media, ktery tam byl poté pfidan ve formé zasobniho roztoku grafenovych di

titanovych nanocastic.

Tabulka 8

Redéni suspenze titanovych nanogastic o koncentraci 1 mg/ml pro ovlivnéni bunék na pipravu

buné&éného lyzatu.

Koncentrace v jamce
Médium [pl] TiO2 (1 mg/ml) [pl]
[Hg/mi]
1 10 -20 20
2 100 -200 200

Po uplynuti inkubaéni doby bylo médium z jamek odsato. Jamky s bufikami byly

nasledné proplachnuty 1 ml na 37 °C vyhfatého PBS a znovu odsaty do sucha.

Do kazdé jamky bylo pfidalo 50 ul chlazené 10 mM HCI a desticka se nechala
5 minut inkubovat na ledu. Poté byly buriky z kultivaCnich desticek seSkrabovany a

prevedeny do 1,5 ml zkumavek, které byly po celou dobu seSkrabu umistény na ledu.

Pomoci dalSich 50 pl 10 mM HCI byly jamky desti¢ky proplachnuty a seSkrabany
zbytky bunék, které ulpivaly v krajich jamek. Tento postup byl dvakrat opakovan.

Zkumavky se seSkrabanymibufkami byly poté dvakrat zmrazeny

v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -70 °C a rozmrazeny pfi laboratorni teploté.

Nasledovné byly zkumavky s burfikami centrifugovany pfi 15 000 g v chlazené

centrifuze na 4 °C po dobu 10 minut. Po stoeni byl supernatant odebran do novych 1,5
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ml zkumavek, z nichz bylo odebrano po 30 ul lyzatu na stanoveni koncentrace proteinQ
pomoci BCA metody a ke zbytku lyzatu byla pfidana 13 % SSA v poméru 1:10. Lyzat
s 13 % SSA byl znovu centrifugovan pfi 15 000 g v chlazené centrifuze na 4 °C po dobu

10 minut.

Po stoCeni byl odebrany supernatant ihned zpracovan, nebo byl uloZen

v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -70 °C pro dalSi pouziti.

4.4.1. OPTIMALIZACE PRIPRAVY BUNECNEHO LYZATU
Metoda byla optimalizovana, aby bylo dosazeno nejvyssi koncentrace proteinu

ve vzorku lyzatu. Za timto uc¢elem bylo vyuzito &tyf rozdilnych metod lyze bunék.

e Zmrazeni pfi teploté -70 °C — zkumavka s bufkami byla dvakrat zmrazena
v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -70 °C a nasledné rozmrazena za laboratorni
teploty

e 10 mM HCI - zkumavka s bufikami byla ihned zpracovana

o Ultrazvuk — do zkumavky s burfikami byly pfidany sklenéné kuli¢ky a zkumavka
byla dvakrat ponofena po dobu 15 sekund v ultrazvukové lazni

e Homogenizace — do zkumavky s burikami byly pfidany sklenéné kulicky a
zkumavka byla nasledné vloZzena do homogenizatoru, s pfedem vychlazenim

karuselem. Homogenizace probihala po dobu 10 minut.

Pro uc€ely diplomové prace byla vybrana metoda opakovaného zmrazeni vzorku
lyzatu pfi -70 °C v hlubokomrazicim boxu a bylo dale postupovano dle vySe uvedeného

postupu (kap. 4.4).

4.5. STANOVENIi KONCENTRACE PROTEINU POMOCI
BCA METODY

Kolorimetrické stanoveni kyseliny bicinchoninové (BCA) se vyuziva
ke kvantifikaci proteint ve vzorku. Principem tohoto stanoveni je schopnost protein(
redukovat médnaté ionty na ionty médné za alkalickych podminek prostfednictvim
biuretovy reakce. Médné ionty chelatuji s kyselinou bicinchoninovou za vzniku fialové
zbarveného komplexu. Koncentrace stanovovanych proteind je pfimo umérna intenzité

fialového zbarveni méfené pfi vinové délce 562 nm (Rogatsky, 2021)

Podle tabulky 6 byly pfipraveny kalibraéni roztoky bovinniho sérového albuminu (BSA)

pro stanoveni kalibra¢ni kfivky. Koncentrace proteint byla stanovovana u vzorku, které
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byly 2x fedény 10 mM HCI (30 ul vzorku buné&ného lyzatu + 30 pl 10 mM HCI) a u vzorkl

po pfidani denaturaéniho €inidla 13 % SSA v poméru 1:10.

Tabulka 9

Redéni roztok( pro stanoveni kalibragni kfivky pro BCA méFeni koncentrace proteindl

Koncentrace BSA [ug/ml] 1% roztok BSA [pl] Destilovana voda [ul]
1 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450

Pracovni roztok C byl pfipraven smisenim roztoku A (kyselina bicinchoninova,
uhli¢itan sodny, hydrogenuhli€itan sodny v 0,1 M NaOH) s roztokem B (4 % (w/v)

hexahydrat siranu médnatého) v poméru 50:1.

10 pl kalibragnich standardi a nafedénych vzorku bylo pipetovano spolu s
200 pl pracovniho roztoku C do 96-jamkové desti¢ky, ktera byla fadné promichana a

inkubovana po dobu 30 minut pfi 37 °C.

Pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M200Pro byla naméfena absorbance pfi

vinové délce 562 nm.

Z pramérnych hodnot absorbance kalibracnich standardd byla sestrojena
kalibracni kfivka. Od primeérnych hodnot absorbance vzork( byla odectena primérna
hodnota slepého vzorku a nasledné pomoci rovnice kalibracni kfivky byla vypocitana

koncentrace protein( ve vzorku.

Tabulka 10

Namérené hodnoty absorbance, které byly pouzity k sestrojeni kalibracni kfivky (graf 1), pro

odecet koncentraci proteinu [ug/ml] ve vzorku bunééného lyzatu

Koncentrace proteinu [ug/ml] 0 200 400 600 800 1000
Absorbance 0 0,109 | 0,193 | 0,256 | 0,340 | 0,419
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Kalibracni krivka pro BCA méreni koncentrace proteinu
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Graf 1

Kalibraéni pfimka pro BCA méfeni koncentrace proteinu (linearni v rozsahu 0-1000 pg/ml

proteinu).

4.6. STANOVENI CELKOVEHO A OXIDOVANEHO (GSSG)
GLUTATHIONU POMOCiI ENZYMATICKE RECYKLACNI
REAKCE

Nejprve byly pfipraveny pracovni roztoky oxidované a redukované formy
glutathionu (kapitola 4.2.), z nichz byly podle tabulek 7 a 8 nafedény kalibracni roztoky.
Kalibrace byly provedeny pro GSH, GSSG a GSSG s pfidavkem 20 pl derivatizaCniho
Cinidla 2-vinylpyridinu. Roztok 2-VP byl pfipraven nafedénim 0,5 ml 2-VP 0,5 ml

chlazeného EtOH. Nasledna derivatizace byla provadéna v digestofi.
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Tabulka 11

Redéni roztok( pro stanoveni kalibraéni kfivky GSSG (0-5 uM)

Koncentrace GSSG [uM] 5 uM GSSG [ul] 1,3 % SSA [jl]
1 0 0 400
2 0,5 40 360
3 1 80 320
4 1,5 120 280
5 2 160 240
6 3 240 160
7 4 320 80
8 5 400 0
Tabulka 12

Redéni roztok( pro stanoveni kalibraéni kiivky GSH (0-20 uM)

Koncentrace GSH [uM] 20 yM GSH [pl] 1,3 % SSA [pl]

1 0 0 200
2 2 20 180
3 4 40 160
4 6 60 140
5 8 80 120
6 12 120 80
7 16 160 40
8 20 200 0

Do 96-jamkové polypropylenové desti¢ky bylo napipetovano 200 pl od kazdého
kalibraéniho roztoku 0-5 yM GSSG a 200 pl vzorkdl bunééného lyzatu s pfidavkem
denaturaéniho ¢inidla 13 % SSA v poméru 1:10, ke kterému bylo pfidano 20 ul 2-VP.

Inkubace probihala po dobu 1 hodiny za stalého michani na tfepacce.

V mezidobi byl pfipraven pracovni roztok, a to smichanim 0,7 ml zasobniho
roztoku DTNB, 0,7 ml zasobniho roztoku NADPH a 12,6 ml fosfatového pufru

(kapitola 4.2.) na jednu 96-jamkovou desticku.

Po uplynuti inkubaéni doby bylo do 96-jamkové destiCky rozpipetovano

multikanalovou pipetou po 50 ul vzorku bunécného lyzatu, ktery byl nafedén v poméru
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1:3 10 mM HCI, po 50 pl vzorku s pfidavkem 2-VP. Dale po 50 pl kalibraéni standardy
pro GSH, GSSG a kalibrac¢ni standardy pro GSSG s pfidavkem 2-VP. Do kazdé jamky
bylo pfidano 100 ul pracovniho roztoku a 50 pl pracovniho glutathionreduktazy (kapitola
4.2.). lhned byla méfena kinetika na pfistroji Tecan Infinite M200PRO. Podminky mé&feni

jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 13

Podminky stanoveni GSH/GSSG pomoci enzymatické recyklaéni reakce

Vinova délka 412 nm
Kinetické méreni 3 minuty
Casovy interval méreni 30s

Koncentrace celkového tGSH a oxidovaného glutathionu GSSG ve vzorku byla
stanovena z Kkalibraéni kfivky. Koncentrace redukovaného GSH byla vypodétena
odectenim hladiny GSSG od hladiny celkového glutathionu (GSH = tGSH — 2 x GSSG).

Kalibrac¢ni krivka tGSH
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Graf 2

Kalibracni kfivka pro vypocet celkového glutathionu ve vzorku buné&éného lyzatu. Sestrojena jako

z4vislost smérnice na koncentraci tGSH [uM].
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Kalibracni krivka GSSG
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Graf 3

Kalibracni kfivka pro vypocet oxidované formy glutathionu GSSG ve vzorku buné&cného lyzatu.

Sestrojena jako zavislost smérnice na koncentraci GSSG [uM].

Kalibracni krivka GSSG-2-VP

0.0009-

0.0008- e

0.0007 -

0.0006- -

0.0005 L

0.0004 y =0,000169x

0.0003- R = 0,997

0.0002- P

0.0001- ¢

0.0000-9- T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

uM GSSG-2VP

Smeérnice

Graf 4

Kalibragni kfivka oxidované formy glutathionu GSSG s pfidavkem derivatizaéniho &inidla 2-VP.

Sestrojena jako zavislost smérnice na koncentraci GSSG-2-VP [uM].
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4.7. STATISTICKA ANALYZA

VSechna experimentalni méfeni byla provedena alespon tfikrat nezavisle pro obé
metody. V8echny hodnoty byly méfeny v kvadruplikatech. Data byla vyjadfena jako
procentualni zastoupeni hladiny glutathionu vztazené ke kontrole (kontrola = 100 %).
Vysledky méfeni byly vyjadieny jako primérna hodnota + SD. Rozdily mezi skupinami
vzorklli méfené rlznym testem byly hodnoceny pomoci analyzy rozptylu

*

(ANOVA), p = 0,05. Statisticka vyznamnost znacCena jako (pfipadné  #)
odpovida p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001. Korelacni koeficient mezi
testy MCB a enzymatickou recyklacni reakci byl vypocten po analyze podobnych vzorki,
pomoci parového t-testu. Kezpracovani analyzy byl vyuZit program

GraphPad Prism 10.2.3.
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5 VYSLEDKY

5.1. STANOVENi GLUTATHIONU (GSH) POMOCI
MONOCHLOROBIMANU

5.1.1. OPTIMALIZACE METODY

5.1.1.1.KONCENTRACE MCB
Nejprve byla optimalizovana koncentrace pfidavku MCB. K ovlivnénému vzorku

bunék, byl pfidan roztok MCB tak, aby vysledna koncentrace byla 0-50 uM. Poté byla

méfena kinetika reakce podle uvedeného postupu (kapitola 4.3)

Na zakladé ziskanych dat, ze kterych byla vypocitana pramérna smérnice
(tabulka 11), byla vybrana vysledna koncentrace 40 uM MCB. Pro tuto koncentraci byla
ziskana prvni nejvy$si primérna smérnice pro pozitivni kontrolu, negativni kontrolu

(vzorek neovlivnénych bunék) i pro buriky ovlivnéné titanovymi nanocasticemi (graf 5).

Tabulka 14

Hodnoty smérnic pozitivni a negativni kontroly pro stanoveni optimalni koncentrace MCB

v rozsahu 0-50 uM.

MCB MCB MCB MCB MCB MCB

Smeérnice pro kontrolu -0,009 | 0,644 0,769 0,821 0,904 0,795

Smérnice po pozitivni

-0,003 0,234 0,343 0,365 0,371 0,329
kontrolu
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Koncentrace MCB - bunky ovlivnéné titanovymi nanocasticemi
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Graf 5

Zavislost fluorescence ovlivnénych bunék s roztokem 0-50 yM MCB na ¢ase. Kinetika reakce

byla méfena podle podminek uvedenych v tabulce 3 (kapitola 4.3.)

5.1.1.2. ZPUSOB PRIDANi MCB
Dale byl optimalizovan zplsob pfidavku roztoku MCB (kapitola 4.3.1.2).

Ze ziskanych dat byla metoda, kdy byl roztok MCB pfidan pfimo do buné&ného média,
vyhodnocena jako méné vhodna. Z grafu 6 a 7 bylo patrné, zZe v prvnich 900 sekundach
ma kfivka zavislosti fluorescence na €ase klesajici charakter pro pozitivni kontrolu i

kontrolni vzorek neovlivhénych bunék.

V tabulce 12 byly uvedeny smérnice pro méfeni v ¢ase 0-3600 s a pfepocitané
smérnice v ¢ase 1800-3600 s. Pro koncentraci 40 yM MCB, ktera byla v této praci
pouzivana pro stanoveni glutathionu ve vzorcich, byl zaznamenan nejvétsi rozdil mezi
smérnicemi u pozitivni kontroly, negativni kontroly, tak i pro vzorky ovlivnénych bunék

titanovymi nanocasticemi.
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Tabulka 15

Hodnoty smérnic pozitivni a negativni kontroly pro ¢asy 0-3600 s a prepocitané smérnice pro

Casy 1800-3600 s pro koncentrace vysledné 0-50 yM MCB.

Smeérnice pro pozitivni kontrolu Smeérnice pro kontrolu
Eas 0-3600 [s] | cas 1800-3600 [s] | cas 0-3600[s] | Eas 1800-3600 [s]
MCB 0 0,002 0,001 -0,008 0,002
MCB 10 0,353 0,377 0,498 0,482
MCB 20 0,391 0,447 0,538 0,560
MCB 30 0,239 0,371 0,503 0,578
MCB 40 0,204 0,334 0,484 0,579
MCB 50 0,141 0,308 0,511 0,597
Pridavek MCB - pozitivni kontrola
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Graf 6

Zavislost fluorescence na ¢ase pro koncentrace vysledné 0-50 uM MCB, kde vzorek bunék byl

ovlivnén 50 pM cisplatinou — pozitivni kontrola.

45



Pridavek MCB - negativni kontrola
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Graf 7

Zavislost fluorescence na Case pro koncentrace vysledné 0-50 uM MCB, kde vzorek

neovlivnénych bunék — negativni kontrola.

5.1.2. STANOVENI GLUTATHIONU V BUNKACH OVLIVNENYCH
TITANOVYMI NANOCASTICEMI

Pro ovlivnéni bunék HDFn byly pouzity tfi rizné formy titanovych nanocastic
(kapitola 4.1.2.2.), dale znacené jako S (Anatase/Rutile, ~ 27 nm), E (Anatase/Rutile,
20-30 nm) a T (Anatase, 4-6 nm) o koncentracich 1, 10 a 100 pg/ml. Buriky byly
inkubovany po dobu 24 a 48 hodin.

Vysledna koncentrace redukovaného GSH pfitomného ve vzorcich HDFn
ovlivnénych titanovymi nanocasticemi byla vyhodnocena pomoci smérnic jako
procentualni podil koncentrace GSH vztazeny ke kontrolnimu vzorku neovlivnénych

bunék.

Byla provedena statisticka analyza pomoci jednocestné analyzy rozptylu one-
way ANOVA, kdy nebyly pozorovany signifikantni statistické poklesy oproti kontroldm
mezi jednotlivymi formami a koncentracemi pouzitych titanovych nanocastic.
Signifikantni statisticky pokles byl pozorovan pouze u HDFn ovlivnénych 30 a 50 yM
roztokem ciplatiny jako pozitivni kontrola, a to u obou testovanych dob inkubace (graf 8
a9).
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Pomoci testu dvoucestné analyzy rozptylu two-way ANOVA byly porovnany vlivy

doby inkubace (graf 10). Témé&F u vSech bunék, s vyjimkou bunék ovlivnénich

nanocasticemi znaCenymi S a T pfi koncentraci 1 ug/ml, doslo po 48 hodinach k adaptaci

na oxidacni stres plsobeny titanovymi nanocasticemi a vzrostlo procentualni zastoupeni

redukovaného glutathionu.

Tabulka 16

Hodnoty procentualniho zastoupeni redukovaného GSH po 24 hodinové inkubaci HDFn

s titanovymi nano&asticemi. Experimentalné ziskana data byla vyjadfena jako procento kontroly

(100 %) a byla dopocitana primérna smérodatna odchylka (£SD) ze tfi nezavislych experimentu.

% GSH SD
Kontrola 100 0

18 100,5 55
108 95,4 3,0
1008 93,5 57
1E 94,1 4.4
10E 93,7 3,9
100E 92,8 1,0
1T 102,3 6,4
10T 95,6 6,5
100T 83,3 8,3
30Pt 74,7 ** 57
50Pt 63,7 **** 9,3
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Glutathion inkubace 24 h
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Graf 8

Procentualni zastoupeni redukované formy glutathionu (GSH) po 24 hodinové inkubaci lidskych
fibroblasta s titanovymi nanocasticemi. Data predstavuji primér vyjadfeny jako procento kontroly
(0 ug/ml) £ SD ze tfi nezavislych experimentl. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti
kontrolam ** p <0,01, **** p <0,0001 byl pozorovan pouze u HDFn ovlivnénych cisplatinou jako

pozitivni kontrolou.
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Tabulka 17

Hodnoty procentualniho zastoupeni redukovaného GSH po 48 hodinové inkubaci HDFn

s titanovymi nanocasticemi. Experimentalné ziskana data byla vyjadifena jako procento kontroly

(100 %) a byla dopocitana primérna smérodatna odchylka (+SD) ze tfi nezavislych experimentd.

% GSH +SD
Kontrola 100 0

1S 96,9 6,9
108 102,9 25
100S 107,9 12,7
1E 100,1 53
10E 101,8 7,2
100E 98,5 10,4
1T 95,1 8,2
10T 102,8 10,6
100T 98,2 11,1
30Pt 31,7 ¥ 8,4
50Pt 25,0 **** 1,8
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Glutathion inkubace 48h
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Graf 9

Procentualni zastoupeni redukované formy glutathionu (GSH) po 48 hodinové inkubaci lidskych
fibroblasta s titanovymi nanocasticemi. Data predstavuji primér vyjadfeny jako procento kontroly
(0 pyg/ml) + SD ze ftfi nezavislych experimentl. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti

*kkk

kontrolam p <0,0001 byl pozorovan pouze u HDFn ovlivnénych cisplatinou jako pozitivni

kontrolou.
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Porovnani vlivu doby inkubace
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Graf 10

Porovnani vlivu doby inkubace bunék HDFn s titanovymi nanocasticemi. Data pfedstavuji primér
vyjadreny jako procento kontroly (0 pg/ml) + SD ze tfi nezavislych experimentd (hodnoty jsou
uvedeny v tabulkach 13 a 14). Statisticky vyznamny rozdil mezi dvéma inkubaénimi ¢asy v ramci
jedné koncentrace #### p <0,0001 byl pozorovan pouze u HDFn ovlivnénych cisplatinou jako

pozitivni kontrolou.

5.1.3. STANOVENI GLUTATHIONU V BUNKACH OVLIVNENYCH
GRAFENOVYMI NANOCASTICEMI

Pro ovlivnéni bunék HDFn byly pouzity dvé razné formy grafenovych nanocastic
(kapitola 4.1.2.1.), dale znaCené jako G1 (nemodifikované grafenové Castice, lateralni
velikost 80-300 nm) a G2 (nemodifikované grafenové Ccastice, lateralni velikost
250-400 nm) o koncentracich 5, 15 a 30 ug/ml. Buriky byly inkubovany po dobu 24 a 48
hodin.

Vysledna koncentrace redukovaného GSH pfitomného ve vzorcich HDFn
ovlivnénych titanovymi nanocasticemi byla vyhodnocena pomoci smérnic jako
procentualni podil koncentrace GSH vztazeny ke kontrolnimu vzorku neovlivnénych

bunék.

Byla provedena statisticka analyza pomoci jednocestné analyzy rozptylu one-
way ANOVA, kdy byly pozorovany signifikantni statistické poklesy oproti kontrolam u
HDFn ovlivnénych grafenovymi nanoCasticemi znaCenymi G1 u nejvySSi pouzité
koncentrace 30 pg/ml po 24 hodinové inkubaci (graf 11). Po 48 hodinové inkubaci byly
pozorovany signifikantni statistické poklesy u HDFn ovlivnénych nanoc¢asticemi G1 opét

pro koncentraci 30 ug/ml a nanocasticemi zna¢enymi jako G2 pro koncentraci 30 ug/ml
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(graf 12). Signifikantni statisticky pokles byl pozorovan i u HDFn ovlivhénych 30 a 50 yM
roztokem ciplatiny jako pozitivni kontrola, a to u obou testovanych dob inkubace (graf 11
a12).

Pomoci testu dvoucestné analyzy rozptylu two-way ANOVA byly porovnany vlivy
doby inkubace (graf 13). Témé&f u vSech bunék, s vyjimkou bunék ovlivnénich
nanocasticemi znacenymi G2 pfi koncentraci 5 ug/ml, doSlo po 48 hodinach k dalSimu

poklesu procentualniho zastoupeni redukovaného glutathionu.

Tabulka 18

Hodnoty procentualniho zastoupeni redukovaného GSH po 24 hodinové inkubaci HDFn s
grafenovymi nanoCasticemi. Experimentalné ziskana data byla vyjadfena jako procento kontroly

(100 %) a byla dopocitana primérna smérodatna odchylka (+SD) ze tfi nezavislych experiment.

% GSH +SD
Kontrola 100 0

5G1 85,6 1,1
15G1 77,9 0,6
30G1 69,6 * 1,5
5G2 91,6 3,0
15G2 77,9 12,4
30G2 75,4 17,7
30Pt 74,7 5,7
50Pt 63,7 ** 9,3
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Graf 11

Procentudlni zastoupeni redukované formy glutathionu (GSH) po 24 hodinové inkubaci lidskych
fibroblastd s grafenovymi nanocasticemi. Data pfedstavuji pramér vyjadfeny jako procento
kontroly (0 ug/ml) £ SD ze tfi nezavislych experimentl. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti
kontrolam * p <0,05, ** p <0,01.

Tabulka 19

Hodnoty procentualniho zastoupeni redukovaného GSH po 48 hodinové inkubaci HDFn s
grafenovymi nanoCasticemi. Experimentalné ziskana data byla vyjadfena jako procento kontroly

(100 %) a byla dopocitana primérna smérodatna odchylka (+SD) ze tfi nezavislych experimentu.

% GSH *SD
Kontrola 100 0

5G1 83,4 1,4
15G1 71,9 55
30G1 55,4 ** 7,6
5G2 93,6 2,6
15G2 72,2 18,6
30G2 69,6 * 16,5
30Pt 31,7 **** 8,4
50Pt 25,0 **** 1,8
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Glutathion inkubace 48h
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Graf 12

Procentudlni zastoupeni redukované formy glutathionu (GSH) po 24 hodinové inkubaci lidskych
fibroblastd s grafenovymi nanocasticemi. Data predstavuji pramér vyjadfeny jako procento
kontroly (0 pg/ml) £ SD ze tfi nezavislych experiment(. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti
kontrolam * p <0,05, ** p <0,01, **** p <0,0001.

Porovnani vlivu doby inkubace
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Graf 13

Porovnani vlivu doby inkubace lidskych fibroblastd s grafenovymi nanocasticemi. Data
predstavuji priimér vyjadfeny jako procento kontroly (0 pg/ml) £+ SD ze ftfi nezavislych
experimentl. Statisticky vyznamny rozdil mezi dvéma inkubaénimi ¢asy v ramci jedné
koncentrace ###H#t p <0,0001.
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5.2.

STANOVENI

CELKOVEHO A OXIDOVANEHO
GLUTATHIONU POMOCI ENZYMATICKE RECYKLACNI
REAKCE

5.2.1. OPTIMALIZACE METODY

5.2.1.1.PRIPRAVA BUNECNEHO LYZATU
Pfed stanovenim celkového a oxidovaného (GSSG) glutathionu pomoci

enzymatické recyklacni reakce, byla optimalizovana metoda pfipravy bunééného lyzatu,

kdy byly testovany &tyfi zpusoby pfipravy (kapitola 4.4.1.).

Tabulka 20

Hodnoty smérnic vyslednych koncentraci celkového tGSH a oxidovaného GSSG s pfidavkem

derivatiza¢niho ¢inidla 2-VP.
-70 °C- Hom-
HCI-VP HCI -70 °C Uz-vP uz Hom
VP VP
Smeérnice 0,00001 | 0,00059 | 0,00001 | 0,00067 | 0,00002 | 0,00061 | 0,00002 | 0,00054
Tabulka 21

Hodnoty glutathionu [uM] pro jednotlivé zpUsoby pfipravy bunééného lyzatu.

Ultrazvuk (UZ) | Homogenizace (Hom)
HCI [uM] -70 °C[uM]
[bM] [bM]
Celkovy 3,605 4,123 3,703 3,277
Oxidovany 0,147 0,124 0,172 0,233
Redukovany 3,312 3,875 3,358 2,810
%oxidovaného 4,07 3,01 4,65 7,12
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Graf 14

Sloupcovy graf zavislosti smérnice na vysledné koncentraci celkového tGSH a oxidovaného
GSSG s pridavkem derivatizacniho Cinidla 2-VP.

Z grafu 8 a tabulek 17 a 18 bylo patrné, Ze pfiprava buné&ného lyzatu pomoci
opakovaného zmrazeni vzorku pfi teploté -70 °C byla vyhodnocena jako nejvhodnéjsi.

Ackoliv vytéiek b|’|koviny pro tuto metodu nebyl z testovanych metod nejvy$si, byla

v v

5.2.2. STANOVENiI GLUTATHIONU V BUNKACH OVLIVNENYCH
TITANOVYMI NANOCASTICEMI

Pro ovlivnéni bunék HDFn byly pouzity tfi rdzné formy titanovych nanocastic
(kapitola 4.1.2.2.), dale znaCené jako S (Anatase/Rutile, ~ 27 nm), E (Anatase/Rutile,
20-30 nm) a T (Anatase, 4-6 nm) o koncentracich 10 a 100 pg/ml. Buriky byly inkubovany
po dobu 24 a 48 hodin.

Koncentrace celkového tGSH a oxidovaného glutathionu GSSG ve vzorku byla
stanovena z kalibraéni kfivky (kapitola 4.6.). Koncentrace redukovaného GSH byla
vypoCtena odeltenim hladiny GSSG od hladiny celkového glutathionu
(GSH =tGSH - 2 x GSSG).
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Byla provedena statistickd analyza pomoci jednocestné analyzy rozptylu
one-way ANOVA, kdy nebyly pozorovany signifikantni statistické poklesy oproti
kontroldm mezi jednotlivymi formami a koncentracemi pouzitych titanovych nanocastic.
Signifikantni statisticky pokles byl pozorovan pouze u HDFn ovlivnénych 50 uM
roztokem ciplatiny jako pozitivni kontrola, a to u obou testovanych dob inkubace (graf 15
a 16).

Pomoci testu dvoucestné analyzy rozptylu two-way ANOVA byly porovnany vlivy
doby inkubace (graf 17). Témé&F u v8ech bunék, s vyjimkou bunék ovlivnénich
nanocasticemi zna¢enymi S pfi koncentraci 10 ug/ml, doslo po 48 hodinach k adaptaci
na oxidacni stres plsobeny titanovymi nano&asticemi a vzrostlo procentualni zastoupeni

redukovaného glutathionu.

Tabulka 22

Pramérné hodnoty experimentalné naméfenych hodnot glutathionu ziskanych ze tfi nezavislych
experimentd a dopocitanych hodnot rekukovaného glutathionu po 24 hodinové inkubaci bunék
HDFn s titanovymi nanoCéasticemi. Experimentalné ziskana data byla vyjadfena jako procento
kontroly (100 %).

K 10E 100E 108 100S 10T 100T 50Pt
Oxidovany
2,16 1,97 4,47 2,43 3,25 1,89 2,48 5,07
glutathion
Redukovany 50,32
97,84 | 101,19 | 80,49 95,84 78,62 90,93 75,24
glutathion Hekk
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Graf 15

Procentudlni zastoupeni redukované formy glutathionu (GSH) po 48 hodinové inkubaci lidskych
fibroblasta s titanovymi nanocasticemi. Data pfedstavuji priimér vyjadfeny jako procento kontroly
(0 ug/ml) £+ SD ze ftfi nezavislych experimentl. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti

kontrolam ** p <0,01.

Tabulka 23

Primérné hodnoty experimentalné naméfenych hodnot glutathionu ziskanych ze tfi nezavislych
experimentl a dopocitanych hodnot rekukovaného glutathionu po 48 hodinové inkubaci bunék
HDFn s titanovymi nanoCéasticemi. Experimentalné ziskana data byla vyjadfena jako procento
kontroly (100 %).

K 10E 100E 108 100S 10T 100T 50Pt
Oxidovany
1,92 2,54 2,78 1,92 2,33 1,37 2,08 4,85
glutathion
Redukovany 30,37
98,08 | 102,70 | 89,47 93,02 88,36 | 101,61 | 87,00
glutathion Hedekk
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Graf 16

Procentudlni zastoupeni redukované formy glutathionu (GSH) po 48 hodinové inkubaci lidskych
fibroblasta s titanovymi nanocasticemi. Data pfedstavuji primér vyjadfeny jako procento kontroly
(0 ug/ml) £+ SD ze ftfi nezavislych experimentl. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti
kontrolam **** p <0,0001.

Porovnani vlivu doby inkubace
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Graf 17

Porovnani vlivu doby inkubace lidskych fibroblastl s titanovymi nanocasticemi. Data predstavu;ji

primér vyjadfeny jako procento kontroly (O ug/ml) + SD ze tfi nezavislych experimentd.
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5.2.3. STANOVENI GLUTATHIONU V BUNKACH OVLIVNENYCH
GRAFENOVYMI NANOCASTICEMI

Pro ovlivnéni bunék HDFn byly pouzity dvé rizné formy grafenovych nanocastic
(kapitola 4.1.2.1.), dale znacené jako G1 (nemodifikované grafenové Castice, lateralni
velikost 80-300 nm) a G2 (nemodifikované grafenové Cc&astice, lateralni velikost
250-400 nm) o koncentracich 5, 15 a 30 ug/ml. Buriky byly inkubovany po dobu 24 a 48
hodin.

Koncentrace celkového tGSH a oxidovaného glutathionu GSSG ve vzorku byla
stanovena z kalibraéni kfivky (kapitola 4.6.). Koncentrace redukovaného GSH byla
vypoCtena odeétenim hladiny GSSG od hladiny celkového glutathionu
(GSH =tGSH - 2 x GSSG).

Byla provedena statisticka analyza pomoci jednocestné analyzy rozptylu one-
way ANOVA, kdy byly pozorovany signifikantni statistické poklesy oproti kontrolam u
HDFn ovlivnénych grafenovymi nanoc€asticemi znacenymi G1 pfi koncentracich
15 a 30 pg/ml po 24 hodinové inkubaci a u nanocastic znaCenych jako G2 pro nejvyssi
pouzitou koncetraci 30 ug/ml (graf 18). Po 48 hodinové inkubaci byly pozorovany
signifikantni statistické poklesy u HDFn ovlivnénych nanoCasticemi G1 opét pro
koncentraci 15 a 30 pg/ml a G2 pro koncentraci 30 pg/ml (graf 19). Signifikantni
statisticky pokles byl pozorovan i u HDFn ovlivnénych 50 uM roztokem ciplatiny jako

pozitivni kontrola, a to u obou testovanych dob inkubace (graf 18 a 19).

Pomoci testu dvoucestné analyzy rozptylu two-way ANOVA byly porovnany vlivy
doby inkubace (graf 20). Téméf u vSech bunék, s vyjimkou bunék ovlivnénich
nanocasticemi znacenymi G1 pfi koncentraci 30 pg/ml, doslo po 48 hodinach k dalSimu

poklesu procentualniho zastoupeni redukovaného glutathionu.

Tabulka 24

Primérné hodnoty experimentalné naméfenych a dopocitanych hodnot glutathionu

po 24 hodinové inkubaci lidskych fibroblastt s grafenovymi nanocasticemi.

K 5G1 15G1 30G1 5G2 15G2 30G2 50Pt
Oxidovany
2,16 1,67 2,20 3,67 2,20 2,09 2,49 5,07
glutathion
Redukovany 67,73 45,05 67,88 | 50,32
97,84 | 90,18 85,89 77,37
glutathion *%x *kkk * *k*k
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Graf 18

Procentualni zastoupeni redukované formy glutathionu (GSH) po 24 hodinové inkubaci lidskych
fibroblastd s grafenovymi nanoc¢asticemi. Data pfedstavuji primér vyjadfeny jako procento
kontroly (0 pg/ml) £ SD ze tfi nezavislych experimentl. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti
kontrolam * p <0,05, ** p <0,01, ***p <0,001, **** p <0,0001.

Tabulka 25

Primérné hodnoty experimentalné naméfenych a dopoditanych hodnot glutathionu po 24

hodinové inkubaci lidskych fibroblast s grafenovymi nano¢asticemi.

K 5G1 15G1 30G1 5G2 15G2 30G2 50Pt
Oxidovany
1,92 2,43 2,59 3,32 2,21 2,23 2,92 4,85
glutathion
Redukovany 64,93 48,58 62,41 30,37
98,08 | 71,79 82,51 74,96
glutathion * ok *x -
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Graf 19

Procentualni zastoupeni redukované formy glutathionu (GSH) po 24 hodinové inkubaci lidskych
fibroblastd s grafenovymi nanocasticemi. Data predstavuji prdmér vyjadfeny jako procento
kontroly (0 ug/ml) = SD ze tfi nezavislych experiment(. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti
kontrolam p <0,05, ** p <0,01, ***p <0,001, **** p <0,0001.

Porovnani vlivu doby inkubace

150=
Hl 24 hodin

|_| Ii' I 48 hodin

100-

Glutathion ve vzorku [%]
3
[

o
L

Kontrola 5G1 15G1 30G1 5G2 15G2 30G2 50Pt

Grafen [pg/ml]

Graf 20

Porovnani vlivu doby inkubace lidskych fibroblastl s grafenovymi nanocasticemi. Data
predstavuji priimér vyjadieny jako procento kontroly (0 pg/ml) + SD ze tfi nezavislych
experimentd. Statisticky vyznamny rozdil mezi dvéma inkubaénimi ¢asy v ramci jedné

koncentrace # p <0,05.
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5.3. POROVNANI TESTOVANYCH METOD

Testované metody byly na zavér vzajemné porovnany. Korelacni koeficient mezi testy
MCB a enzymatickou recyklacni metodou byl vypoéten po analyze podobnych vzorkd,
pomoci parového t-testu. Ziskané vysledky byly vyjadfeny jako % kontrol redukovaného
GSH v testovanych HDFn.

Byla zjisténa velmi silna korelace mezi metodami pro obé& doby inkubace
s nanoc¢asticemi. Metody MCB a enzymaticka recyklacni metoda poskytuji srovnatelné

vysledky koncentrace redukovaného GSH v testovanych HDFn.

5.3.1. POROVNANIi PRO TITANOVE NANOCASTICE
Korelaéni koeficient mezi MCB a enzymatické recyklacni metody pro inkubace
HDFn titanovymi nanocasticemi po dobu 24 hodin byl stanoven na hodnotu 0,91 a 0,96

pro dobu inkubace 48 hodin.

Provnani metod MCB a enzymatické recyklacni metody pro vzorky
bunék ovlivnéné titanovymi nanocasticemi
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Graf 21

Porovnani metod MCB a enzymatické recyklaéni metody pro vzorky HDFn, ovlivnénych tfemi
formami titanovych nanocastic (kapitola 4.1.2.2) po dobu expozice 24 a 48 hodin. Data
predstavuji priimér vyjadfeny jako procento kontroly (0 pg/ml) £+ SD ze ftfi nezavislych
experimentl. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti kontrolam ***p <0,001, **** p <0,0001.
Korelaéni koeficient mezi testy MCB a enzymatickou recyklaéni metodou byl vypocten po analyze
podobnych vzorkud, pomoci parového t-testu.
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5.3.2. POROVNANi PRO GRAFENOVE NANOCASTICE
Korelacni koeficient mezi MCB a enzymatické recyklacni metody pro inkubace
HDFn grafenovymi nanocasticemi po dobu 24 hodin byl stanoven na hodnotu 0,93 a 0,97

pro dobu inkubace 48 hodin.

Provnani metod MCB a enzymatické recyklacni metody pro vzorky
bunék ovlivnéné grafenovymi nanocasticemi
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Graf 22

Porovnani metod MCB a enzymatické recyklacni metody pro vzorky HDFn, ovlivnénych dvéma
formami grafenovych nanoCastic (kapitola 4.1.2.1) po dobu expozice 24 a 48 hodin. Data
predstavuji priimér vyjadfeny jako procento kontroly (0 pg/ml) £ SD ze tfi nezavislych
experimentl. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti kontrolam * p <0,05, ** p <0,01,
***p <0,001, **** p <0,0001. Korela¢ni koeficient mezi testy MCB a enzymatickou recyklacéni

metodou byl vypoéten po analyze podobnych vzorkl, pomoci parového t-testu.
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6 DISKUSE

Prvnim pfedmétem této diskuse je porovnani pouzitych metod a mozna interpretace
ziskanych vysledku. V této praci byly vyuzity dvé zavedené metody pro stanoveni
glutathionu v kultivovanych HDFn bunkach. Jednim z cilt této prace bylo zjistit, zda
metody stanoveni GSH pomoci monochlorobimanu a enzymatické recyklaéni metody

poskytuji srovnatelné vysledky.

V soucasné literatufe nejsou dostupné studie, které by porovnavaly konkrétné tyto
dvé metody. Capek et al. ve své studii pouZili pro porovnani vysledkd GSH naméfenych
metodou MCB optimalizovany fluorometricky glutathionovy test odvozeny od
ortho-ftalaldehydu (OPA). Pro obé& metody prokazali velmi dobrou korelaci (r = 0,96)
(Capek et al., 2017). Porovnani této metody s metodou vyuZivajici MCB zvolili na
zakladé studie Rou$ara et al. Vtéto studii byla prokazana silna korelace mezi
glutathionovym testem odvozenym od OPA a enzymatickou recyklacni metodou
(r=0,99) (Rousar et al., 2012).

Z nasich experimentalné ziskanych vysledkul vyplyva, ze korelace mezi pouzitymi
metodami je silna pro obé doby inkubace bunék s titanovymi a grafenovymi
nanocasticemi. Vysledky ziskané pomoci enzymatické recyklaéni metody ukazaly niz§i

hodnoty GSH ve srovnani s MCB metodou.

Jako mozny zdroj chyb v nasi praci Ize uvést volba 2-VP jako maskovaciho &inidla
GSH. Presto ze je pouziti 2-VP v souCasné dobé preferovano pfed maskovanim
N-ethylmaleinimidem, neni Uplné bezproblémové. 2-VP je velice pomaly reaktant a jeho
pouziti mGze vést k uméle vysokym hodnotdam GSSG v dusledku autooxidace béhem
reakce. McGill a Jaeschke ve své studii porovnavali hodnoty oxidovaného glutathionu
za pouziti maskovacich cCinidel 2-VP a NEM. Prokazali, Ze pouziti NEM ve spojeni
s jednoduchym postupem extrakce na tuhé fazi vydava nizsi hladiny GSSG nez vice
preferovany 2-VP (McGill, Jaeschke, 2015). Giustarini et al. ve své studii porovnavali
hladiny GSSG ve zdravych jatrech a zjistili, ze procento GSH + GSSG ve formé GSSG
ve vzorku je mnohem nizSi pfi optimalizovaném pouZiti NEM, coZ poukazuje
na skuteCnost, Ze prodlouzena reakéni doba 2-VP s GSH vede Kk oxidaci

nezreagovaného GSH (Giustarini et al., 2016).

DalSim zdrojem chyb spojenym s 2-VP je preanalyticka pfiprava bunék. 2-VP na
rozdil od NEM nepronika buné&Enymi membranami, proto je nutné provést lyzu bunék.
Lyza bunék se provadi okyselenim, které opét muze vést k navySeni hladin GSSG

(McGill, Jaeschke, 2015). Metoda MCB, jak jiz bylo uvedeno, je vhodna pro stanoveni
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hladin GSH v intaktnich burikach a nevyzaduje preanalytickou Upravu vzorku, &imz je

mozné zabranit pravdépodobné oxidaci GSH po lyze bunék (Capek et al. 2017).

Druhym pfedmétem této diskuse je vliv titanovych nanoc¢astic na hladiny glutathionu
v porovnani s nasimi vysledky. Pro srovnani byly pouzity studie provadéné na riznych
typech lidskych bunék, a to z ddvodu nedostatku novodobych studii, které by se vénovaly

stanoveni hladin glutathionu na nami pouzitych dermalnich fibroblastech.

Pro méfeni miry oxidativniho stresu na lidskych HDFn bufkach jsme zvolili
nanocastice na bazi TiO, a zaroven jsme testovali buriky ovlivnéné nemodifikovanymi
grafenovymi platky. Zvolili jsme dva typy nanocastic TiO2 P25 o pfiblizné stejné velikosti
27 a 20-30 nm, které jsou krystalickou smési anatasu a rutilu, a jeden typ Cisté
anatasovych nanocastic o velikosti 4-6 nm. HDFn bunky jsme inkubovali s TiO2 o
koncentraci 1, 10 a 100 pg/ml pro stanoveni intracelularniho GSH optimalizovanou
metodou MCB (Capek et al., 2017). Tuto metodu vyuzili ve svych studiich i dal$i autofi
jako referenéni test k jinym testim testovani cytotoxicity TiO, (Bacova et al., 2022;
Jelinkova, 2022). Vysledky jsme vztahovali ke kontrolnim neovlivnénym bufkam.
Pro stanoveni enzymatickou recyklaéni metodou byly buriky ovlivnény nanoc¢asticemi o

koncentraci 10 a 100 uyg/ml.

Nékteré studie udavaji vyssi toxicitu pro anatasové Castice v porovnani s rutilovymi.
Napfiklad Wilson et al. ve své studii na astrocytech porovnavali toxicitu anatasovych a
rutilovych nanocastic. Pozorovali na koncentraci a typu zavisly narlist produkce ROS a
tim i zvy8enou miru oxidac¢niho stresu vyvolanou anatasem (Wilson et al., 2015). V na8i
praci jsme nepozorovali zadny signifikantni rozdil mezi slozenim pouzitych titanovych
nanoc¢astic na miru oxidacniho stresu vyvolanou snizenim koncentrace glutathionu.
Naopak, po 48 hodinach buriky ovlivnéné Cisté anatasovymi nanoc€asticemi vykazovaly

nejlepsi adaptaci na oxidacni stres a narlst hladiny glutathionu.

Rozdilem mezi krystalickou strukturou se zabyvali Sweeney et al., ktefi porovnavali
vliv dvou anatasovych a dvou rutilovych forem titanovych nanocastic na lidské alveolarni
epitelialni buniky typu I. Burky byly vystaveny koncentracim 0,5-100 pg/ml
po dobu 2, 6 a 24 hodin pro vSechny testované nanolastice. Pro Cisty anatas
zaznamenali zvySeny narust GSSG jiz po dvou hodinach, kdezto po 24 hodinach
koncentrace oxidovaného glutathionu prudce klesla. Cisty rutil mé&l obraceny trend a
nejvyssi koncentraci GSSG vykazoval az po 24 hodinach (Sweeney et al., 2015). V nasi
praci nebyla zjisténa spojitost mezi krystalovou strukturou titanovych nanocastic a dobou

inkubace.

66



Pozorovali jsme zavislost koncentrace TiO, na koncentraci GSH. Pro nejvyssi
to pro vS8echny testované formy. Pfesto tato zavislost nebyla vyznamna v porovnani
s neovlivnénymi burikami. To se shoduje se studii Bacové et al. (Bacova et al., 2022).
Koncentracéni zavislost ve své studii hodnotili i Assadian et al., ktefi inkubovali lidské
lymfocyty s TiO2 o koncentracich 80, 160 a 320 ug/ml a méfili koncentrace GSH a GSSG
po 2, 4 a 6 hodinach. Pro nejvyssi koncentraci titanovych nanocastic pozorovali nejvyssi
ubytek koncentrace GSH v zavislosti na Case. Nejvy$si narist GSSG byl pozorovan

po 4 hodinach pro koncentraci 160 ug/ml (Assadian et al., 2023).

Chen et al. ve své studii inkubovali lidské normalni bronchialni epitelialni buriky
s TiO2 o koncentracich 25, 50 a 100 ug/ml. Po 24 hodinach byl naméfen statisticky
vyznamny pokles poméru GSH/GSSG pro koncentrace 25 a 100 pg/ml.
(Chen et al., 2022)

Zavislost koncentrace TiO2 na snizeni koncentrace GSH pravdépodobné souvisi
s tvorbou agregatll pfi vySSich koncentracich. Této problematice se vénovali
Murugadoss et al, ktefi prokazali sniZzeni hladin glutathionu v zavislosti na koncentraci
TiO2 a tendenci nanocastic tvofit agregaty. Test provadéli na bunécéné linii THP-1 pfi

koncentracich 4-256 ug/ml. (Murugadoss et al. 2020).

Poslednim pfedmétem diskuse je vliv nanocastic z rodiny grafenu na hladiny
glutathionu, kde je tfeba brat v ivahu rdzné vlastnosti jednotlivych forem grafenu.

Diskutované studie se opét zabyvaji riznymi typy ovlivihiovanych bunék.

Pro referencni stanoveni jsme zvolili dva typy nemodifikovanych grafenovych platkd
o ruznych lateralnich velikostech 80-300 a 250-400 nm. HDFn buriky jsme inkubovali
grafenovymi nanocasticemi o koncentracich 5, 15 a 30 pg/ml. Tyto koncentrace byly

pouzity pro obé metody stanoveni.

Vliv grafenovych nanoc¢astic na koncentrace GSH pro 1é€ebné ucely studovali Ma
et al. Ti inkubovali vice druht rakovinnych bunék s nanocasticemi GO. Prokazali oxidaci
GSH oxidem grafenu na GSSG, €imz doslo ke snizeni poméru GSH/GSSG. Dale byl
pozorovan narust koncentrace ROS, coz po 48 hodinach vedlo ke snizeni
zivotaschopnosti a proliferace bunék (Ma et al. 2021). V naSi praci jsme pozorovali

vyrazné snizeni hladin GSH po 48 hodinach inkubace.

KléCebnym ucelim byly testovany i nanocCastice modifikovaného rGO a jejich

ucinek na rakovinné burniky. Ma et al. ve své dalsi studii modifikovali rGO oxidem
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manganicitym a opét prokazali signifikantni snizeni hladin GSH doprovazeny naristem
ROS. (Ma et al., 2021b)

Vysoké koncentrace grafenovych nanodastic vyuzivali ve své studii
Imarah et al., ktefi sledovali vliv nanoc¢astic GO na lidské epitelialni prsni bunky. Buriky
inkubovali s 250, 500 a 750 pug/ml a prokazali signifikantni snizeni glutathionu oproti
kontrole u vSech uvedenych koncentraci nano€astic a vyznamné cytotoxické a

apoptotické ucinky. (Imarah et al, 2023)

Opacny trend uvadi Tasdemir et al. Jejich studie se zabyvala vlivem grafenovych
nanoc¢astic o rtzné povrchové velikosti (150 a 750 m?/g) v rGznych koncentracich
(400-3125 pg/ml) na dopaminergnich neuronovych modelovych burikach. Obé velikosti
grafenu prokazaly zvySenou zivotaschopnost bunék pfi klesajicich koncentracich.
Naméfené hodnoty glutathionu vzrostly béhem prvnich 24 a 48 hodin u obou typu

grafenu, ¢imz prokazuji antioxida¢ni ucinky grafenu. (Tasdemir et al., 2023)

V nasi praci jsme pozorovali vliv velikosti a koncentrace grafenovych nanoc¢astic
na koncentrace glutahionu. Signifikantni rozdil v koncentraci GSH oproti kontrole
vykazovaly nanocastice o lateralni velikosti 80-300 nm pfi nejvy$Si testované koncentraci
30 pg/ml. Ke stejnym vysledkim dospéli i Malkova et al. Ve své studii na lidské THP-1
buné&cné linie. Testovali stejné nemodifikované grafenové platky o dvou lateralnich
velikostech o koncentracich 5, 30 a 60 pg/ml. Po inkubaéni dobé& 40 hodin méfili hladiny
GSH a prokazali signifikantni snizeni oproti kontrole pouze u mensich nanolastic a
koncentraci 30 a 60 ug/ml (Malkova et al. 2021).

Jelikoz se vysledky jednotlivych studii zna¢né rozchazi, je nutné vlivy

grafenovych a titanovych nanocastic na lidské bufiky dale studovat.
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanovit miru oxida¢niho stresu v lidskych
fibroblastech po expozici titanovymi a grafenovymi nano¢asticemi. Stanoveni oxidaéniho
stresu bylo provedeno vyuzitim dvou optimalizovanych metod, a to méfenim
koncentrace glutathionu pomoci monochlorobimanu a stanovenim celkového a

oxidovaného glutathionu pomoci enzymatické recyklaéni reakce.

Na zakladé provedenych experimentld byly ziskané vysledky shrnuty do

nasledujicich bodu:

1. Metody stanoveni glutathionu byly pro ucely této diplomové prace optimalizovany.

2. Parovym t-testem byl vypocCitan korelacni koeficient pro obé testované doby
inkubace HDFn s titanovymi a grafenovymi nanoc€asticemi. Byla zjist&na velmi silna
korelace mezi metodami MCB a enzymatickou recyklacni metodou, tudiz
optimalizované metody poskytuji srovnatelné vysledky koncentrace redukovaného
GSH v testovanych HDFn.

3. Testem dvojcestné analyzy rozptylu byla provedena statisticka analyza porovnavajici
vliv doby inkubace HDFn ovlivnénych titanovymi a grafenovymi nano€asticemi. Bylo
zjisténo, Zze HDFn se zvladly po 48 hodinach inkubace adaptovat na oxida¢ni stres
zpUsobeny titanovymi nanocasticemi, coz mélo za nasledek narlst koncentrace
redukovaného glutathionu. Naopak u HDFn ovlivnénych grafenovymi nanocasticemi
doslo po 48 hodinach ke sniZeni koncentrace redukovaného glutathionu.

4. U HDFn exponovanych titanovymi nanoCasticemi nebyl sledovan signifikantni
statisticky rozdil mezi pouzitou formou nano¢astic TiO..

5. U HDFn exponovanych grafenovymi nanocasticemi byl sledovan signifikantni
statisticky rozdil mezi pouzitou formou nanocastic. Snizeni koncentrace
redukovaného glutathionu, u bunék ovlivnénych G1 (nemodifikované grafenove

platky, lateralni velikost 80-300 nm), koreluje s mirou oxida¢niho stresu.
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