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Nézev diplomové prace: Porovnani in vitro metod pro studium cytotoxicity

Lidé jsou vystaveni stile vétSimu poctu toxickych latek z Zivotniho prostiedi.
Chemikalie naruSujici endokrinni systém (EDC) jsou Sirokou tfidou molekul, u kterych se
predpokladd, ze zplsobuji nepiiznivé GCinky na endokrinni systém tim, ze interferuji se

syntézou, transportem, degradaci nebo plisobenim endogennich ligandd.

Jednim z cill této prace bylo stanoveni in vitro toxicity 17 vybranych endokrinnich
disruptorti na bunééné linii lidského hepatocelularniho karcinomu HepG2. Viabilita bun¢k byla
stanovena pomoci kolorimetrické metody CellTiter96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay, jejiz principem je redukce MTS na barevny produkt formazan pomoci
mitochondrii v Zivotaschopnych buiikach. Cytotoxicky potencidl latek byl vyjadien pomoci
toxikologického paramatru ICso, ktery byl méfen ve tfech ¢asovych intervalech (6, 12 a 24
hodin).

U 14 latek: Atrazin, DHEP, Bisphenol A, Carbofuran, 3-hydroxycarbofuran,
Cypermethrin, DDE, DES, MEHP, PCB 118, PCB 153, PFOA, PFOS, Propiconazol bylo
stanoveno ICso > 100 uM (resp. > 250 uM), coz znamena, ze tyto latky jsou netoxické na linii
HepG2. Za latky cytotoxické lze oznacit TBT, TPP/TPHP, TDCPP a 3-MC, ktery byl pouzit
jako standard. Nejvyssi toxicitu vykazoval TBT, jehoZ ICso bylo 0,1063 uM v inkubac¢ni dobé
24 hodin. Toxicita klesa v potadi TBT > 3-MC > TPP/TPHP > TDCPP.

Bunééné luciferazové reportérové testy jsou kli€ovymi néstroji pro analyzu interakce s
AhR. V druhé experimentélni ¢asti jsme analyzovali cytotoxicitu a aktivaci AhR vybranych
endokrinnich disruptortt (Bisphenol A a latka 3-methylcholanthren) pomoci nového
sekretované¢ho konstruktu Metridia luciferase (pMCS-DRE) reagujiciho na AhR na HepG2

bunécné linii. Pouzitou metodou byla Dual-Luciferase® Reporter Assay System.

Experimentalné byla potvrzena moZnost métfeni luminiscence z média za pouZiti bun¢k
transfekovanych konstruktem pMCS-DRE, coz pro budouci vyzkum znamena, zZe je mozno v

experimentu pokracovat bez lyzy bunék.



