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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Studentka: Pavla EliaSova

Skolitel: RNDr. Jana Maixnerova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Porovnani in vitro metod pro studium cytotoxicity

Lidé jsou vystaveni stale vétSimu poctu toxickych latek z zivotniho prostiedi.
Chemikalie naruSujici endokrinni systém (EDC) jsou Sirokou tfidou molekul, u kterych
se predpoklada, ze zpisobuji neptiznivé ucinky na endokrinni systém tim, Ze interferuji

se syntézou, transportem, degradaci nebo piisobenim endogennich liganda.

Jednim z cild této prace bylo stanoveniin vitro toxicity 17 vybranych
endokrinnich disruptor na bunécné 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
potencial latek byl vyjadien pomoci toxikologického paramatru ICso, ktery byl méten ve

trech ¢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), cozZ 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
inkubaéni dobé€ 24 hodin. Toxicita klesa v pofadi TBT > 3-MC > TPP/TPHP > TDCPP.

Bunééné luciferazové reportérové testy jsou kliCovymi nastroji pro analyzu
interakce s AhR. V druhé experimentalni ¢asti jsme analyzovali cytotoxicitu a aktivaci
AhR vybranych endokrinnich disruptorti (Bisphenol A a latka 3-methylcholanthren)
pomoci nového sekretovaného konstruktu Metridia luciferase (pMCS-DRE) reagujiciho
na AhR na HepG2 buné¢né linii. Pouzitou metodou byla Dual-Luciferase® Reporter

Assay System.

Experimentalné byla potvrzena moznost méfeni luminiscence z média za pouziti
bunék transfekovanych konstruktem pMCS-DRE, coz pro budouci vyzkum znamena, ze

je mozno v experimentu pokracovat bez lyzy bunék.
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People are exposed to a growing number of toxic substances from the
environment. Endocrine disrupting chemicals (EDCs) are a broad category of molecules
that are thought to cause adverse effects on the endocrine system by interfering with the

synthesis, transport, degradation or action of endogenous ligands.

One of the aims of this thesis was to determine the in vitro toxicity of 17 selected
endocrine disruptors on the human hepatocellular carcinoma HepG2 cell line. Cell
viability was determined using the CellTiter96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay colorimetric method, the principle of which is the reduction of MTS
to the colored product formazan by mitochondria in viable cells. The cytotoxic potential
of the compounds was expressed by using the toxicological parameter ICso, which was

measured in three time intervals (6, 12 and 24 hours).

For 14 substances: Atrazine, DHEP, Bisphenol A, Carbofuran, 3-
hydroxycarbofuran, Cypermethrin, DDE, DES, MEHP, PCB 118, PCB 153, PFOA,
PFOS, Propiconazole, IC50 > 100 puM (respectively > 250 uM) was determined,
indicating that these substances are non-toxic to the HepG2 line. Cytotoxic substances
include TBT, TPP/TPHP, TDCPP and 3-MC, which was used as a standard. The highest
toxicity was shown by TBT, whose ICso was 0.1063 uM at an incubation time of 24 hours.
Toxicity decreases in in the order TBT > 3-MC > TPP/TPHP > TDCPP.

Cellular luciferase reporter assays are key tools for analyzing AhR interaction. In
the second experimental part, we analyzed the cytotoxicity and AhR activation of selected
endocrine disruptors (Bisphenol A and the substance 3-methylcholanthrene) using a new
secreted Metridia luciferase (pMCS-DRE) responding to the AhR on the HepG2 cell line.
The method used was the Dual-Luciferase® Reporter Assay System.

The possibility of measuring luminescence from the medium using cells
transfected with the pMCS-DRE construct was experimentally confirmed, which for

future research means that the experiment can be continued without cell lysis.
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1 Seznam zkratek

3-MC

AhR

AR

AIP

ARNT

ATP

BPA

CAR

DC

DDE

DDT

DEHP

DES

DP

DMEM

DMSO

E2

EDCs

EER

EGFR

ER

3-methylcholanthren

receptor pro aromatické uhlovodiky (aryl hydrocarbon receptor)
androgenni receptor

AhR-interacting protein

nuklearni translokator AhR

adenosin trifosfat

Bisphenol A

konstitutivni androstanovy receptor (constitutive androstane receptor)
dendriticka bunika

Dichlorodifenyldichloroethylen

dichlordifenyltrichlorethan

Bis(2-ethylhexyl)ftalat

Diethylstilbestrol

diplomova prace

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované¢ médium
Dimethylsulfoxid

17B-estradiol

Endokrinni disruptory

estrogen-related receptor

receptor pro epidermalni rastovy faktor

Estrogenovy receptor



FICZ 6-formylindolo-(3,2-b)-karbazol
GPER estrogenovy receptor spiazeny s G-proteinem
HEB Hematoencefalicka bariéra

HPLC/MS kapalinova chromatografie spojend s hmotnostnim spektrometrem

HSP90 90KDa heat shock protein

MbRs membranové receptory

MEHP Mono-(2-ethylhexyl)ftalat

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-

sulfofenyl) -2H-tetrazolium

PBS Fosfatovy pufr

PBB polybromovany bifenyl

PCB polychlorovany bifenyl

PFOA perfluorooktanova kyselina
PFOS perfluorooktansulfonova kyselina
PLB pasivni lyzacni pufr

pGL 4.27-DRE konstrukt se sekretovanou luciferazou svétluSek

pMCS-DRE  konstrukt se sekretovanou Metridia luciferazou

PPAR receptory aktivované proliferatory peroxisomui
PXR pregnanovy receptor X

qPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RXR retinoidni receptor X

ROS reaktivni formy kysliku

TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin



TPHP trifenyl fosfat
TDCPP tris(1,3-dichloro-2-propyl)fosfat

THR receptor hormont §titné zlazy



2 Uvod

In vitro testy na bunéénych modelech jsou vyznamnym nastrojem v preklinickém
vyvoji 1ékt. Oproti in vivo zvifecim modeliim je testovani na in vitro bunéénych
modelech rychlejsi, mén¢ finanéné ndkladné, dale jsou odstranény genetické, bunécné,
anatomické a fyziologické rozdily. Z etického hlediska se predevSim testuje na in vitro

modelech a poté az na in vivo modelech (Khalil et al. 2020)

Pomoci biomonitoringu (meéfeni pritomnosti chemickych latek v télesnych
tekutindch a tkédnich) bylo prokézano, ze az 100 % lidské populace ma v téle pritomné

stopy endokrinnich disruptort. (Gore et al., 2014)

Endokrinni disrupce je zdvaznym problémem, ktery zasahuje do vetejného zdravi
a zivotniho prostiedi. Endokrinni disruptory lze najit v mnoha vyrobcich denniho zivota,
jako jsou plasty, kosmetické ptipravky ¢i pesticidy, mize mit vliv na Sirokou Skalu
patologickych dusledkli. Expozice lidského organismu endokrinnimi disruptory miize mit
za nasledek zasah do endokrinni funkce organismu a mnoho dalSich patologickych

procesti véetné hepatotoxicity. (Yilmaz et al., 2020)

Hepatotoxicita je po kardiotoxicité druhou nejcastéjsi pfi¢inou stazeni 1éCiva
z trhu. Konkordance in vitro toxicity s klinickou hepatotoxicitou se pohybuje v rozmezi
mezi pouhymi 25 % u jednoduchych testil a témet 80 % u komplexnégjSich testl a analyz.

(Vernetti et al., 2017)

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva sezndmenim s endokrinni disrupci,
aryl hydrokarbonovym receptorem a pouzitymi testy stanoveni toxicity, které¢ jsou

pouzity v experimentalni ¢asti.

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace je stanovit in vitro hepatotoxicitu
vybranych endokrinnich disruptorit v rtiznych koncentracich metodou CellTiter96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay a zavést test sekretované Metridia
luciferdzy (pMCS-DRE) pro rychlou a G¢innou analyzu aktivace AhR v pfechodné
transfekovanych buitkach HepG2.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Definice endokrinni disrupce

Endokrinni disruptory (EDCs) jsou pfirodni nebo syntetické latky, které riznymi
mechanismy zasahuji do regulace endokrinniho systému. NaruSuji syntézu, sekreci,
metabolismus, transport, vazbu na bilkoviny nebo eliminaci hormoni pfitomnych v téle
lidi nebo zivocichu, které jsou zodpovédné za vyvoj organismu, jeho homeostazu a
reprodukéni schopnost. Nasledkem takového zasahu mohou byt reprodukéni problémy,
kancerogeneze, vyvojové poruchy, onemocnéni Stitné zlazy a dalsi patologické stavy.

(Diamanti-Kandarakis et al., 2009)

Lidské populace je vystavena pusobeni endokrinnich disruptort skrz konzumaci
kontaminované vody a potravin, inhalaci kontaminovaného vzduchu, kontaktem s kiizi
nebo pfenosem z matky na dité (prichodem pies placentu, popft. laktaci). EDCs maji

tendenci se v téle kumulovat. (Sabuz Vidal et al., 2021)

Struktura endokrinnich disruptori je velmi heterogenni, nicméné se obecn¢ jedna
o malé molekuly (<1000 Daltont). Ze syntetickych latek jsou to priimyslova rozpoustédla
a vedlejSi produkty jejich syntézy [polychlorované bifenyly (PCB), polybromované
bifenyly (PBB)], plasty [bisphenol A (BPA)], plastifikatory (ftalaty), pesticidy
[methoxychlor, chlorpyrifos, dichlordifenyltrichlorethan (DDT)], fungicidy, dfive
uzivana lé¢iva [diethylstilbestrol (DES)]. Z ptirodnich latek fadime mezi EDCs nékteré
slozky potravin (fytoestrogeny — genistein, kumestrol). (Diamanti-Kandarakis et al.,

2009)

Mnoho EDCs napodobuje ucinky télu vlastnich hormoni, G¢inky nemusi byt
totozné, protoze EDCs Casto vyuzivaji jiné kofaktory a vysledné signaliza¢ni procesy jsou
odlisné od téch fyziologickych. EDCs se mohou vazat na vice typi receptori soucasné a
tak indukovat odpovédi pfisuzované vicero hormoniim najednou. Endokrinnim
disruptoriim je casto pfisuzovan ucinek jiz pfi velmi nizkych davkach (v podobném

rozmezi jako jsou fyziologické hladiny endogennich hormonil). (Vandenberg, 2014)



3.2 Nejznamnéjsi endokrinni disruptory

Bisphenol A (BPA) je zékladni sloZzkou polykarbonatovych plastt, které jsou
hojné vyuzivany pro vyrobu obalovych materialli napoju a potravin. Bylo prokazano, ze
BPA se z téchto vyrobki pfi kontaktu s potravinou vyextrahuje a naslednou konzumaci
potraviny se dostdva do lidského organismu. BPA mimo jiné prokazuje estrogenni

aktivitu podobnou estradiolu, tim se fadi mezi EDCs. (Kabir et al., 2015)

Ftalaty jsou skupinou endokrinnich disruptorti, které se pouzivaji jako
plastifikatory polyvinylchloridu, ptfidavaji se do slozeni vyrobkd za ucelem zvySeni
poddajnosti plastu a zlepSeni viing€. Jsou vyuzivané pii vyrobé kosmetiky, automobild,
hracek, Iékatského vybaveni nebo stavebniho materialu. Bylo zjisténo, ze ftalaty zasahuji
do produkce androgenti, coz piedstavuje riziko pro vyvoj predevsim muzd, ale i Zen.
S expozici ftalatd souvisi napiiklad abnormality pfi vyvoji pohlavnich organti u muzi,
endometriéza u Zen, zména typického chovani pro urcité pohlavi, redukce poctu spermii

¢i obezita. (Gore et al., 2014)

v

Za nejsilngjsi ligand aryl hydrokarbonového receptoru (AhR) se povazuje 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), ktery zprostfedkovava Siroké spektrum toxickych
ucinkidi. Je velmi potentnim induktorem cytochromu P450 1A1, ktery se podili na
metabolismu xenobiotik. (Corinna Singleman a Nathalia G. Holtzman 2021; Mimura a
Fuji-Kuriyama, 2003) Bylo prokdzano, ze TCDD m4 vliv na funkce endrokrinniho,
imunitniho, nervového a reprodukéniho systému, neptizniveé plisobi na vyvoj lidi a zvifat.
Ptiznaky akutni toxicity je tzv. chlorakné a porfyrie, dale poSkozeni jater, neurotoxicita,
prijem a zvraceni. S chronickou expozici TCDD je spojovana aterosklerdza, hypertenze,
diabetes, kancerogeneze atd. Toxické u€inky TCDD jsou znamy z Vietnamské valky, kdy

doslo ke kontaminaci herbicidem Agent Orange. (Ogino et al., 2016)

3.3 Nejznaméjsi mechanismy zasahu do endokrinni regulace

EDCs cili ptedev§im na jaderné receptory, které z dlouhodobého hlediska
ovliviiyji fenotyp bunck, ale pisobi i na membranové receptory, které poskytuji akutné;si
odpovéd. Napiiklad Bisphenol A se vaze na jaderné estrogenni receptory i na
membranovy G protein-coupled estrogen receptor (GPER), ke kterému ma prekvapive

vys$i afinitu nez estradiol. (Combarnous a Nguyen, 2019)



Mezi mechanismy zasahu do endokrinni regulace patfi:

e vazba na receptor a aktivace jeho signalni drahy (tyto EDCs piimo
vykazuji hormonalni aktivitu) (Combarnous a Nguyen, 2019; Cao et al.,
2019)

e vazba na receptor a inhibice jeho signalni drahy [EDCs pusobi
antagonisticky; napf. Polychlorované bifenyly (PCB), které mohou
potlacit transkripci inhibici vazby trijodtyroninu na receptor hormont
stitné zlazy (THR)] (Combarnous a Nguyen, 2019; Boas et al., 2012)

e interakce EDC se slozkami hormonalni signélni dradhy (EDC interaguje
s molekulami, které tvoii signalni dradhu po vazbé endogenniho hormonu
na receptor. Pfikladem mutize byt herbicid Atrazin, ktery inhibuje cAMP-
specifickou fosfodiesterazu 4, ¢imz dochazi ke kumulaci cAMP
v buiikach) (Combarnous a Nguyen, 2019; Kucka et al., 2012)

e ovlivnéni biosyntézy endogennich hormoni (BPA v nizké ddvce inhibuje
sekreci adiponektinu v adipocytech) (Combarnous a Nguyen, 2019; Hugo
et al., 2008)

e ovlivnéni degradace endogennich hormonti (parabeny blokuji 17f-
hydroxysteroid dehydrogenasu, ¢imz inhibuji degradaci estrogenu a
potencialné zvysuji jeho koncentraci v krvi) (Combarnous a Nguyen,
2019; Engeli et al., 2017)

e interakce s transportnimi proteiny véazajicimi hormony (Combarnous a
Nguyen, 2019; Sheikh et al., 2016)

e ovlivnéni biosyntézy nebo degradace transportnich proteini véazajicich
hormony (ovlivnéni celkové koncentrace hormonu a/nebo jeho volné
frakce) (Combarnous a Nguyen, 2019; Boas et al., 2012)

e stimulace exprese hormonalnich receptorti (Combarnous a Nguyen, 2019)

e inhibice exprese hormonélnich receptori (Combarnous a Nguyen, 2019)

EDCs plsobi mnoha vySe zminénymi mechanismy, které upravuji genovou
expresi aktivaci jadernych receptord, kterymi jsou aryl hydrokarbonové receptory (AhR),
estrogenové receptory (ER) a receptory aktivované proliferatory peroxisomu (PPAR).
Naslednou genovou expresi plisobi mimo jiné imunotoxicky a imunomodula¢né skrze T-

lymfocyty, B-lymfocyty a dendritické buniky. (Sabuz Vidal et al., 2021)



Vétsina EDCs pusobi hlavné skrze jaderné receptory, nicméné membranové
receptory (MbRs) jsou také jejich potencidlnim mistem zasahu. Na né¢ se mohou vazat
bud’ ortostericky, tj. ptes specifické vazebné misto ptirozeného ligandu, nebo alostericky
smoznou zménou konformace receptoru. Byly  pozorovany interakce
dichlorodifenyldichloroethylenu (DDE), DDT, atrazinu, PCB a dalSich EDs
s membranovym tyrosin-kindsovym receptorem pro epidermalni ristovy faktor (EGFR)
a nasledna inhibice konstitutivniho androstanového receptoru (CAR), coz vede ke
zménam v reprodukénich a metabolickych organech. Dale byla popsana EDCs
zprostiedkovna inzulinova rezistence v mysich i lidskych adipocytech redukci exprese a

stability IRS-1 (inzulin receptor pro substrat-1). (Combarnous a Nguyen, 2022)

Mezi membranové receptory patii také receptory sprazené s G-proteinem.
Nachazi se v nervovém, endokrinnim a imunitnim systému a EDCs na tyto receptory
mohou také cilit a dopliovat tak hlavni efekt zprostiedkovany ptes jaderné receptory.
Naptiklad BPA a dalsi EDCs cili hlavné na jaderné ER, ale jejich ti¢inek muze byt
modifikovan vazbou na estrogenni membranové receptory napi. GPER. (Combarnous a

Nguyen, 2022)

EDCs také cili na signaliza¢ni kaskadu, kterd néasleduje po navazani ligandu na
receptor viz. vySe. Piikladem mulzZe byt herbicid Atrazin, ktery inhibuje cAMP-
fosfodiesterazu-4 v hypofyze a Leidigovych builkdch. Zmény hladin cAMP vedou ke
stimulaci uvolfiovani prolaktinu v hypofyze a produkci androgent v Leydigovych
bunikach. Atrazin tak plisobi jako endokrinni disruptor jak na syntézu hormont de novo,

tak na uvolnéni hormontl exocytoézou, které jsou uloZeny v zasobé. (Kucka et al.,2012)

3.3.1 Nuklearni receptory zaclenéné do endokrinni disrupce

Jaderné receptory jsou nejzndméj$im cilem ptisobeni endokrinnich disruptorti.
(Diamanti-Kandarakis et al., 2009) Endokrinni disruptory pilisobi prostiednictvim
nasledujicich jadernych receptorti: estrogenové receptory a a f (ERa a ERf), androgenni
receptory (AR), pregnanovy receptor X (PXR), receptory aktivované proliferatory
peroxisomll a a y (PPARa, PPARY), receptory s§titné Zlazy a a B (THRa a THRp),
retinoidni receptory X (RXRoa, RXRP a RXRy), konstitutivni androstanovy receptor
(CAR) a estrogen-related receptor y (ERRy). Dal§imi potencialnimi cili EDCs ze skupiny

jadernych receptori jsou napf. mineralokortikoidni nebo glukokortikoidni receptory,



nicmén¢ tato skuteCnost byla zatim nedostatecné prozkoumana. (Toporova a Balaguer,

2020) Grafické znazornéni nékterych z téchto receptorii je vyobrazeno na Obr. 1.

Steroidni receptory Partnefi RXR

ERa, p estradiol
myko- a fytoestrogeny
bisfenoly, benzofenony,

PXR estrogeny

bisfenaly, alkylfenoly,
pesticidy, ftalaty,

esticid
P % farmaka
AR dihydrotestosteron CAR ftalaty, bisfenoly,
mykoestrogeny, bisfenoly, pesticidy
benzofenony, pesticidy
PPARa ftalaty,

GR, PR, MR kortisol, progesteron, aldosteron
bisfenoly, pesticidy

perfluorované slouceniny

PPARY ftalaty, organocinové a
perfluorované slouceniny
retardétory hofeni

Dimerické orphan receptory Monomerni orphan receptory

RXRa, B,y 9-cis RA*

organocinové slouceniny

ERRy bisfenoly, alkylfenoly
RXR,

Obrazek 1 Hlavni zastupci jadernych receptorii, na které cili EDCs. Prirozené ligandy téchto receptorii jsou
vyznaceny tucné. Prevzato a upraveno z: 1-s2.0-S0303720719303673-grl_Ilrg.jpg (3346%1932) (els-cdn.com)

Do skupiny steroidnich receptori miizeme zafadit receptory estrogenni a
androgenni. Estrogenni receptory maji 2 subtypy —a a B, jejichZ pfirozenym ligandem je
17B-estradiol (E2). Oba typy ER jsou exprimovany v raznych typech tkani jako je mlécna
zlaza, déloha, kosti ¢i kardiovaskularni systém. Estrogeny jsou také kliCovymi regulatory
hormon-dependentnich nadorti prsu, endometria a vaje¢nikll. (Toporova a Balaguer,
2020; Couse a Korach, 1999). Ztad EDCs maji afinitu k estrogennim receptoriim
fytoestrogeny genistein a daidzein, pesticidy DDE, plastifikatory Bisphenol A a ftalaty,
také konzervacni latky jako propyl- nebo butylparaben. Androgenni receptory hraji
klicovou roli ve fyziologickych procesech tykajicich se muZského reprodukéniho
systému (iniciace a udrZeni spermatogeneze), fungovani neuroendokrinniho systému a
rustu prostaty. Pfirozenymi ligandy jsou dihydrotestosteron, testosteron a androstendion.

Bisphenol A a DDE jsou piiklady EDCs, které cili na AR. (Toporova a Balaguer, 2020)

Retinoidni receptory se vyskytuji v jarech, svalech, kiizi a mozku. Endogennim
retinoidem je 9-cis-retinova kyselina a dal$i metabolity vitaminu A a EDs cilicimi na

RXRs jsou organocinové slouceniny. (Toporova a Balaguer, 2020)


https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0303720719303673-gr1_lrg.jpg
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PXR hraje klicovou roli v regulaci enzymd, ucastnicich se metabolickych dé&ju a
transportu xenobiotik v organismu. Aktivovany PXR spousti expresi cilovych genti jako
je cytochrom P450 3A4 a dalsi. PXR hraje dtlezitou roli v ochrané endokrinniho systému
pied EDCs tim, ze detekuje jejich zvysenou hladinu a aktivuje detoxifikaéni mechanismy,
které brani dalsi interakci ED s jinymi nukledrnimi receptory. Déle byla aktivace PXR
spojena s chemorezistenci a riistem a agresivitou rakoviny tlustého stieva a jater. Mezi
ligandy PXR patii n¢které pesticidy, bisfenoly, alkylfenoly atd. (Toporova a Balaguer,
2020; Banerjee et al, 2015) CAR taktéz reguluje ochranné a detoxifika¢ni mechanismy
proti vn¢jSim chemikaliim v¢etné EDCs. CAR je dale zodpovédny za regulaci
metabolismu glukézy a lipid a metabolickou homeostazu. Cili na n¢j bisfenoly, ftalaty,

pesticidy apod. (Toporova a Balaguer, 2020)

PPAR obecné reguluji energetickou homeostazu a metabolismus. Vazi se na né
mastné kyseliny a lipidy pfijimané z potravy. PPARY je hojné exprimovan v tukové tkéni
a reguluje adipogenezi, metabolismus glukozy a lipid a také zvysSuje citlivost tkané a
inzulin. Pfedpoklada se, Ze naruSeni regulatornich drah PPARY mé souvislost se vznikem
diabetu. Aktivace PPARy pomoci EDC pfispiva k obezogenni hypotéze, kterd mimo
nerovnovahu mezi pfijmem a vydejem kalorii udava jako pficinu obezity vystaveni
organismu chemikaliim zvanym ,obezogeny‘, které pifimymi nebo nepiimymi
mechanismy zvySuji akumulaci tuku v téle. PPAR mohou byt aktivovany napf. mono-(2-
ethylhexyl)ftalatem (MEHP) nebo perfluorooktanovou kyselinou (PFOA). (Toporova a
Balaguer, 2020)

THR maji zasadni roli v normalnim rastu, vyvoji a metabolismu obratlovci a
podili se na neurogenezi a fungovani mozku. Interaguji s endogennimi hormony §titné
zlazy — tyroxinem a trijodtyroninem. Endokrinni disrupce zprostiedkovana bromovanymi
fenoly, PFOA ¢1 halogenovanymi bisfenoly muze zptisobit poruchy vyvoje mozku, potize
s reprodukci, krevnim obéhem ¢i hypotyredzu, vzhledem k antagonistickému ptisobeni
EDCs na THR. (Toporova a Balaguer, 2020; Ghassabian a Trasande, 2018; Coperchini
etal., 2017)

ERR jsou homolognimi receptory ER, nicméné nevazi estrogeny, ale hraji
kli¢ovou roli v energetickém metabolismu buné€k. ERRy je oznaCovan jako mediator

ucinki nizkych davek EDCs jako je BPA. V mikromoldrnim mnozstvi se na ERR mohou
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vazat dal$i xenoestrogeny, pesticidy a fenoly. (Toporova a Balaguer, 2020; Okada et al.,
2008)

3.4 Aryl hydrokarbonovy receptor (AhR)

3.4.1 Struktura AhR

Aryl hydrokarbonovy receptor (AhR) patii do skupiny zakladnich transkripénich
faktori se spolecnou strukturou helix-smycka-helix, které jsou zodpovédné za ucinky
ruznych chemickych latek z zivotniho prostfedi. Jeho nejsilnéj$im ligandem je 2,3,7,8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). (Acconcia, Pallottini a Marino, 2015)

AhR je nuklearni receptor pfitomny v cytosolu v komplexu s 90 KDa heat shock
proteinem (HSP90), AHR-interacting proteinem (AIP), ko-chaperonem p23 a c¢-SRC
proteinkinasou, které udrzuji AhR v klidovém stavu. Interakci s ligandem se uvoliuje
z komplexu AIP a dochazi ke zmén¢ konformace, pricemz se AhR translokuje do jadra.
Nasledné dojde k disociaci HSP90, nukledrni translokdtor AhR (ARNT) se navaze na
AhR a vytvaii komplex AhR/ARNT. (Sabuz Vidal et al., 2021)

3.4.2 Funkce AhR v toxikologii

Aryl hydrokarbonovy receptor byl plivodné identifikovan jako intracelularni
protein, ktery zprosttedkovaval toxické u¢inky TCDD a podobnych slou¢enin. Nasledné
studie vSak zjistili, Ze AhR hraje dulezitou roli v intracelularni homeostaze a
patofyziologickych procesech a postupné se hromadi diikazy, Ze AhR miZe byt cilem
zasahu léC¢iv. Z endogennich ligandi AhR muiZeme jmenovat 6-formylindolo-(3,2-b)-

karbazol (FICZ) a tryptofanové derivaty kynurenin a leukotrieny. (Safe et al., 2020)

Pomoci mySich modell s vyfazenym genem pro expresi AhR bylo zjisténo, Ze
AhR opravdu stoji za zprostfedkovanim toxicity TCDD a dalSich EDCs. Studie s mySmi
s vyfazenym nuklearnim translokatorem AhR (ARNT) nebyly provedeny, nebot’ tento
zasah byl pro mySi embya letdlni. MySi modely bez AhR vykazovaly abnormality
v mnoha tkanich a organech, jako je jaterni fibroza, kardialni hypertrofie, hypertenze,
zmény v samicich reprodukénich organech, rozsédhlé imunitni dysfunkce ¢i neuronalni

deficit. (Safe et al., 2020)
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3.4.3 Endokrinni disrupce zpisobena AhR

3.4.3.1 Vliv aktivace AhR na hormonalni regulaci

Po expozici smési AhR ligandl byla u potkanich mlad’at pozorovana redukce
exprese ER vmozku. Déle byly vkife mozkové pozorovany zvySené hladiny
cytochromu 1B1 a katechol-o-methyltransferazy, které vedou k inaktivaci estrogent.
Vysledky naznacuji, Ze aktivaci AhR dochazi k postupnému snizeni exprese ER a hladin

estrogenti v mozku. (Desaulniers et al., 2005)

Aktivace AhR pomoci TCDD ma4 vliv na hypotalamo-hypofyzarné-gonadalni osu.
Na mysSich samicich Long-Evans byla po perinatalni expozici nizkych davek TCDD
urychlena puberta, vyvoj hypotalamo-hypofyzarni osy a dospivani. (Kakeyama a
Tohyama, 2008) Inhibici estrogenovych drah v mozku zminénou vyse je siln¢ ovlivnéna
hypofyza, ktera je citlivd na zmény v hladinach estradiolu (E2). Vzajemné ptisobeni AhR
a ER ma vliv na prolaktin-sekretujici buiiky a gonadotropy (bunky sekretujici folikuly-

stimulujici hormon a luteiniza¢ni hormon). (Juricek a Coumoul, 2018)

3.4.3.2 Vliv aktivace AhR na imunitni reakce

AhRs jsou exprimovany v rtiznych typech bungk, jejich zvysSend pritomnost je
v buitkdch imunitniho systému, napf. v dendritickych bunikach, T— a B-lymfocytech.

Jejich aktivace ptisobi v organismu imunomodulacné. (Sabuz Vidal et al., 2021)

Utinky spojené s AhR jsou ligandové specifické, coz vede k rozdilnym
odpovédim. Piikladem muze byt odliSny uc¢inek TCDD a BPA na T-lymfocyty. (Sabuz
Vidal et al., 2021)

~~~~~

zménam v zavislosti na ligandu. Nékteti autofi konstatuji, Ze rozdily v u¢inku ligandt
mohou byt dany davkou a rychlosti rozpadu ligandu. BPs maji oproti TCDD vyrazné
krat$i polocas rozpadu, coz miZe byt principem opacného U€inku na imunitni systém.

(Sabuz Vidal et al., 2021)

Co se tyCe B-lymfocytl, aktivace AhR pilisobi imunotoxicky skrz poskozeni

odpovédi IgM. U mysi byla zjisténa inhibice B-lymfocyty indukovaného matura¢niho
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proteinu-1 (Blimp-1), ktera vede k inhibici diferenciace B lymfocyti a produkce

imunoglobulinii (Ig). (Sabuz Vidal et al., 2021)

Aktivaci AhR pomoci TCDD byly zjistény nezddouci G¢inky na brzlik. VétSina
studii se shodla, ze ptisobeni TCDD snizuje pocet T-lymfocytii a potlacuje vyvoj a
maturaci lymfocyti. AhR proto hraje vyznamnou roli ve vyvoji a diferenciaci T-bun¢k.
Ligandy AhR vSak vykazuji ligandové specifické ucinky. Piikladem mize byt expozice
FICZ, ktera podporuje diferenciaci Th17 bun€k stimulaci cytokind, které souvisi s t€mito
T-bunkami. AhR aktivované pomoci FICZ spousti signaliza¢ni drahy, které zabraiuji
rozvoji experimentdlni autoimunitni encefalomyelitidy na myS$im modelu roztrousené
sklerozy. V zavislosti na ddvce mize TCDD potlaovat zanét ¢i autoimunitni odpovéedi

v mysich modelech. (Merrheim, et al., 2020)

3.4.3.3 Vliv aktivace AhR na nervovou soustavu

Exprese AhR byla na mySich a dalSich zvifecich modelech prokazana
fyziologicky v rGznych oblastech mozku jako je mozkova kiira, hipokampus, mozecek,
¢ichovy bulbus, hypotalamus a hypofyza. Exprese AhR byla prokdzéana také nasledkem
traumatu mozku ¢i expozici xenobiotik a EDCs. Funkce aktivace AhR byla studovéana

predevsim za pouziti organického polutantu TCDD. (Juricek a Coumoul, 2018)

Expozice vysokymi davkami TCDD zptisobila u potkani sniZeni pfijmu potravy,
zménu Vv té€lesné konstituci a zvySeni exprese beta-endorfinu (kterda miiZze souviset
s hypotagii) a met-enkefalinu (ktery reguluje pfijem potravy, stejné jako télesnou teplotu

a bolest) v hypothalamu. (Juricek a Coumoul, 2018)

V prostupu EDCs do mozku hraje velkou roli hematoencefalicka bariéra (HEB).
U dospélych jedinct byla naméfena hladina TCDD v mozku az 100krat nizs$i nez u
mysich plodi. Stupen vyvoje (ve smyslu prostupnosti HEB) ma tedy velkou roli

v prostupu ECDs do CNS. (Juricek a Coumoul, 2018)

TCDD dale ukazalo vliv na hladiny neurotransmiterti v mozku mysi pfi expozici
od prvniho dne gravidity do 30.dne laktace — u mysi byly naruseny hladiny dopaminu v
mozec€ku, coz vedlo k problémlim s u€enim a hyperaktivni poruse; dale byly ovlivnény
hladiny adrenalinu, serotoninu a GABA. Nutno zminit, ze efekt TCDD je pozorovan u

nizkych davek, u vyssich davek TCDD (od davky 800 ng/kg) neni pozorovan efekt. Dale



14

jsou zmény pozorovany spise u mlad’at nez u dospélych jedinci. (Juricek a Coumoul,
2018)

3.4.3.4 Vliv aktivace AhR na reproduk¢ni zdravi muzi

Efekt ECDs na muzsky reprodukcni systém lze demonstrovat na ptikladech
rozsahlych expozic lidské populace dioxinlim, a to v tovarn€ na vyrobu herbicidu v Italii
roku 1976, ptipad Yoshuo s kontaminovanym ryzovym olejem v Japonsku (1968) a
Taiwanu (Yucheng 1979) a pripad veteranii z amerického letectva, kteti byli vystaveni
smési herbicidu Agent Orange kontaminovanému TCDD ve Vietnamu mezi lety 1962 az
1972. Rozsahla exprese AhR v lidskych varlatech vysvétluje nezddouci plisobeni dioxinti
na muzskou fertilitu a spermatogenezi. Bylo zji§t€éno, Ze nejvétsi zdsah do muzského
zdravi m¢l TCDD u chlapcti béhem fetdlniho obdobi az do puberty. U chlapct
vystavenych TCDD jesté pred pubertou dochézi k trvalému sniZzeni poc¢tu spermii, kvili
snizené hladin¢ androgenii v obdobi, kdy jsou Sertoliho buiiky na adrogenech nejvice
zavislé. Studie zamétené na reprodukcni funkce synti matek ze Sevesa, které byly
vystaveny nizkym davkam dioxind béhem gestace a laktace, ukéazala snizenou kvalitu,
mnozstvi a motilitu spermii téchto synli. Synové obéti incidentu v Yuchengu zase
vykazovali abnormalni morfologii a sniZenou motilitu spermii oproti zdravé populaci.

(Brokken a Giwercman, 2014)

3.5 Popis vybranych endokrinnich disruptori

Atrazin je triazinovy herbicid, pouziva se jako postfik mimo jiné¢ plodin
pouzivanych jako krmivo pro hospodaiska zvitata. Jeho rezidua se do lidského organismu
dostavaji konzumaci masa nebo mléka z t€chto zvifat. Atrazin neni pro ¢lovéka akutné
toxicky, nicméné dlouhodobé ovlivituje lidské zdravi jako endokrinni disruptor. (Hong et

al., 2022)

YV v

Bis(2-ethylhexyl)ftalat (DEHP) je nejb&znéjSim typem ftalatu, ktery se pouziva
v polyvinylchloridovych plastech jako zmék¢ovadlo, aby byl plast pruzny. Expozice
DEHP souvisi s poruchami reprodukéniho systému u muzi i Zen. Jednim z metabolitil
DEHP je mono-(2-ethylhexyl)ftalat (MEHP), ktery také fadime mezi EDCs. (Trnka et al.,
2021)
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Bisphenol A byl piivodné navrzen jako synteticky estrogen, v dnesni dobé se
pouziva v podobé vystelky kovovych plechovek a plastl jako jsou kojenecké lahve,
nitrozilni hadicky a dialyza¢ni obvody. (Schecter et al., 2010) Volny BPA je
metabolizovan v jatrech a vylu¢ovan moci. (Kanno et al., 2007) Jako ECD piisobi BPA

pfedevsim prostiednictvim estrogennich receptorti. (Mclachlan, 2016)

Carbofuran je jeden z nejtoxictéjSich Sirokospektrych systémové piisobicich
pesticidl. Je vyuzivan v zemédélstvi k hubeni hmyzu. Vykazuje toxicitu in vitro 1 in vivo

inhibici acetylcholinesterdzy a butyrylcholinesterazy. (Mishra et al., 2020)

Cypermethrin patii mezi pesticidy odvozené od pyrethrinu, ktery se izoluje
z Chrysanthemum cinenariaefolium. Dlouhodobéd expozice cypermethrinu mize vést
k chronickym neurotoxickym u€inkim, porucham reprodukce, imunosupresi Cci

teratogenezi. (Ullah et al., 2018)

Diethylstilbestrol (DES) je silny synteticky nesteroidni estrogen, patii mezi EDCs
svymi prokdzanymi teratogennimi a kancerogennimi ucinky. V minulém stoleti byl
podavan téhotnym Zendm jako prevence potratu, nicméné byl prokdzany jeho teratogenni
ucinky v souvislosti se vznikem vagindlnich a cervikalnich adenokarcinomt u divek a

anomalii genitourindlniho traktu chlapct vystavenych DES in utero. (Titus 2021)

Perfluorooktanova kyselina (PFOA) a perfluorokotansulfonova kyselina (PFOS)
patti mezi perfluoroalkylované latky. Vysoké hladiny téchto latek jsou spojovany
s chronickym onemocnénim ledvin. ZvySené hladiny PFOA maji souvislost se snizenou
funkei ledvin u déti a dospélych. (Hsu a Tain, 2021; Watkins et al., 2013; Shankar et al.,
2011)

Propiconazol je azolova sloucenina bézné€ pouZzivana v pesticidech a biocidech. /n
vitro studie dokazaly schopnost propiconazolu inhibovat enzym aromatéazu, interagovat
s AR, ER a inhibovat produkci testosteronu a estradiolu. /n vivo byla prokdzéana

hepatotoxicita a reproduk¢ni toxicita u hlodavct a ryb. (Svanholm et al., 2021)

Trifenyl fosfat (TPHP) a Tris(1,3-dichloro-2-propyl)fosfat (TDCPP) se ptidavaji
do nabytku, elektronickych zafizeni a stavebnich materidlli jako retardéry hofeni.
S materidly nevytvafeni chemické vazby, a proto se snadno uvoliuji do Zivotniho
prostiedi. Expozice TPHP a TDCPP je spojena s neurotoxicitou, vyvojovou toxicitou,

imunotoxicitou a dalSimi endokrinné-disrupcnimi Gc¢inky. (Ji et al., 2022)
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3.6 Metody studia interakce latek s AhR

Aktivace receptoru muze byt monitorovana na dvou urovnich. Méfi se bud
hladina exprese mRNA enzymi I. a II. Faze metabolismu pomoci bézné kvantitativni
polymerazové tfetézové reakce (qQPCR) nebo je méfena aktivita enzymii 1. a II. Faze
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie spojené s hmotnostnim spektrometrem

(HPLC/MS), ptipadné pomoci fluorescence nebo luminiscence. (Steinberg, 2013)

Gene reporter assay je molekularné biologicka technika, pro studium regulace
genové exprese, a to jak cis-plisobicimi faktory (genové regulacni prvky), tak trans-
pusobicimi faktory (transkripéni faktory nebo exogenni regulatory). V téchto testech
funguje detekovatelny reportérovy gen jako nahrada za kodujici oblast studovaného genu,
tedy po zavedeni reportérového konstruktu do bun¢k jsou hladiny exprese reportérového
genu monitorovany piimym testem enzymatické aktivity reportérového proteinu. Mezi
bézné pouzivané reportérové geny, které se indukuji vizudlné¢ se obvykle zahrnuji
fluorescen¢ni a luminiscenéni proteiny (napt. svétluskova luciferaza). Pro studium se
vyuziva nadorovych bunéénych linii, které se pfechodné¢ ¢i trvale transfekuji plasmidem.
Transfekci genetické informace lze provést teplotnim Sokem, elektroporaci ¢i
transfekénimi ¢inidly napf. liposomy, kterd je oznacovana jako lipofekce, tuto metodiku
jsme vyuzili 1 pro nase experimenty. Bylo pouzito transfek¢ni ¢inidlo Lipofectamin 3000,
které vykazuje vysokou u¢innost u HepG2 buné¢k. Plasmid je vyuzivan pro své specificke
vazebné misto ke studovanému receptoru — v nasem piipadé¢ AhR. (Kamenickova, 2012;
Dual-Luciferase Reporter Assay Systém: Technical manual [online] Promega: Global
USA, 2023 Dostupné zZ:
https://assets.thermofisher.com/TFS Assets/BID/Handbooks/gibco-cell-culture-basics-
ha)

Prikladem gene reporter assay uzivaného v praxi je CALUX (chemical-activated
luciferase expression), ktery se pouziva k detekci dioxind a latek podobnych dioxiniim.
Tato screeningovd metoda se s oblibou vyuzivd kvili své rychlosti, jednoduchosti a
finan¢ni dostupnosti. Citlivost metody je dostate¢né vysoka, aby umoznila detekci
mnozstvi dioxind v mnozstvich petkrat mensich, nez je limit téchto latek v potravinach a
krmivech v EU. Principem metody je vyuziti buné¢né linie potkaniho hepatomu H4IIE,
do které je plasmidem transfekovan gen svétluskové luciferazy. Pokud jsou burky

vystaveny EDCs jako je TCDD dojde k expresi luciferazy v zavislosti na dévce, Case a
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AhR. Mnozstvi exprimované luciferazy je kvantifikovano ptidanim luciferinu, ktery je
dale metabolizovan a dojde k produkci svétla. Emitované svétlo je detekovano pomoci
luminometru. (Steinberg, 2013)

Mezi nejnovéjsi metody pro studium interakce latek s AhR fadime termoforézu

v mikrome¢fitku (Stinn et al., 2021)

3.7 Interakce vybranych endokrinnich disruptorii s AhR

U kiepelek bylo zjisténo, Zze po vystaveni pesticidu atrazinu se AhR podili na
detoxika¢ni draze, ktera zahrnuje atrazinem indukovanou nefrotoxicitu. (Zhang et al.,
2019)

Bis(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) plsobi jako slaby agonista AhR,
pravdépodobné prostiednictvim svého metabolitu MEHP. (Kriiger et al, 2008)

Bisphenol A zpisobuje downregulaci aktivity AhR in vitro tim, Ze pisobi na AhR
jako antagonista. Ve studii, kde byla buné¢na linie karcinomu prsu vystavena bisphenolu
A, bylo prokézano snizeni hladiny proteinu ARNT2, ktery je partnerem aktivované¢ho
AhR. (Rogers et al., 2013)

Cypermethrin patfi mezi pyrethroidni pesticidy. Bylo zjiSténo, Ze indikuje enzym
CYPI1AI1 bez interakce s AhR a ve vysokych mikromolarnich koncentracich antagonizuje
AhR aktivaci indukovanou pomoci TCDD v buiikdch myS$iho hepatomu. (Brander et al.,
2016)

Mono-(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) je metabolitem di-(2-ethylhexyl)ftalatu
(DEHP) a je slabym agonistou AHR. (Kriiger et al, 2008)

PCB 153 patii mezi slouceniny, které dokazi napodobit aktivitu ligandli AhR a
tim zasahovat do metabolickych drah zapojenych do imunitnich odpovédi a nékterych
druhti rakovin. (Nagar et al., 2023)

Propiconazol je triazolovy fungicidni pesticid, ktery aktivuje AHR in silico, in
vitro a in vivo. Pisobi jako slaby agonista. (Knebel et al., 2018)

Mezi vzorové agonisty AhR fadime 3-methyl cholantren (3-MC). Jeho metabolity
vykazuji estrogenni aktivitu skrz ER. (Swedenborg et al., 2012)
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3.8 Test stanoveni toxicity (CTA)

vvvvvv

hodnoceni in vitro. Chemické latky jako jsou 1éCiva a pesticidy maji in vitro rtizné
mechanismy cytotoxicity, mezi které patii inhibice syntézy proteind, ireverzibilni vazba
na bunééné membrany nebo destrukce bunéénych membran. Testy cytotoxicity a testy

viability bunék mohou byt klasifikovany na (Aslantiirk 2018):

e Kolorimetrické testy — napt. MTT test, MTS test, XTT test, LDH test, ...

e Testy s vylou¢enim barviva — testy zivotaschopnosti bun¢k s vyuzitim
trypanové modii, eosinu, Kongo ¢erveni (zivotaschopné buiiky barvivo
vylucuji, mrtvé nikoliv)

e Fluorometriské testy — test alamarBlue, test CFDA-AM

e Luminomerické testy — ATP test a test viability v redlném cCase

Pro ucely této diplomové prace se zaméfime na testy kolorimetrické a

luminometrické, které byly vyuzity v experimentalni ¢asti DP.

3.8.1 MTS test (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay)

Kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay se pouziva ke
stanoveni viability bunék pomoci kolorimetrického MTS testu. Principem této metody je
redukce 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-
tetrazoliové soli (MTS) na barevny produkt formazan, ktery je rozpustny v médiu
bunécéné kultury (viz. Obr. 2). (Anonym. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay,Technical Bulletin. In Promega: 2012) Tato pfeména je uskute¢néna
aktivitou mitochondrii v metabolicky aktivnich bunikdch. Mnozstvi produkovaného
formazanu je pfimo tmeérné poctu zivych bunék v kulture, méti se pomoci absorbance pii

vinové délce 490 nm. (Aslantiirk 2018)
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Obrazek 2 Schéma MTS testu: Elektronovy akceptor fenazin ethylsulfat (PES) presouva elektron z NADH
do cytoplasmy, aby redukoval MTS na ve vodé rozpustny formazan. Prevzato z: Figure 6: [Intermediate electron
acceptor pheazine ethyl...]. - Assay Guidance Manual - NCBI Bookshelf (nih.gov)

Vyhodou této metody je snadné pouziti, ekonomicka nenaroc¢nost, presnost a
rychlost stanoveni toxicity. Na rozdil od jinych testd odpadéd nutnost promyvani, sbéru
bunék ¢i solubilizace. Vyhodou je také bezpecnost, nebot’ neni tfeba pouziti organického
rozpoustédla k rozpuSténi vzniklého barviva (na rozdil od MTT). Nevyhodou je, Ze
naméfend hodnota absorbance je ovlivnéna délkou inkubace, typem a poctem bunck.
Doporucend inkubac¢ni doba je 1-4 hodiny. (Anonym. CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Technical Bulletin). In Promega: 2012; Aslantiirk
2018)

3.8.2 Dual-Luciferase® Reporter Assay System

Vyuziti genetickych reportérovych systémui, mezi které zarazujeme i dudlni
luciferdzovy test, zahrnuje studium aktivity receptort, studium aktivity transkrip¢nich
faktord, intraceluldrnich signalizaci apod. Dualni reportérové eseje se pouzivaji k zisku
presnéjSich vysledkl. Termin dudlni poukazuje na soubéznou expresi a méteni aktivity
dvou odlisnych enzyma v ramci jednoho systému. (Dual-Luciferase Reporter Assay

Systém: Technical manual. In Promega: Global USA, 2023)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F6/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F6/
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Konkrétné dualni luciferdzovy test se provadi postupnym méfenim aktivit
luciferazy svétlusky a Renilla luciferdzy stejného vzorku, pticemz vysledky jsou
vyjadieny jako pomér aktivity svétlusky k aktivité luciferazy Renilla (Fluc/Rluc). (Dual-
Luciferase Reporter Assay Systém: Technical manual. In Promega: Global USA, 2023)

Enzym luciferaza katalyzuje reakci se svym substratem (zde luciferinem ci
coelenteratinem, viz Obr. 3) za vzniku Zlutozeleného nebo modrého svétla, v zavislosti
na genu luciferazy. Vzhledem k tomu, Ze pro bioluminiscenci luciferazy neni potteba
svételna excitace, dochazi k minimalni autofluorescenci a tedy fluorescenci prakticky bez
pozadi. (Dual-Luciferase Reporter Assay Systém: Technical manual. In Promega: Global

USA, 2023)

rekombinantni

luciferaza _
HO s /N]/COOH svétludek 0 s /N:(O
<] a0, T T AMPLPP4CO,svatlo
Luciferin svétlusek Oxyluciferin
OM }_OH Renilla O_<7<;>_OH
o A +0, luciferaza N +CO,+ svétlo
_ =
| . | |
H
HO HO
Coelenterazin Coelenteramid

Obrazek 3 Zjednodusené reakcni schéma; Luciferdza svétlusek katalyzuje preménu luciferinu za vzniku
oxyluciferinu a Renilla luciferdza katalyzuje preménu Coelenterazinu na Coelenteramid. Béhem obou reakci dochazi
ke generaci svetla. Prevzato a upraveno z: https://worldwide.promega.com/-
/medial/files/resources/protocols/technical-manuals/0/dual-luciferase-reporter-assay-system-
protocol.pdf?rev=766125b44al8445cbde88f3262864617&sc_lang=en
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3.9 Bunééné linie

Bunécéné linie vznikaji prvnim pasdzovanim primarni kultury bunck. Ta se ziskava
bud’ ptfimo odebranim bun¢k z zivocisné nebo rostlinné tkan€ a naslednou mechanickou
nebo enzymatickou deagregaci, anebo miize byt odvozena od jiz zalozené bunééné linie
a nasledné se kultivuje ve vhodné nddob¢€. Bunééné linie odvozené od primarni kultury

maji omezenou Zivotnost.

Bunééné kultury jsou modelovymi systémy uzivanymi ve vyzkumu v oblasti
bunécné a molekularni biologie. VyuZivaji se pro studium fyziologie a biochemie bun¢k,
ucinki 1é¢iv a toxickych latek na buiky, studium mutageneze a kancerogeneze. VyuZiva
se pii vyvoji 1éCiv, vakcin a dalSich biologickych slouc¢enin. Hlavni vyhodou bunéénych

kultur je reprodukovatelnost vysledkii. (Anonym 2020)

Bunééné linie se mohou pouzivat k vyrobé terapeutickych proteind,
nejznamnéjSimi nehumannimi jsou bunééné linie vajecnikli Cinského kiecka, bunky

ledvin mlad’at kifecka a mysi myelomové burniky. (Dumont e al., 2016)

Prvni lidsk4d bunécné linie HeLa byla vytvofena z karcinomu déloZniho Eipku
pacientky jménem Henrietta Lacksova. Stala se nejrozsifenéjsi lidskou bunécnou linii

v biologickém vyzkumu. (Landry et al., 2013)

Morfologicky mizeme rozdélit bunky dle tvaru a vzhledu na fibroblastické (bi —
nebo multipolarni a podlouhlym tvarem), epitelialni (polygonalni) a lymfoblastické

(sférické). (viz. Obr. 4)

Obrazek 4 (zleva) Fibroblastické, epitelialni a lymfoblastické burnky. Prevzato z: Cell Culture Basics
Handbook.  In:  Thermo  Fisher  Scientific ~ 2020. Dostupné z:  https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/BID/Handbooks/gibco-cell-culture-basics-handbook.pdf

Dle zivotnosti se déli bunééné linie na kontinualni a kone¢né. Normalni bunky

maji pouze omezenou schopnost proliferace znamou jako proces starnuti — tyto bunécné


https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/BID/Handbooks/gibco-cell-culture-basics-handbook.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/BID/Handbooks/gibco-cell-culture-basics-handbook.pdf
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linie oznacujeme jako konec¢né. Chemickou nebo virovou transformaci mizeme ziskat
buiikky nesmrtelné s neomezenym poctem déleni, které oznacujeme jako kontinualni

bunécné linie. (Anonym 2020)

3.9. HepG2

Bunécéna linie HepG2 (viz Obr. 5) se pouziva pro in vitro studium jaterni
toxicity. Byla izolovana roku 1975 z hepatoceluldrniho karcinomu 15letého chlapce.
Pivodni oznaceni hepatokarcinom je vSak chybné, ve skutecnosti se jedna o
hepatoblastom. Na rozdil od normalnich lidskych hepatocytli mé linie HepG2 niZsi az
chybéjici expresi cytochromu P450 (CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, atd.),
ktery se podili na 1.fazi metabolismu xenobiotik v jatrech. Pfesto vykazuje fadu
metabolickych funkci normadlnich jaternich bunék, proto je vyuzivana pro studium

toxicity in vitro. (Arzumanian et al., 2021)

Obrazek 5 Bunécna linie HepG2, vlevo nizkad hustota, vpravo vysoka hustota bunék. Prevzato z:
https://www.atcc.org/products/hb-8065#detailed-product-images
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4 Cil prace

e Stanoveni in vitro toxicity 17 endokrinnich disruptorii na bunécéné linii HepG2 pomoci
metody CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

e Zavést test sekretované Metridia luciferazy (pMCS-DRE) pro rychlou a uc¢innou
analyzu aktivace AhR v prechodné¢ transfekovanych bunkach HepG2 a srovnani s
reporterovym konstruktem pGL 4.27-DRE (luciferaza svétluSek) a vybranym

endokrinnim disruptorem Bisphenolem A
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S Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzity material

5.1.1 Chemikalie

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium (DMEM) (Sigma-Aldrich,
USA)

Neesencidlni aminokyseliny (Merck, Némecko)

OptiMEM médium (Thermo Fisher Scientific, USA)

PBS (Phosphate Buffer Saline; fosfatovy pufr o pH = 7,4 — NaCl, KClI,
Na;HPO4, NaH,PO4) (PENTA, Ceska republika)

Trypsin (0,25 %, Trypsin-EDTA (ethylendiamintetraoctovd kyselina))
(Sigma-Aldrich, USA)

DMSO (dimethylsulfoxid) (Sigma-Aldrich, USA)

Lipofectamine ™ 3000 Reagent (Invitrogen™, USA)

Lyzaéni pufr (Passive Lysis 5X Buffer) (Promega, USA)

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
USA)

Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, USA)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermofisher, USA)

Konstrukt pMCS-DRE (luciferaza Metridia) (Thermo Fisher Scientific,
USA)

Konstrukt pGL 4.27-DRE (luciferaza svétlusek) (Promega, USA)

Expresni vektor pRL-TK kodujici Renilla luciferazu (Promega, USA)

5.1.2 Laboratorni vybaveni

96-jamkové mikrotitraéni desticky, ¢iré (TPP, Svycarsko)

96-jamkové mikrotitracni desticky, bilé (Thermo Fisher Scientific, USA)
48-jamkové desticky (Thermo Fisher Scientific, USA)

Automatické jednokandlové pipety Eppendorf Research® plus (Eppendorf,

Némecko)



25

e Automaticka multikanalové pipeta Discovery Comfort 50 — 300 pl (HTL,
Polsko)

e Spicky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Sklenéné jednorazové Pasteurovy pipety (Sigm Aldrich, USA)

e Pipetor SWIFTPET (HTL, Polsko)

e Kultivaéni lahve 25 cm? a 75cm? (TPP, Svycarsko)

e Plastové jednorazové pipety 2 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml (TPP, Svycarsko)

e Falkonky (TPP, Svycarsko)

e Mikrozkumavky Ependorf 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Némecko)

e Biirkerova komiirka (Meopta, Ceska republika)

e Latexové nesterilni rukavice

e Analytické vahy (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

5.1.3 Pristrojové vybaveni

e Inkubétor (Shel Lab, USA)

e Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS — 1R (OPTIKA Microscopes, Italie)

e Laminarni box: Micrological safet cabinet TOP-SAVE 1,8 (Bioair
instruments, Itélie)

e Vodni lazen, TW 12 water bath (Julabo, Némecko)

e Orbitalni tfepacka IKA® LabDancer (IKA-Werke GmbH & Co., Némecko)

e Spektrofotometr Synergy 2 (BioTek, USA)

e Mrazik

e Lednice

5.1.4 Bunécéna linie HepG2

Pro cely experiment byla vyuZivana bunécna linie HepG2, ktera je pouZivana jako
alternativa lidskych jaternich buné€k pro in vitro studie metabolismu [éCiv a

hepatotoxicity. (Donato et al., 2015)

Bunééna linie HepG2 se pouziva pro in vitro studium hepatotoxicity. Byla

izolovéna roku 1975 z hepatocelularniho karcinomu 15letého chlapce. Pivodni oznaceni
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hepatokarcinom je vSak chybné, ve skute¢nosti se jednad o hepatoblastom. (Arzumanian
etal., 2021)
5.1.5 Endokrinni disruptory

Nazvy, struktury a vzorce testovanych endokrinnich disruptor jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tab. 1 Endokrinni disruptory pouzité v experimentu

Nazev Struktura Sumarni
vzorec
Atrazi N N CsH14CIN
razin YNTN\KN\\/ 81114 5
N\{N
cl
Bis(2-ethylhexyl)ftalat (DEHP) ﬂ}j ﬁcﬁ C24H3304
080
BiSphenOl A (BPA) HOOH C15H1602
Carbofuran H_ C12H15NOs3
o) 0—<
o]
3-hydroxycarbofuran — Ci12H15NOg4
0 0‘<
0
p—"°
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Cypermethrin

Dichlorodifenyldichloroethylen

(DDE)

Diethylstilbestrol (DES)

3-methylcholanthren (3-MC)

Mono-(2-ethylhexyl)ftalat
(MEHP)

PCB 118

PCB 153

XX

a
/ C
e}
Cl

QOQTD

cl I I

C22H19CIbNO3

Ci14HsCl4

Ci1sH2002

C21His

Ci16H2204

C12H;5Cls

C12H4Cle
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Perfluorooktanova kyselina

(PFOA)

Perfluorooktansulfonova

kyselina (PFOS)

Propiconazol

Tributyltin chlorid (TBT)

Trifenyl fostat (TPP/TPHP)

Tris(1,3-dichloro-2-propyl)
fosfat (TDCPP)

HO F F F F F F
/> R I
T[]
0 F F F F F F F
F F F F F F F F O
S T
B
F F F F F F F F O
cl
MO
o Cl
J
-

cl

CsHF 150>

CsHF1703S

Ci15sH17CIbN3O2

C12H»7Cl1Sn

CisHi504P

CoH15ClgO4P
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5.2 Pouzité metody

5.2.1 Priprava fosfatového pufru (PBS)

Fosfatovy pufr (PBS) se pfipravoval navazenim jednotlivych slozek viz. tabulka
2 a jejich naslednym rozpusténim v destilované vodé o objemu 1000 ml a fyziologickém
pH a poté se sterilizoval. Fosfatovy pufr se pouzival k oplachovani bun¢k HepG2 béhem

jejich pasazovani.

Tab. 2 Slozeni pufru PBS o objemu 1000 ml

Sloucenina Molarni hmotnost [g/mol] Koncentrace [g/1]
NaCl 58,44 8,010
KCl 77,55 0,21
NaH:PO4:2H20 156,01 1,56
Na:HPO4-12H20 358,14 3,58

5.2.2 Priprava testovanych endokrinnich disruptori a 3-MC

Testované latky byly nafedény do zasobnich roztokii o koncentracich 1uM, 1mM,
5mM a 10mM. Jako rozpoustédlo byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO) a to z diivodu
Spatné rozpustnosti latek ve vodé. DMSO byl pouZit v koncentraci maximalné do 1%,
divodem je pomérné¢ vysokd toxicita jiz pfi nizkych koncentracich. Pred kazdym
zahajenim pokusu byly nafedény zasobni roztoky latek, které byly v daném pokusu
testovany, na pozadované koncentrace. Pokud se stanovovala cytotoxicita pomoci
metody CellTiter96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, pro pokus se
pfipravily roztoky o koncentracich 1 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 250 pM.
V ptipadé testi pomoci metody Dual-luciferase® reporter assay system byly nafedény
roztoky endokrinnich disruptorti o nizsich koncentracich, a to 0,001 uM, 0,003 uM, 0,1
uM, 0,3 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM a 30 puM.

5.2.3 Priprava bunék HepG2 pred pokusem

Bunééna linie HepG2 bunck byla pro tyto pokusy dodana prostfednictvim
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). Bunécné linie byla

kultivovana v kultivaénich lahvich o kultivaéni plose 75 cm? v bun&¢ném médiu DMEM
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s ptfidavkem 1 % neesencialnich aminokyselin a 10 % fetdlniho bovinniho séra. HepG2
bunikky byly inkubovany v inkubatoru pifi 37 °C a v atmosféie 5 % CO>. Den pred
zahajenim pokusu byly bunky zpasazovany. V prubéhu pasaze bylo odebrano
automatickou pipetou 10 pul suspenze, ktera byla vlozena do Biirkerovy komiirky, a pod
mikroskopem byl spocitan pocet bun¢k. Po zprimérovani poctu bunék na jeden Ctverec
jsme dostali hodnotu, kterd se vynasobila 10.000 a tim byla ziskdna informace o tom,

kolik bunék se nachéazi v 1 ml suspenze. Vypocet je znazornén nasledujicim vzorcem:

a X 10*
n

X =

x vyjadiuje pocet bunck v 1 ml suspenze, a vyjadiuje celkovy pocet bun¢k v zapoctenych

¢tvercich Biirkerovy komirky a n pocet ¢tverct, ve kterych jsme bunky pocitali.

Poté byla ¢ast suspenze pouzita pro piipravu nové lahve z diivodu zachovani
bunécné linie. Pak jsme pfipravili bunéénou suspenzi dle pozadované koncentrace do 48-
jamkovych nebo 96-jamkovych desticek, Pro metodu CellTiter96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay se nasazovalo 20.000 bun¢k na jamku o objemu 100
ul/jamka (96 jamkova desticka). Pro metodu Dual-luciferase® reporter assay system jsme
nasazovali 110.000 bun¢k na jamku o objemu 250 pl/jamka (48 jamkova desticka).
Desticky byly poté vloZeny do inkubatoru pti 37 °C a v atmosféte 5 % CO- se inkubovaly
24 hodin. Tésné pfed zahajenim pokusu byl zkontrolovan stav a konfluence bun&k

okometricky a mikroskopicky.

5.2.4 Stanoveni cytotoxicity metodou CellTiter96® AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay

Pokus byl zahdjen odsatim média a naslednym napipetovanim pfedem natedénych
latek o koncentracich 1, 10, 25, 50, 100, 250uM do desticky v triplikatech. Dale jsme v
triplikatech napipetovali kontrolu 1 (DMEM s 1% DMSO), ktera ptedstavovala negativni
kontrolu, a kontrolu 2 (DMEM s 10% DMSO), kter4 ptedstavovala pozitivni kontrolu.
Takto napipetované desticky se inkubovaly 6, 12 a 24 hodin v inkubdatoru pii 37 °C a
v atmosféte CO2 5 %. Také jsme piipravili kontrolu pozadi (DMEM s danou koncentraci
latky bez bunék), jehoZ hodnotu absorbance jsme odecetli od namétenych vysledki u

testovanych latek.
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Po uplynuti doby inkubace se do kazdé jamky napipetovalo 20 pl CellTiter 96®
AQueous One Solution Assay (Promega, USA) a destic¢ka se vlozila zpét do inkubatoru
na dalSich 90 minut. Nasledovalo métfeni absorbance pfi 490 nm v destiCkovém

spektrofotometru Synergy 2.

Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Excel 2020 a GraphPad Prism
9. Vexcelu jsme zpracovali hodnoty tak, ze jsme nejdiive zprimérovali hodnoty
absorbance jednotlivych jamek o shodné koncentraci testované latky triplikatu, dale jsme
vypocitali relativni a smérodatnou odchylku. Vypocet viability bun¢k pro jednotlivé latky

a koncentrace jsme vypocitali dle nasledujiciho vzorce:

(A, — A;) x 100

AleO - Am

% viability =

Ayp = prumér tii hodnot absorbance jamek s bunkami a s roztoky latek o stejné koncentraci

Ax = primér tii hodnot absorbance jamek bez bunék s roztoky latek o ptislusné

koncentraci
Am = primér tfi hodnot absorbance kultivaéniho média
Ayi00 = prumér tii hodnot absorbance kontroly 100 % zivotaschopnosti

(Anonym. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Assay, Technical Bulletin,
Promega. In: Promega. 2012)

5.2.5 Dual-Luciferase® Reporter Assay System

Pokus se zahajuje transfekci bun¢k pomoci plasmidi. Den pfedem jsme si
piipravili HepG2 buiiky na 48 jamkové desticky o koncentraci (110 000 bunék/jamka).
Nejprve bylo vyménéno médium v kazdé jamce desticky — staré médium se odsalo a
napipetovalo se 150ul DMEM cerstvého média. Déle bylo pfipraveno transfekéni

médium:

1. Pfiprava 2 mikrozkumavek, jedna byla pro ptipravu roztokti DNA konstrukti a
druha pro ptipravu roztoku Lipofectaminu, do obou mikrozkumavek bylo dano Opti-

MEM médium (15ul/jamka).
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2. V prvni mikrozkumavce, kde byl jiz napipetovany Opti-MEM, se pfidal
Lipofectamin 3000 (0,45 pl/ jamka).

3. Do druhé mikrozkumavky s Opti-MEM médiem se piidal reagent P3000
(0,6ul/jamka) a dale reportérovy konstrukt pGL 4.27-DRE (150 ng/ jamka) a pRL-TK
(vektor kodujici Renilla luciferazu) (30 ng/ jamka), nebo v ptipad¢ pouziti konstruktu

pMCS-DRE (150 ng/ jamka) se neptidaval pRL-TK.

4. Zkumavka sobsahem plasmidu se piepipetovala do zkumavky
s Lipofectaminem, byla jemn¢ promichana a inkubovédna po dobu 5 minut pfi pokojové

teploté

5. Nasledné bylo pipetovano 30ul na jamku vzniklého transfekéniho média

k buitkdm HepG2. Buniky se inkubovaly 24 hodin pti 37 °C a v atmosféie CO2 5 %.

Po 24 h inkubaci, bylo odstranéno transfekéni médium a bylo ptfidano médium
s latkou o dané koncentraci (0,001, 0,003, 0,1, 0,3, 1, 3, 5, 10, 30 uM pro 3-MC a
s koncentra¢ni fadou 0,1, 1, 3, 10, 30 pum pro bisphenol A) (250 pl/jamka) vzdy
v kvadruplikatu. Dale byl napipetovan kvadruplikdt DMSO 1%, a kvaduplikat 3-
methylcholanthrenu o koncentraci 10 uM. Poté destiCky byly vloZeny do inkubatoru.

Po uplynuti doby inkubace jsme uplatiiovali 2 postupy — v piipadé vyuZiti
konstruktu pGL 4.27-DRE bylo z desticky odsato médium a jamky se dvakrat proplachly
destilovanou vodou. Nasledné bylo ptfidano 100 pl/jamka pasivniho lyza¢niho pufru
(PLB), ktery je obsaZen v kitu Dual-Luciferase® Reporter Assay System a desticka byla
vlozena do mrazaku o teploté -20 °C. Pokud jsme k transfekci pouZili konstrukt pMCS-
DRE, bylo po uplynuti doby inkubace odebrano 30 ul média z kazdé jamky do bilé 96-
jamkové desticky. Nasledné se desticka dvakrat proplachla destilovanou vodou a piidalo

se 100 pl/jamka PLB a desticka byla vloZzena do mrazédku o teploté -20 °C.

Stanoveni aktivity Renilly luciferazy z média se d€lalo ihned po odebrani, z lyzatu
az po rozmrazeni desticky, seSkrabani a odebrani 30 pl lyzatu do bilé 96-jamkové
desticky. Z lyzatu se dale odebiralo 25 pl do ciré 96-jamkové desticky v piipade
transfekce pomoci pMCS-DRE konstruktu k métfeni bilkovin.

K méfeni aktivity svétluSkové luciferdzy v podob¢ luminiscence z lyzatu byl

nasledné piidan Luciferase Assay Reagent II pfipraveny podle pokynii vyrobce, a to
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pouze u konstruktu pGL 4.27-DRE a zméfila se luminiscence a nasledné pfipravil
Stop&Glo Reagent a bylo ptfidino 30 pl/jamka. Po napipetovani se opét mcfila

luminiscence pomoci destickového analyzatoru Synergy 2.

Bilkoviny jsme méfili pomoci kitu Pierce BCA Protein Assay. Do ¢iré desticky
bylo napipetovano 25 ul lyzatu z kazdé métené jamky, jak bylo popséno vyse, a k tomu
se napipetovalo 200 pul WR pufru do kazdé jamky. WR pufr jsme si pfipravili smisenim
reagentu B a reagentu A v poméru 1:50. Nésledné se desticka pfikryla vickem jemné
zamichala a vlozila do Major Science inkubatoru a shakeru na 30 min pti 37°C. Potom se

zméfila absorbance pii 562 nm pomoci destickového analyzatoru Synergy 2 (BioTek).

Ziskané vysledky ze spektrofotometru byly zpracovany s vyuZitim softwaru MS
Excel. K naslednému grafickému a statistickému zpracovani dat byl vyuzit GraphPad

Prism verze 9.5.0 (GraphPad Software Inc., USA).
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6 Vysledky

6.1 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay na

bunééné linii HepG2

V tabulce 3 je souhrnny prehled testovanych latek a jejich hodnota ICso ve tfech
casovych intervalech (6h, 12h a 24h) a koncentra¢ni rozmezi bylo 0,1 — 250 uM. Parametr
ICso byl pouzit k posouzeni cytotoxického potencidlu testovanych latek, vysledky zde
jsou prezentovany jako % viability a priiméru £ SD naméfenych hodnot. Parametr ICs je
polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace, coz je koncentrace latky, pfi které polovina
kultivovanych bunék ztraci svou zivotaschopnost. Grafické znazornéni je na obrazcich

6.-8.

Tab.3 Hodnoty ICso testovanych latek bunécné linii HepG2

Testovana latka ICs0 [pM] ICso0 [uM] ICso0 [pM]
(6h) (12h) (24h)
Atrazin > 100 > 100 > 100
Bis(2-ethylhexyl)ftalat (DEHP) > 100 > 100 > 100
Bisphenol A (BPA) > 100 > 100 > 100
Carbofuran > 100 > 100 > 100
3-hydroxycarbofuran > 250 > 250 > 250
Cypermethrin > 100 > 100 > 100
Dichlorordifenyldichloroethylen > 100 > 100 > 100
(DDE)
Diethylstilbestrol (DES) > 100 > 100 > 100
3- methylcholanthren (3-MC) 149,20 82,80 45,72
Mono-(2-ethylhexyl)ftalat > 100 > 100 > 100

(MEHP)



PCB 118

PCB 153

Perfluorookanova kyselina
(PFOA)
Perfluorooktansulfonova
kyselina (PFOS)

Propiconazol

Tributyltin chlorid (TBT)

Trifenyl fostat (TPP/TPHP)

Tris(1,3-dichloro-2-propyl)

fosfat (TDCPP)

> 250

> 100

> 100

> 250

> 100

0,5165

121,9

246,4

> 250

> 100

> 100

> 250

> 100

0,2101

101,6

128,7

> 250

> 100

> 100

> 250

> 100

0,1064

113,6

176,5
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Propiconazol,

Diethylstilbestrol, Carbofuran a Mono-(2-ethylhexyl)ftaldt na bunécnou linii HepG2 pri inkubaci 6h, 12h a 24h

Na Obr. 6 je graficky zndzornéna zavislost bunééné viability [%] na rostouci

koncentraci testovanych endokrinnich disruptori: Atrazin, Cypermethrin, Propiconazol,

Diethylstilbestrol, Carbofuran a Mono-(2-ethylhexyl)ftalat, a to ve tfech riznych

casovych intervalech 6h, 12h a 24h, latky byly inkubovany za standardnich podminek (37

°C av atmosféte 5 % COz). EDCs byly aplikovany v triplikatech o riznych koncentracich

1,10, 25, 50, 100 puM. Z grafli na obrazku 6 je mozné odvodit, Ze hodnoty ICso > 100 pM,

latky 1ze povaZzovat za slouceniny se zanedbatelnou cytotoxicitou, tedy jsou netoxické.

Muzeme tyto latky setadit dle klesajici toxicity vici butkdm HepG2: Cypermethrin >

Atrazin > MEHP > Carbofuran > Propiconazol > Diethylstilbestrol.
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Obrazek 4 Cytotoxické piisobeni endokrinnich disruptorii: PFOA, PCB 118, 3-OH Carbofuran, PCB 153,
DDE, DEHP na bunécnou linii HepG2 pri inkubaci 6h, 12h a 24h

Na Obr. 7 je graficky znazornéna zavislost bunécné viability [%] na rostouci
koncentraci testovanych endokrinnich disruptorti: PFOA, PCB118, 3-OH Carbofuran,
PCB153, DDE, DEHP a to ve tfech riznych ¢asovych intervalech 6h, 12h a 24h, latky
byly inkubovany za standardnich podminek (37 °C a v atmosféte 5 % CO2). EDCs byly
aplikovany v triplikatech o riznych koncentracich 1,10, 25, 50, 100, 250uM. Z grafli na
obrazku 7 je mozné odvodit, Zze hodnoty ICso > 250 uM, latky Ize povazovat za slouceniny
se zanedbatelnou cytotoxicitou, tedy jsou netoxické. Muzeme tyto latky sefadit dle

klesajici toxicity vici bunkdm HepG2: 3-OH Carbofuran > DDE > PCB118 > DEHP >
PCB153 > PFOA.
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Obrazek 8 Cytotoxické piisobeni endokrinnich disruptorii: 3-MC, BPA, PFOS, TPHP/TPP, TDCPP, TBT na
bunécnou linii HepG2 pri inkubaci 6h, 12h a 24h

Na Obr. 8. je graficky zndzornénéd zavislost bunécné viability [%] na rostouci
koncentraci testovanych endokrinnich disruptorti: Bisphenol A, PFOS, TPHP/TPP,
TDCPP a TBT a 3-MC ve tfech riznych ¢asovych intervalech 6h, 12h a 24h, latky byly
inkubovany za standardnich podminek (37 °C a v atmosféte 5 % CO2). EDCs a 3-MC
byly aplikovany v triplikatech o riiznych koncentracich 0,01, 0,1, 1, 3, 5, 10, 25, 30, 50,
100 uM. Z grafli na obrazku 8 je mozné odvodit, ze hodnoty ICso pouze u nékterych latek
jsou> 100 pM, latky lze povazZovat za slouCeniny se zanedbatelnou cytotoxicitou, tedy
jsou netoxické. Naproti tomu z vysledkd (viz. Tabulka 3) Ize stanovit, Ze mezi toxické
muzeme zatadit latky 3-MC, TBT, TPP/TPHP a TDCPP, pfi¢emz nejtoxictéjsi je TBT s
ICs0 0,1064 uM v inkubacni dobé 24h. Dale mizeme tyto latky sefadit dle klesajici
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toxicity viuci bunkam HepG2: TBT > 3-MC > TPHP/TPP > TDCPP > Bisphenol A >
PFOS .
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6.2 Dual-Luciferase® Reporter Assay System na bunééné linii HepG2

Na obrazcich 9 a 10 je grafické znazornéni aktivace reportérovych konstrukta
pGL4.27-DRE (luciferaza svétlusek) a pMCS-DRE (luciferaza Metridia), na studované
bunécné linii HepG2 pomoci 3-MC a BPA ve tiech ¢asovych intervalech (6, 12 a 24
hodin). Parametr ECso byl pouzit k posouzeni stability vysledkli ve tfech ¢asovych
intervalech. Parametr ECso vyjadiuje polovinu maximalni efektivni koncentrace, coz je

koncentrace latky, pti které dojde k 50% aktivité luciferazy.
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Obrazek 9 Aktivace reportérového konstruktu pGL4.27-DRE (luciferdza svétlusek) a pMCS-DRE (luciferdza
Metridia) pomoci 3-methylcholantrenu na bunécnou linii HepG2 po inkubaci 6h, 12h a 24h

Buniky HepG2 byly transfekovany po dobu 24 hodin po oSetfeni reportérovymi
konstrukty pGL4.27-DRE (luciferdza svétluSek) a pMCS-DRE (luciferdza Metridia).
Poté byly vystaveny zvySujicim se koncentracim 3-methylcholantrenu (3-MC) po dobu
6, 12 nebo 24 hodin. V danych ¢asovych intervalech byly konstrukty luciferazy svétluSek
nebo Metridia analyzovany za pouZiti luciferinu nebo coelenterazinu jako substrati za
pouziti komer¢niho testu Dual-Luciferase® Reporter Assay. Luciferazové aktivity byly
normalizovany na celkovou koncentraci bunécného proteinu v lyzatu pomoci BCA testu.

Data jsou vyjadiena jako relativni nasobek zmény aktivity luciferazy ke kontrolnimu
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vzorku. Data jsou prezentovdna jako primér se standardni odchylkou z alespon tii

nezévislych experimentii provadénych v triplikatech.
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Obrazek 5 Aktivace reportérového konstruktu pMCS-DRE (Metridia luciferaza) pomoci Bisphenolu A na
bunecné linii HepG2 po inkubaci 6, 12 a 24 hodin

Buitkky HepG2 byly transfekovany 24 hodin po oSetfeni plasmidem pMCS-DRE
(Metridia luciferaza). Poté byly vystaveny zvySujicim se koncentracim bisphenolu A po
dobu 6, 12 nebo 24 hodin. V danych casovych intervalech byly konstrukty Metridia
analyzovany za pouziti komercniho testu Dual-Luciferase® Reporter Assay System.
Luciferazove aktivity byly normalizovany na celkovou koncentraci bunééného proteinu
v lyzatu pomoci komeréniho BCA testu. Data jsou vyjadiena jako relativni nasobek
zmény aktivity luciferazy ke kontrolnimu vzorku. Data jsou prezentovéana jako primér se

standardni odchylkou z alespon tfi nezavislych experimentl provadénych v triplikatech.
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7 Diskuze

Pro zkoumani toxicity in vitro existuje Siroka Skala metodologickych pfistupt.
Vybér optimalni metody je kliCovym aspektem, pticemz takova metoda by méla spliiovat
nékolik kritérii. Prvnim kritériem je jeji citlivost k detekci nizkych koncentraci zkoumané
latky. Dulezitou vlastnosti je rovnéz rychlost provedeni, kterd umoziiuje ziskat vysledky
v co nejkrat§im cCase. Zaroven by méla byt metodika co nejjednodussi, aby se
minimalizovala moznost vzniku manudlnich chyb. Vybér vhodné metody pro dany
experimentalni ucel neni bandlni zalezitosti, nebot’ kazda metoda nese své specifické
vyhody a nevyhody. Proto je nutné neustale zkoumat nové ptistupy a postupy, které by
mohly pfinést vylepSeni oproti stdvajicim metodam. Tato snaha o inovaci je dilezitou

soucasti vyzkumu a védeckého pokroku a vénovali jsme se ji 1 v rdmci této prace.

Prvni cilem této diplomové prace bylo stanoveni in vitro toxicity vybranych 17
endokrinnich disruptori pomoci metody CellTiter 96® AQueous One Solution
Proliferation Assay. Vybranymi testovanymi endokrinnimi disruptory byly: Atrazin,
DEHP, BPA, carbofuran, 3-hydroxycarbofuran, cypermethrin, DDE, DES, MEHP, PCB
118, PCB 153, PFOA, PFOS, propiconazol, TBT, TPP/TPHP, TDCPP a jako standard 3-
MC. Toxicita byla testovana na bunécné linii HepG2. Hepatotoxicky potencial EDCs
popisuji ve svém Clanku Foulds et al. (2017), EDCs jsou zde oznaceny za jedny z
moznych iniciatorl rozvoje jaterni steatézy a dalSich jaternich defektl pii pokusu na
hlodavcich. Jaterni poSkozeni je globalnim problémem, nebot’ jatra jsou hlavnim
detoxifikacnim organem organismu, podili se na metabolismu jak t&lu potfebnych Zivin,
tak xenobiotik, dale se podili na regulaci objemu krve a mnoha dalSich fyziologickych

funkcich. (Trefts et al., 2017; Apte a Krishnamurthy, 2011)

Stanoveni toxicity latek bylo provedeno pomoci kolorimetrického MTS testu,
konkrétné s pouzitim kitu CellTiter 96® AQueous One Solution Proliferation Assay.
Metoda je zaloZena na redukci MTS na barevny produkt formazan v metabolicky
aktivnich (Zivotaschopnych) buiikdch pomoci aktivity mitochondrii. Mnozstvi barevného
produktu koreluje s mnozstvim viabilnich bun€¢k a bylo méfeno spektrofotometricky.
(Anonym. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Technical

Bulletin). In Promega: 2012) Testované latky byly méfeny v koncentra¢nim rozmezi 0, 1
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— 100 (250) uM vzdy v triplikatu. Studovanym parametrem byl ICso vyjadiujici
cytotoxicky potencial jednotlivych latek.

Nami zjisténé hodnoty ICso poukazuji na to, ze vétSina latek v testovaném rozmezi
koncentraci je netoxicka, jelikoz jejich ICso béhem tiech testovanych intervalt (6, 12 a
24 hodin) > 100 uM (resp. > 250 uM). Vyjimku tvoii Ctyfi latky, u nichz byla nami
potvrzena hepatotoxicita. Jedna se o latky: TBT, TPP/TPHP, TDCPP a 3-MC, ktery byl
pouzity jako standard. Nejvice toxickou latkou se ukazal byt TBT, jehoz ICso bylo 0,1063
uM v inkubaéni dobé 24 hodin. Ze se jedna o velice toxickou latku potvrzuji ve svém
¢lanku také Zeng et al. (2018), ktefi zmituji snizeni viability HepG2 bunék az na 80% po
inkubaci s 0,2 uM TBT jiz po 6 hodinach. Mechanismem toxicity TBT je oxidativni stres,
produkce volnych kyslikovych radikali a malonaldehydu v HepG2 buiikach. (Zeng et al.,
2018)

Hepatotoxicitu TPHP vedle dalSich organovych toxicit ve svém c¢lanku zminuji
An et al. (2023). Na modelu zebrafish zplsobuje expozice TPHP nerovnovahu
v metabolismu lipidd, vede ke zvétSeni objemu jater a jaterni steatoze. (An et al., 2023;
Reddam et al., 2019). Pii pokusu na HepG2 bunécné linii byly méteny hladiny reaktivnich
forem kysliku (ROS) jako zdroj toxicity vedouci ke sniZzené bunécné proliferaci a ke
zvySené apoptoze. Zvysena produkce ROS byla potvrzena pii koncentraci TPHP 80 uM
ve tiech ¢asovych intervalech (4, 12 a 24 hodin), pii koncentraci 40 uM nikoliv. (An et
al., 2023) Nami namétené hodnoty ICso v intervalech 6, 12, 24 hodin byly 121,9 uM,
101,6 uM a 113,6 uM. Jsou to koncentrace TPHP, pfi kterych dle nasich vysledki klesne
pocet viabilnich bun€k na 50 %. Nicméné za toxickou koncentraci zprostiedkovanou
produkci volnych radikaldi lze povaZovat jiz koncentraci TPHP 80 uM naméfenou

kolektivem An et al. (2023).

Ve studii Saquib et al. (2022) byl potvrzen toxicky a kancerogenni potenciél
TDCPP na buné¢nou linii HepG2. Testy byla potvrzena jaterni toxicita zprostfedkovana
volnymi kyslikovymi radikéaly a nésledna apoptéza bunék. Pokusy na myS$im modelu
potvrdily akutni toxicitu na jaterni buniky po aplikaci 3-MC, ktery ma potencial indukovat

oxidativni stres 1 v dalSich organismech (Jin et al., 2014; Timme et al., 2009)
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Druhym bodem préce bylo pouziti nového konstruktu se sekretovanou Metridia
luciferazou (pMCS-DRE) v testech pfechodné transfekovanych bun¢k v bézné bunécné
linii HepG2, kterou pouzivame jako standardni bunécny model. Vzhledem k tomu, ze
toxicita je vaznym problémem v bunééném testovani endokrinnich disruptorti nebo
dalsich toxickych latek na zivotni prostfedi, zaméfili jsme se na vyvoj nové metody.
ZkouSen byl novy konstrukt se sekretovanou Metridia luciferazou (pMCS-DRE).
Metridia luciferaza je sekre¢ni luciferdza z motského copepod Metridia longa a
katalyzuje oxidaci coelenterazinu doprovazenou emisi modrého svétla (Amax = 485 nm).
Hlavni vyhodou této sekretované luciferazy jako reportérového enzymu je jeji schopnost
méfit intracelularni déje v rliznych casovych intervalech bez lyzovani bunék. (Stepanyuk
et al. 2008; Markova et al. 2019). Naopak intracelularni luciferdza svétlusky (pGL4.27-
DRE) s molekulovou hmotnosti 60,8 kDa pochazi ze severoamerické svétlusky Photinus
pyralis. Luciferdza svétlusek katalyzuje oxidaci substratu D-luciferinu v reakci, ktera
vyzaduje ATP a Mg™? jako kofaktory a produkuje zelené svétlo s vrcholem pii 566 nm.
(Markova et al. 2019).

K posouzeni vysledkli métfeni jsme pouzili parametr ECso, ktery vyjadiuje
polovinu maximalni efektivni koncentrace, coz je takova koncentrace latky, kterd aktivuje
50% celkové luciferazy. Pomoci 3-MC aplikovaného v kvadruplikatech v koncentraénim
rozmézi 0,001 — 30 uM jsme aktivovali luciferazu svétlusek 1 luciferdzu Metridia,
vyslednou luminiscenci jsme méfili ve tiech ¢asovych intervalech (6, 12 a 24 hodin).
Luminiscenci jsme u luciferazy svétlusek méfili z lyzatu bunék, parametr ECso vSak

postupné v jednotlivych ¢asovych intervalech rostl.

Testy zaloZzené na Metridii vSak poskytuji reprodukovatelné a pfesné hodnoty
ECso ve vSech Casovych intervalech. Dilezité je, Ze testy Metridia luciferazy zalozené na
analyze aktivity v médiu vykazovaly stejnou ECso nezavislou na €asovém intervalu
(1,72+0,23 uM, 1,69+0,22 uM, respektive 1,85+0,26 uM) (viz. obrazek 9). Mlzeme tedy
predpokladat, Ze test by mohl poskytnout skute¢né hodnoty ECso i v cytotoxickych

chemikaliich, které ovliviuji zivotaschopnost bunék.

Aktivity luciferdzy byly vztaZzeny na mnozstvi celkového proteinu, ktery byl
méien pomoci testu Pierce™ BCA Protein Assay. Z téchto vysledki ECso 1ze usoudit, ze

nami noveé zavedeny kontrukt pMCS-DRE pro luciferazu Metridia je pro tuto metodu
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vyuzitelny, a navic je mozno vysledky méfit z odebraného média a piredejit tak lyze

bunék, coz poskytuje moznost s buitkami po méfeni pracovat dale bez jejich smrti.

Dalsi testovanou latkou aktivujici Metridia luciferazu byl Bisphenol A. Piestoze
predchozi méfeni pomoci MTS testu nepotvrdilo v testovanych koncentracich toxicitu
BPA, byl pro méfeni luciferdzové aktivity vybran z divodu jeho potvrzené interakce s
AhR. (Merii et al., 2022; Nishizawa et al., 2005) BPA byl na buiky aplikovan v
koncentracnim rozmezi 0,1 — 30 uM v kvadruplikdtech. Luminiscence byla métena
z média a lyzatu ve tfech casovych intervalech (6, 12 a 24 hod). Aktivity luciferazy byly
vztazeny na mnozstvi celkového proteinu, ktery byl méfen pomoci testu Pierce™ BCA
Protein Assay. Hodnocenym parametrem byl ECso. Vysledky métené z lyzatu ukazuji
proménlivou hodnotu ECsg ve vSech tiech ¢asech. Naproti tomu vysledky méfeni z média
v ¢asech 6 a 12 hodin jsou porovnatelné, luminiscenéni signél poskytnuty luciferazou se
zd4 byt ustaleny, nicméné v inkuba¢ni dobé 24 hodin mlizZeme pozorovat opét zvyseni

hodnoty ECso.

Tato hypotéza vSak vyzaduje ovéteni v jinych bunéénych liniich a s mnohem vice
cytotoxickymi ligandy AhR. Navic validace konstruktu Metridia ve stabilné

transfekovanych reportérovych buiikach je narocna.
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8 Zavér

Vypracovani této prace meélo jeden z cili stanovit cytotoxicky potencial
vybranych 17 endokrinnich disruptorti pomoci testu MTS. Byl vybran komer¢ni test
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Testovanou bunécnou
linii byla zvolena standardni bunécna linie HepG2. Ukazatelem toxicity byl zvolen
parametr 1Cso. Latky Atrazin, DEHP, Bisphenol A, Carbofuran, Cypermethrin, DDE,
DES, MEHP, PCB 153, PFOA a Propiconazol méli naméfené ICso ve vSech tiech
inkubacnich ¢asech (6, 12 a 24 hodin) > 100 uM, tudiz je mizeme oznalit za latky
netoxické. Stejné tak latky 3-hydroxycarbofuran, PCB 118 a PFOS, u kterych byla
nejvyssi testovana koncentrace 250 uM, mizeme oznacit za netoxické, nebot’ ICso bylo
ve vSech Casovych intervalech > 250 uM. Naopak mezi latky toxické zatfadime TBT,
TPP/TPHP, TDCPP a 3-MC, ktery byl vyuzit jako standard. Podle klesajici toxicity viici
HepG2 miizeme tyto latky setadit: TBT > 3-MC > TPP/TPHP > TDCPP. Nejtoxic¢téjsi
latkou byl TBT s ICso 0,01064 uM v inkubaénim case 24 hodin.

Druhym cilem této prace bylo zavést test sekretované Metridia luciferazy pro
rychlou a G€¢innou analyzu aktivace AhR v experimentech pfechodné transfekce. Podatilo
se nam otestovat znamé endokrinni disruptory naruSujici endokrinni systém. Aktivace
byla provedena pomoci latek 3-MC a BPA. Aktivace v ptfipadé obou konstruktl byla
uspésna, vysledkem byla méfitelnd luminiscence. Ke zjisténi porovnatelnosti vysledkl
byl vyuzit parametr ECso méfeny ve tfech inkubacnich casech (6, 12 a 24 hodin). V
pfipadé¢ porovnani vysledki ziskanych aktivaci luciferazy svétlusek a luciferazy Metridia
pomoci 3-MC a méfeni z média a lyzatu bunék vykazovala stalejsi vysledky luciferaza
Metridia. Tim bylo dokazéno, ze existuje moznost métfeni luminiscence z média bez

nutnosti lyzy bun€k a je mozno v pokusu na buiikach dale pokracovat.
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