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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Katefina Lnéni¢kova
Skolitel: Doc. Ing. Barbora Szotakova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vyuziti tkanovych fezl pfi studiu biotransformace xenobiotik

Tkanove fezy jsou unikatnim in vitro modelem. Zachovani architektury tkané jim
poskytuje vyhodu, které v bunécnych suspenzich nemuze byt docileno. Zaroven maji
mensi naroky na pocet potfebnych laboratornich zvifat nez perfundované orgéany.
Vyuziti  tkanové fezy nalezly pfedevS8im v biochemickych, toxikologickych,
fyziologickych a farmakologickych studiich. Cilem diplomové prace bylo zavedeni
optimalnich podminek pro pfipravu a inkubaci fezu. Pro ucel testovani byla pouzivana
jatra a tenké stfevo potkana laboratorniho (Rattus norvegicus, kmen Wistar). Pro
sledovani zivotnosti fezt byly testovany tfi metody — MTT test, NR-test a aktivita
laktatdehydrogenasy (LDH). Metoda sledovani uniku LDH do média poskytla
nejpresnéjsi hodnoty a byla upfednostnéna u véech naslednych experimentt. Zivotnost
fezl po 24 h byla velmi nizka. Specificka aktivita glutathion-S-transferasy stanovena
ve stfevnich Fezech byla nizk4 a po 24 h doslo k vyznamnému poklesu. Aktivita UDP-
glukuronosyltransferasy byla Uspésné stanovena pouze v jaternich fezech a stfevnich
platcich. Zadna z isoforem cytochromu P450 (1A1, 1A2, 3A, 2B) nebyla detekovana.
Jako nejlepsi inkubacéni systém se ze ziskanych vysledkl jevi jeden 210 um tlusty
jaterni fez s primérem 8 mm v jedné jamce 24 jamkoveé desticky ponofeny v 0,5 ml
inkubaéniho média. Pro stfevni fezy (350 um i 400 pm tlusté) je vhodnym inkubaénim
systémem 24 jamkova deska s 0,5 ml média a s 3 fezy v kazdé z jamek.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Katefina Lnénickova
Supervisor: Doc. Ing. Barbora Szotdkova, Ph.D.
Title of diploma thesis: The use of tissue slices in xenobiotic biotransformation studies

Precision-cut tissue slices are a unique in vitro model. Maintaining the tissue
architecture gives them an advantage that can not be achieved in cell suspensions.
They are also less demanding for number of required laboratory animals than perfused
organs. The tissue slices are used mainly in biochemical, toxicological, physiological
and pharmacological studies. The aim of this project was to establish optimal
conditions for preparation and incubation of precision-cut tissue slices. The liver and
small intestine of laboratory rats (Rattus norvegicus, Wistar strain) were used for tissue
slices preparation. Three methods of monitoring of tissue slices viability were tested -
MTT assay, NR-assay and the activity of lactate dehydrogenase (LDH). Monitoring of
LDH leakage into the medium provided the most accurate values and this method was
used in all subsequent experiments. Viability of slices after 24 h was very low. Specific
activity of glutathione S-transferase detected in the intestinal slices was low and there
was a significant decline after 24 h. UDP-glucuronosyl transferase activity was
successfully detected only in liver slices and intestinal punches. None of cytochrome
P450 isoforms (1A1, 1A2, 3A, 2B) was detected. From our results, one liver slice (210
micron thick and 8 mm diameter) per one well in 24-well plates (each well contains 0.5
ml of incubation medium) was the best incubation system for liver tissues. Appropriate
incubation system for intestinal slices (350 micron or 400 micron thick) is a 24-well
plate, each well contains three intestinal slices and 0.5 ml of the medium.
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1 UVOD

Z duvodu etickych, ekonomickych i legislativnich byl a stale je pohanén vyvoj
novych in vitro metod spolu se zdokonalovanim téch stavajicich. Jejich ukolem
je poskytnuti UplnéjSich a pFfesnéjSich dat z oblasti jako je biochemie, farmakologie,
fyziologie a toxikologie. Tak vznikla Sirokd paleta nejrdznéjSich metod
od perfundovanych organu po subcelularni frakce. V osmdesatych letech dvacatého
stoleti C. L. Krumdieck navrhl plné automatizovany mikrotom pro pfipravu
neposkozenych fezl z Cerstvé tkané s presné definovanou tloustkou.

RozSifeni této metody do celého svéta probéhlo velice rychle. V sou¢asné dobé
je €asto vyuzivana pro sve vyhody, které vyzkumnikim poskytuje. V prvni fadé tvorba
ultratenkych fezd vyhovuje etickym pozadavkim, nebot je redukovan pocet pokusnych
zvirat. Dal8i vyhodu pFedstavuje snizeni finan¢nich nékladl, zachovani architektury
tkané a pretrvani mezibunééné komunikace.

Cilem této diplomové prace bylo zavedeni metody tk&novych Fezd pro dalSi
experimenty. Hlavnim poZzadavkem bylo stanoveni optimalnich parametru, které udrzi
funkénost dané tkané co nejdéle. Jednalo se o délku inkubace, mnozstvi inkubac¢niho
média na jeden Fez, systém inkubace arozméry samotného fezu. Pro hodnoceni
Zivotnosti tkanovych Fezl a jejiho ovlivnéni testovanymi latkami bylo nezbytné upravit
metodiku cytotoxickych testl. Jaterni tkan pro$la procesem optimalizace jako prvni.
V druhé ¢asti diplomové prace byla pozornost zaméfena na tkar tenkého stfeva.

Metabolickd aktivita byla hodnocena v jaternich i stfevnich fezech. Z enzyma
I. faze biotransformace byla stanovovana aktivita cytochromu P450 a hodnocen byl
iobsah  karbonylreduktasy 1. Specificka aktivita byla urena u UDP-
glukuronosyltransferasy a  glutathion-S-transferasy, tedy enzymu |Il. faze
biotransformace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tkanové rezy

Predikce metabolismu xenobiotik a jejich toxickych G€inkd v rané fazi vyvoje
léCivych latek zustava zasadnim problémem. Pravidlo tfi R (Replace, Refine, Reduce)
vytvofené Russellem a Burchem (1959) zvySilo zdjem o vyvoj in vitro metody,
dovolujici mezidruhovou aplikaci. V souvislosti stim byl Pracovni seminaf 20
Evropského centra pro validaci alternativnich metod (ECVAM) vénovan pouZiti
tkanovych Fezl pro farmakotoxikologické studie a potvrdil jejich vyznamnost
(Morin et al. 2013).

2.1.1 Vyvoj techniky pro tkanoveé rezy

Vyvoj prvnich metod pro in vitro zkoumani tkanovych fez( za€al ve dvacatych
letech dvacéatého stoleti. V po&atcich byla nejuzivanégjsi tzv. “free hand” metoda, jejimz
principem je krajeni tkané ulozené ve specialni matrici. Nasledovalo vytvoreni
jednodussich mikrotonl jako byl Stadie-Riggs mikroton, jehoZz pomoci se daly ziskat
fezy tlusté 0,5 mm. Pouzitim téchto technik vSak bylo obtizné ziskat reprodukovatelnd
data. Ani Zivotnost nebyla dostate¢na pro dlouhodobé experimenty. Navzdory témto
limitujicim skute€nostem byly tkanové fezy Siroce vyuzivany. Jako material pro jejich
pFipravu slouzily tkdné raznych organd (mozek ledviny, jatra, plice, srde¢ni a hladka
svalovina, lymfatické tkané, placenta, mlééna zlaza, nadledviny, §titna zlaza i tkané
traviciho traktu). Pro ziskani cennych biochemickych, fyziologickych, toxikologickych
a farmakologickych dat mohl byt zdroj zkoumanych tkani clovék, primat, vSechna
laboratorni i domaci zvifata a nékteré exotické druhy (Bach et al. 1996).

PIné automatizované, pfesné a spolehlivé krajece, které byly schopné pfipravit
tkanove fezy pro reprodukovatelné metabolické studie, zacaly byt vyuzivany teprve
nedavno. V osmdesatych letech minulého stoleti C. L. Krumdieck navrhl piné
automatizovany mikroton (Obr. 1) pro pfipravu neposkozenych, velmi tenkych nativnich
fezd. Od tohoto objevu doslo jiz k Fadé vylepSeni (Cervenkova et al. 2001).



Obr. 1: Krumdieck Tissue Slicer - Model MD4000

2.1.2 Obecné moznosti vyuziti tkanovych rezu

V souCasné dobé jsou tkanové fezy pouzivany pro metabolické studie
pFirodnich i syntetickych latek. Hlavni zjem je zamé&fen na jatra, nebot se jedna o tkan
s nejvySsi metabolickou aktivitou v téle. Své vyuziti tkanové fezy naSly i ve studiu
organové fyziologie. Poskytuji vybornou pfilezitost sledovat efekty parakrinnich
a autokrinnich stimulG. V klinické praxi ziskaly uplatnéni jako diagnosticka technika
pFi organovych transplantacich (Cervenkova et al. 2001).

Vyhody tkanovych fezu:

e Redukce mnozstvi potfebnych laboratornich zvifat.

e Udrzovani vys8i arovné biologické organizace, kterd mize |épe odrazet
reakci cilového organu.

e Zachovani diferencovaného stavu umoziiuje komunikaci mezi burikami
i jejich interakci s matrix.

e Funkéni heterogenita kultivované tkané, kterd muze byt Iépe zachovana
v tkanovych fezech.

e Neni potfeba pouzit proteolytické enzymy (které jsou obvykle uzivany
kizolaci bunék) a diky tomu nedochazi k traveni dulezitych bilkovin
na povrchu bunék.
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2.1.3 Pozadavky na tvorbu kvalitniho tkanového rezu

Optimalni pfiprava a inkubace organovych fezl je zadkladem pro udrzeni jejich
zivotaschopnosti a funkCnosti. Je dulezité pripravit fezy se spravnou tloustkou,

ve vhodném médiu a dodrzet podminky vhodné inkubace.

2.1.3.1 Tloustka rezu

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim Zivotaschopnost tkarovych fezu je jejich
tloustka. Pokud je tento parametr spravné zvoleny, jsou Fezy schopny prezit nékolik
hodin az dni. P¥i pfipravé pfili§ tenkych fezl (méné nez 100 ym) dochazi k vyraznému
poSkozeni povrchu a fezy se trhaji. Naopak u pfili§ tlustych feza (vice jak 500 pm)
dochazi vlivem kyslikové deprivace v jejich centru k vytvofeni skupiny mrtvych bunék.
Vhodné zvolena tloustka spolu s patficné sycenym médiem zabezpecluji pfistup
dostate€ného mnozstvi kysliku ke vSem burikam v fezu (Krumdieck 2013).

2.1.3.2 Vhodny tvar

Pro zkouméni a porovnavani vysledkd je nezbytnd uniformita geometrie fezl.
Tkanovy kraje¢ tedy musi byt schopen tvofit fezy odpovidajiciho tvaru a rozmérd.
Tento problém je vyfeSen tvorbou cylindrického jadra vykrojeného ztkané pomoci
specifického tvofitka s danym pramérem. Vhodny primér byl zjiStovan metodou pokus-
omyl. Standardni primér valecku je 8 mm, ale k dispozici jsou priméry 3, 5a 10 mm.
V8echny tkanové valecky by mély byt uchovavany na ledu v chladném izotonickém
roztoku (Fisher, Vickers 2013). Tkanovy valeCek je poté viozen do otvoru stejného
priméru a imobilizovan vyvazenym pistem. To zabezpeduje jednotny tvar a tloustku
fezd (Krumdieck 2013).

Pro vytvofeni co nejpfesnéjSiho valecku tkané, byl navrzen specialni pfistro;.
Zakladem jeho konstrukce je laboratorni vrtatka sostrou Zeleznou trubici
(poZzadovaného prameéru) umisténou uprostfed. Tato trubice je schopna rotovat
pfi rznych  rychlostech  ponofena do chlazeného izotonického  roztoku
(Krumdieck 2013).
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2.1.3.3 Udrzovaci médium

Vyznamnym faktorem pro vytvoreni kvalitniho tkanového fezu je fyziologické
izotonické médium. Chrani tkan pred zménami tonicity a zajistuje dostatecnou
lubrikaci tkané, coz snizuje jeji poSkozeni hrozici béhem celého procesu krajeni.
Vyhodou je i moznost udrZovat teplotu na 2 az 4°C a tim minimalizovat poSkozeni
navozené hypoxii. Vodné prostiedi je vyhodné iz hlediska manipulace s pravé
vytvofenymi fezy, které mohou byt jemné presunuty do zasobni nadoby pomoci
mirného proudu média. Rezy se tak nehromadi v blizkosti ostfi a nepodkodi se
(Krumdieck 2013).

Mechanizmus tvorby tkanového fezu na pfistroji Krumdieck live tissue

microtome je uveden na obrazku 2.

9 =

Obr. 2: Tvorba tkanového fezu na pfistroji Krumdieck live tissue microtome.

Mechanismus zahrnuje: (A) ostii kréjece, (B) pevny drzak tkang, (C) tkaovy valetek,
(D) tkarnovy pist, (E) pevna deska krajece, (F) tkanovy fez.

Vertikalné ulozeny valecek tkané (C) je jemné pritlacovan k desce (E) pistem

(D). Cely tkanovy valecek je propojen s ramenem, které s nim pohybuje pFes oscilujici
ostfi (A) uloZzené pod uhlem 20° (Krumdieck 2013).
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2.1.3.4 Pravidla ziskavani zivocisnych tkani pro tvorbu rezu

Uprednostiovanou technikou je hypotermie organu v chladném izotonickém
médiu. Tato metoda vyzaduje, aby organy nebyly vystaveny ischemii pfi télni teploté,
a byly okamzité po usmrceni zvifete pfeneseny do chladného uchovavaciho média.
| pfi rychlé manipulaci dochazi ¢asem k pomalym biodegradacnim procestim jako je
hromadéni kyseliny mlé¢né, snizeni bunééného pH, proteolyza, lipolyza a peroxidace
lipidd. Doba uchovavani vtéchto podminkach je tedy omezena a mulze se lisit
u jednotlivych Zivo&isSnych druhu (Fisher, Vickers 2013).

2.1.4 Preinkubace organovych rezu

Pfi inkubacich kratSich jak 6 hodin je vyZadovana preinkubace ve finalnim
médiu bez testovanych latek za podminek inkubace. Pokud je kultivaéni ¢as v rozsahu
6-12 hodin je tato preinkubace doporu€ena. Preinkubace muaze trvat 30 minut
az 2 hodiny a jejim G€elem je odstranéni odumrelych bunécnych zbytkd vzniklych
béhem celého procesu tvorby tkanového fezu (Fisher, Vickers 2013).

Podle Petera H. Bacha (1996) je preinkubace nutnd vzdy, nebot vétSina
inkubacnich médii ma rovnovahu iontd odliSnou od chladného uchovavaciho média.
Dal$im uvadénym ddvodem je obsah antioxidantl v uchovavacim roztoku, ktery by
mohl ovlivnit testy chemickych latek. Pfi metabolickych studiich je doporu€ena kratSi
preinkubac¢ni doba (napfiklad 10-30 minut) a pro experimenty toxikologické je tato doba
prodlouzena tak, aby doSlo kobnoveni normalni hladiny draselnych iontl
(napf. 1-2 hodiny) (Bach et al. 1996).

PFi delSi inkubaci je nutné ménit médium kazdych 24 hodin. Tim se zajisti
doplnéni zivin a odstrani se odpadni latky uvolnéné burikami (Fisher, Vickers 2013).

2.1.5 Inkubace organovych rezt

Podminkou Uspésné inkubace fezu je zachovani architektury tkané
a biotransformacnich reakci. Kromé& parametrd samotného fezu vyzaduje kvalitni
inkubace tvorbu takového systému, ktery umozni difuzi kysliku a zivin do vSech bunék
a zabrani tim jejich nekréze (Fisher, Vickers 2013). Pro tkanové fezy je vyuzivano

nékolik inkubacnich systému.
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2.1.5.1 Dynamicka organova kultivace

Kratce po uvedeni Krumdieckova krajeCe na trh byla vytvofena dynamicka
organova kultivace (‘Dynamic Organ Culture’, DOC). Rezy se opatrné pomoci $pachtle
umisti do stfedu titanové sitky, ktera lezi ve valci z teflonu nebo titanu. Pro zajisténi
optimalni Zivotnosti fezu se, v pfipadé, Ze jich bude pouzito vice na jeden valec, musi
umistovat vzdélené aspofi 4 mm od sebe. Tim se zamezi jejich slepovani. Cely vélec
je vloZzen do sklenéné scintilacni lahvicky o objemu 20 ml a napusténé 1,7 ml média.
Lahvicky maji 1 mm velké otvory. Velikost je zvolena tak, aby pfi rotaci lahviCky
nedochazelo k odpafovani média, a aby byl zaroven usnadnén pfistup kysliku k fezdm.
Za podminek danych DOC jsou fezy vystaveny stfidavé médiu a atmosfére.
To umozriuje optimalni vyménu plynu (de Kanter et al. 2002).

2.1.5.2 Inkubace v jamkovych destickach

Dal§im systémem jsou vicejamkové desticky, kdy pocet jamek maze byt 6, 12
nebo 24, pficemz do kazdé jamky je mozno umistit 1-3 fezy (Fisher, Vickers 2013).
U inkubacnich systému s jamkovou destiCkou zavisi vyména plynl na velikosti povrchu
rozhrani médium-vzduch. Sestijamkové i dvanactijamkové destitky byly prokazany
jako dostacujici systémy s optimalni vyménou plynd a v porovnani s DOC jsou
finanéné vyhodngjsi (de Kanter et al. 2002).

2.1.5.3 Jiné systémy inkubace

Vyuzivanymi moznostmi jsou také Erlenmeyerovy banky. Barika o objemu
50 ml muze slouzit k inkubaci 4 - 6 fezl. V barice s objemem 125 ml mize byt ulozeno
7 — 12 fezl.. Objem média by mél odpovidat 2 ml na jeden fez (Fisher, Vickers 2013).

Ve vSech systémech musi dochazet k vyrovnané vyméné CO, a O, DOC byl
oznacen jako vyhodné&jsi systém v porovnani s jamkovou destickou, kde jsou fezy stale
ponofeny v mediu. AvSak je zde nebezpeci mechanického poskozeni Fezu pfi kontaktu
s titanovou siti (de Kanter et al. 2002). Jako vhodné vylepSeni se ukazalo pouziti
membranového filtru tvofeného smési esteru celulézy. Ten se umisti pod kazdy fez.
Jeho vyuziti pomaha udrzet celistvost tkané a to pfedevsim v pfipadech, kdy maji fezy
méneé fibrotické tkané (Fisher, Vickers 2013).

Pro inkubace delSi jak 8 hodin je vhodné do média pfidat antibakterialni
(napf. gentamicin nebo streptomycin) a antifungalni (fungizon) slozku v takovém

mnozstvi, aby byla zaji§téna mikrobialni nezavadnost (Bach et al. 1996).
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2.1.6 Homogenizace

V metabolickych studiich, po inkubaci tkanovych Fezli s xenobiotiky,
je pro ziskani vysledkl nezbytna jejich homogenizace v kultivaénim médiu. Xenobiotika
a jejich metabolity totiz mohou byt zachyceny v fezech a z testovani samotného média
by se jejich celkova hladina nezjistila. Z homogenatu je mozné ziskat celkové
informace o obsahu materské latky i jejich metaboliti (Lake, Price 2013).

2.1.7 Zivotaschopnost fezil

VySetieni pomoci svételného mikroskopu ukazalo, Ze tkanové fezy jsou
schopné, pfi vhodném zachdazeni, udrzet si svou normalni architekturu po dobu az
7 dnl. To bylo potvrzeno pomoci elektronového mikroskopu, ktery odhalil, Ze po celou
dobu takto dlouhé kultivace nedoSlo k poruseni celistvosti jadra ani organel, a Ze burky
mély  dostatek mitochondrii i drsného endoplazmatického retikula
(Fisher, Vickers 2013).

Jednou z moznosti jak =zvySit Zivotaschopnost jaternich fezl je uUprava
kultivaniho meédia. Jejich metabolicka aktivita totiz zapficifiuje hromadéni lipidd
ve vakuolach a zaroveni ukladani nové syntetizovaného glykogenu. Kumulaci
glykogenu  viezech je mozné snizit zménou mnozstvi inzulinu, glukagonu
a kortikosteronu v kultivaénim médiu (Fisher, Vickers 2013).

Zivotaschopnost a zarover funkéni aktivitu fezi dokazuje schopnost obnovy
a udrzeni bunécné energie (ATP), dopliiovani hladiny redukovaného glutathionu,
udrzovani urovné intracelularniho K* (Fisher, Vickers 2013). Stabilni hladiny draselnych

iont( svéd&i o neporudenosti membrany (Cervenkova et al. 2001).

2.1.8 Nejcastéji studované tkané

2.1.8.1 Ledviny

Primarni funkci ledvin je eliminovat odpadni produkty organismu a regulovat
celkové mnozstvi vody a soli vtéle. Proto jsou ledvinné bunky vystaveny velkému
mnozstvi latek, které tam jsou zaneseny krvi (de Kanter et al. 2002).

Rendlni fezy maji vyznamny pfinos pro vyvoj novych léCivych latek. Testovani
potencialnich 1éCivych latek vtomto in vitro systému muze odhalit jejich toxicitu jiz

v Casném stadiu jejich vyvoje. Nefrotoxické efekty se projevuji nejvice v proximalnim
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tubulu ledvin. Proto je tkan pro fezy Casto tvofena pouze karou ledvin. Ledviny
se po vyjmuti z téla sagitalné rozfiznou a dfef se odstrani. Z takto pfpravené tkané
se pfipravi tkanové valeCky a ty se kraji nafezy tlusté 200-250 mikrometrd
(Baverel et al. 2013).

2.1.8.2 Plice

Bunky dychaciho systému mohou byt xenobiotikim vystaveny cestou jejich
inhalace nebo pomoci systémové cirkulace. Epitel dychacich cest se sklada z vice
toxicitu jsou alveolarni a Clara buriky. Oba tyto bunétné typy maji odliSnou
enzymatickou vybavu pro metabolizmus xenobiotik (de Kanter 2002).

Plicni fezy

Plice je nutné pfed krajenim fezu naplnit 0,5% agarézovym gelem skrz tracheu
nebo hlavni bronchus. Tim zGstanou plicni sklipky oteviené (Morin et al. 2013). Plicni
laloky nesmi mit zadné fezy ani poskozeni pfed naplnénim, jinak by mohlo dochazet
k Uniku agar6zy a plice by se nenaplnily. Jakmile jsou plice kompletné naplnény,
trachea nebo hlavni bronchus by mély byt uzavreny, plastikové sacky s ledem by mély
obklopovat plicni laloky. Takto pfipravené plice se ulozi na 60 minut do chladu
(pfi teploté 4°C), coz urychli proces krystalizace. Pokud se jedna o plice vétsi, nakrji
se na 2 cm tlusté platy az nich se pak vykrajuji tkariové valecky, které jsou takto
pfipraveny pro krajeni na mikrotomu. Plicni fezy budou v uchovavacim médiu plavat,
proto musi byt pfi krajeni stale zachovavano proudéni roztoku, které udrzi fezy
dostate€né daleko od krajeciho ostfi. Pro plicni fezy se doporucuje tloustka
450-550 ym (Fisher, Vickers 2013).

Hlavni pozornost jsme vénovali jatrim a stfevam, nebot praktickd cast

diplomové prace byla zamérena na tyto tkané.

2.1.8.3 Jatra

Savdi jatra vazi asi 2,5-5% z celkové hmotnosti téla a obsahuji mnoho typu
bunék. Hlavnim typem jsou hepatocyty, které zaujimaji 60-80% vSech bunék jaterni
tkané lidi i potkand. Kromé hepatocytl jsou jatra tvofena Kupfferovymi, endothelovymi,
pit buhkami (jaterni forma NK bunék), Ito bufikami (lipocyty) a cholangiocyty (coz jsou
bunky Zlu€ovych cest) (Lake, Price 2013).
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Jaterni fezy
Jatra savcl predstavuji hlavni organ biotransformace xenobiotik a jsou taky

Castym mistem projevu jejich toxicity. Pro studium téchto Ucink( se jako in vitro systém
Casto vyuzivaji tkanove fezy. Oproti izolovanym hepatocytim maji hned nékolik vyhod.
Biotransformacni aktivita se soustfedi i do jinych bunéénych typl jaterni tkané, avSak
ty v suspenzich hepatocytl zastoupeny nejsou. Tkanové fezy zachovavaji architekturu
jater, coz znamena, Ze odpovida nejen jejich bunécéné slozeni, ale i komunikace mezi
burfikami nadale funguje. Mechanické krajeni sice vyvola poSkozeni na povrchu fezu,
avSak proteolytické enzymy pouzivané pfi izolaci hepatocytl vedou k rozsahlejSim
Skodam (Lake, Price 2013).

Bylo prokazano, Ze béhem inkubace se sniZzuje hladina enzymu
biotransformace xenobiotik. Jako jedna z moznych variant se studuje kryoprezervace
fezu pred inkubaci, aby se tomuto Ubytku zabranilo (Lake, Price 2013).

2.1.8.4 Tenké a tlusté stievo

Stfevo je hlavnim mistem vystavenym xenobiotikdm po ordlnim podani léciv
nebo latek obsazenych v jidle a piti. Pfi tomto ohrozovani epitelialnich bunék stfevni
mukozy muaze dojit k vyraznému poskozeni a zaroven zvySenému prostupu toxickych
latek do krevni cirkulace. Pokud poranéni neni pfili§ rozsahlé, je tomuto potencidlnimu
systéemovému naru$eni zabranéno pomoci regeneracni schopnosti v relativné kratkém
Case (nékolik minut). To maze byt jedna z pfiCin, pro¢ tento Skodlivy efekt zlstava
nékdy nezjistén (Niu et al. 2013).

Stfevni epitelidlni buriky vytvari velké mnozstvi protein, které interaguji
s xenobiotikem a podporuji jeho eflux do stfevniho lumen nebo do systémove
cirkulace. Tyto procesy vyznamné ovliviiuji biologickou dostupnost pfitomnych latek
a jejich metabolitd (Possidente et al. 2011). NejrozsahlejSi nadrodinu téchto
transportéru tvori ATP-binding cassette (ABC) transportéry.

Kromé vySe uvedenych funkci si stfevo zachovava i vlastni metabolickou
aktivitu. Obecné plati, Ze mnoho (ale ne vSechny) izoforem cytochromu P450 vykazuji
vySSi aktivitu proximalné a smérem k tlustému stfevu se aktivita snizuje. Naproti tomu
aktivita UDP-glukuronosyltransferasy a sulfotransferasy vykazuje meéné vyrazny
gradient snizovani vtenkém stfevé a vtlustém stfevé je jejich exprese vyssi
(Niu et al. 2013).

Stfevo je tedy studovano jako cilovy organ toxického plsobeni xenobiotik,
misto jejich metabolismu a zaroven jako vstupni brana do organismu (Niu et al. 2013).
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Strevni fezy

Jedna z moznosti, jak studovat metabolické procesy v riznych ¢astech tlustého
i tenkého stfeva, je vykrojeni stejné velkych Casti stfevni stény. Timto zplsobem
se ziska vzorek, kde jsou zastoupeny vSechny bunéfné typy azachovana je
i komunikace mezi nimi. Tloustka téchto preparatl je vSak velka a zasobovani vSech
bunék kyslikem a Zivinami maze byt nedostacujici. To je jeden z divodu, pro¢ dochazi
k rozvoji techniky pro vyuziti stfevnich Fezl (de Kanter et al. 2005). Pfed samotnym
krajenim velmi tenkych Fezl je nezbytné stfevo vyplnit a zalit 3% nizkotajicim
agar6zovym gelem tak, aby bylo mozné vytvorit valcové jadro potfebnych rozméru
(de Kanter et al. 2005). To umozni tvorbu Fezl na mikrotonu stejnym zplsobem
jako u jater a jinych pevnych tkani.

2.1.9 Sledovani zivotnosti bunék tkanovych rezu

Zivotaschopnost bunék je jednim ze zakladnich parametr(, ktery by mél byt
sledovan pfi manipulaci s tkanovymi fezy. Pouzivané zkousky jsou povahy
histologické, morfologické nebo histochemické.

Jednim z uvadénych biochemickych markerd Zivotnosti bunék je hladina
draselnych iontld. Vypovida o neporusenosti plasmatické membrany a odrazi funkénost
sodno-draselné pumpy. Pfimé méfeni ATP mulze dodat jeSté presnéjSi predstavu

o intracelularni energii.

2.1.9.1 Méreni aktivity laktatdehydogenasy

Méreni aktivity enzymu, uvolfiovaného do média po naruseni cytoplasmatické
membrany, je jednou z €asto vyuzivanych metod. Konkrétnim pfikladem je méreni
aktivity laktatdehydrogenasy (LDH). Tento nitrobunécny enzym se podili
na oxidoredukénich déjich v organismu a je spjat s poslednim krokem anaerobni
glykolyzy, pfemény pyruvatu na L-laktat (Obr.3). Kofaktorem této reakce je NADH,
respektive NAD" (pfi zpétném chodu reakce). Spektrofotometricky pfi vinové délce
340 nm je pak mozné stanovit Ubytek (respektive pfiristek) NADH.
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Obr. 3: Schéma reverzibilni reakce katalyzované laktatdehydrogenasou.

2.1.9.2 MTT test

Jednou z nejcastéji pouzivanych metod méfeni bunécné viability a proliferace
je hodnoceni metabolické prfemény 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromidu (MTT). K redukci mnozstvi MTT dochazi pouze v mitochondriich Zivych bunék
(Obr. 4). Mitochondrialni dehydrogenasy pfeménuji Zluty, ve vodé rozpustny MTT
na formazan, ktery ma fialové zbarveni a je ve vodé nerozpustny. Bylo zjisténo,
ze MTT formazan je ulozen intracelularné ve formé granuli, predevSim
v perinuklearnim prostoru (Liu et al. 1997). Absorbance naméfena u vzniklého MTT

formazanu je Umérna poctu zivych bunék.

| NHN'@
/Nhrﬂ,C redukce @_( H
Q} < e N=N
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T T

MTT s MTT formazan s

Obr. 4: Preména MTT na MTT formazan.

2.1.9.3 Neutralni ¢erven

V pfipadé cytotoxického testu s neutralni Cerveni (NR) nejde o proces zalozeny
na enzymatické katalyze. NR je slabé& kladné nabité barvivo (Obr. 5), které je
vychytdvdno a vazano zivymi bunkami. Prochazi pfes bunéfnou membranu a je
hromadéno v lysozomech. V lysozomech je nizSi pH nez v okolni cytoplazmé a NR tam
ziskava naboj a je vazana v matrix lysozomu. Ztrata gradientu pH pfi poskozeni buriky
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vede ke zvySené propustnosti membrany a uvolnéni NR. MnoZstvi neutralni ¢ervené

akumulované v burikach je pfimo umérné mnozstvi zivych bunék.

CH, N\\_ N —
; neutralni forma
=
NH3 N e

N(CHs)z
HY +HT

CHs Ny,

Xy .

. kysela forma

/: +

g N N(CHz),
H

Obr. 5: Strukturalni rovnovdha NR ve vodném roztoku (Shang et al. 2007)

2.2 Biotransformace xenobiotik

V8echny organismy jsou nevyhnutelné vystavovany neustdlému pusobeni
cizorodych latek. Fyzikalni vlastnost, ktera umozfiuje mnohym xenobiotikim byt
vstfebavana kizi, plicemi, nebo gastrointestindlnim traktem, je jejich lipofilita. V jejich
eliminaci to maze predstavovat prekazku, nebot lipofilni slou¢eniny mohou byt ¢asto
reabsorbovany. V dusledku toho je eliminace xenobiotik zavisla na jejich konverzi
na latky ve vodé rozpustné. Tento proces, nazyvany biotransformace, je katalyzovany
enzymy obsazenymi pfedevSim v jatrech, ale i v jinych tkanich. DadleZitym ddsledkem
biotransformace je zména fyzikalnich vlastnosti, které zvyhodriuji absorpci (lipofilita),
na vlastnosti, které upfednostriuji vyluCovani moc¢i a stolici (hydrofilita)
(Parkinson 2001).

Enzymy katalyzujici biotransformacni reakce ¢asto ur€uji intenzitu a trvani uc¢inku
léCiv a hraji klicovou roli v jejich toxicité a tumorogenité. Nicméné, nékteré chemické
latky stimuluji syntézu enzymui zapojenych do xenobiotické biotransformace. Tento
proces, znamy jako enzymova indukce, je adaptivni a reverzibilni reakce na expozici
xenobiotikim. Enzymova indukce umozZnuje nékterym xenobiotikim urychleni jejich
vlastni biotransformace a eliminace (Parkinson 2001).

Reakce katalyzované biotransformacnimi enzymy se tradi¢né déli do dvou
skupin, a to reakce |. fdze a Il. faze. Reakce |. faze zahrnuji hydrolyzu, redukci
a oxidaci. Tyto reakce odhali, nebo pfipoji funkéni skupiny (napf. -OH, -NH2, - SH
nebo -COOH) a vétSinou vedou pouze k mirnému zvySeni hydrofility. Il. Faze
biotransformace zahrnuje glukuronidaci, sulfataci, acetylaci, methylaci, konjugaci
s glutathionem a aminokyselinami jako jsou glycin, taurin a glutamova kyselina.

Kofaktory téchto reakci reaguji s funkénimi skupinami xenobiotika, které bud byly
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pritomny v jeho molekule, nebo vznikly v prabéhu |. faze. Produkty téchto reakci jsou
nejCastéji latky silné hydrofilni (Parkinson 2001). Nasledovat muize Ill. faze,
ktera predstavuje odstranéni metabolitd z burfiky pomoci efluxnich transportéra
(Bains 2010).

2.2.1 |. Faze biotransformace

Funkéni skupiny vzniklé béhem této faze jsou €asto mistem pro reakce Il. faze.
NiZe jsou pfiblizeny pouze ty enzymy, jejichz hladiny a aktivity jsme béhem praktické

¢asti diplomové prace stanovovali.

2.2.1.1 Enzymy redukujici karbonylovou skupinu

Rozmanité karbonylové slou€eniny jsou prfitomny v potravé, IéCivech

a polutantech z prostfedi. PredevS§im aldehydy a chinony jsou slouceniny velice
reaktivni. Aldehydy napadaji nukleofilni centra proteint a nukleovych kyselin. Chinony
jsou zase zdrojem oxidativniho stresu. Organismus si pro detoxifikaci téchto
nebezpe¢nych  slouenin  vytvofil  hned nékolik enzymatickych  systému
(Matsunaga et al. 2006). Enzymy redukujici karbonylovou skupinu se rozdéluji do tfi
nadrodin:

e Aldo-ketoreduktasy (AKR)

e Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)

e Dehydrogenasy/reduktasy se stfedné dlouhym fetézcem (MDR)

Karbonylreduktasa

Strukturalné patfi karbonylreduktasa (CBR) do nadrodiny
dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (Parkinson 2001). Do této nadrodiny
se fadi vice jak 3 000 proteint, které vétSinou vykazuji nizkou strukturalni podobnost,
av8ak maji fadu spolecnych vlastnosti. CBR vykazuje Sirokou substratovou specifitu
pro xenobiotika obsahujici karbonylovou skupinu. Nalézt muzeme tuto rodinu enzyma
ve v8ech tkanich lidského téla, pfedevsim v jatrech, plicich, zazivacim traktu, kizZi,
srdci, ledvinach a mozku. Zatim byly objeveny tfi lidské izoformy, CBR1, CBR3 a CBR4
(Bains 2010).

Karbonylredukiasa 1

Lidska CBR1 je monomerni cytosolicky enzym, ktery katalyzuje dvouelektronovou
redukci biologicky a farmakologicky aktivnich substratd pomoci NADPH jako kofaktoru.

21



Napfiklad, CBR1 pfeméruje silny mediator horecky, prostaglandin E2 (PGE2),
na méneé aktivni metabolit, prostaglandin E2a. Nedavné studie ukézaly, ze transkripce
CBR1 v plicich a jatrech je béhem febrilni reakce sniZzena, aby se potladil katabolismus
PGE2 (Gonzales-Covarrubias et al. 2007).
CBR1 hraje hlavni roli v metabolismu protinadorovych antracyklind, doxorubicinu
a daunorubicinu. Vzniklé C-13 alkoholy cirkuluji v plazmé, av8ak nemaji jiz
protinadorovou aktivitu, a naopak u nékterych pacientd vyvolavaji zavaznou
kardiotoxicitu (Gonzales-Covarrubias et al. 2007).
My jsme pomoci imunoblotingu po elektroforéze prokazovali pfitomnost CBR1

v cytosolu jaternich i stfevnich fezu.

2.2.1.2 Cytochrom P450

Systém cytochromu P450 je nadrodinou hemoproteind, které Kkatalyzuji
biotransformaci velkého mnoZstvi xenobiotik i endogennich latek. Vice jak 3 000
enzymu zaclenénych do tohoto enzymatického systému se vyskytuje v nejrdznéjSich
zivociSnych a rostlinnych druzich. U ¢lovéka je znamo priblizné 60 forem.
Svou katalytickou aktivitu vykazuji u vice jak 40 ruznych typl reakci, ale jako
nejvyznamnéjsi z nich se jevi hydroxylace (Dostélek et al. 2006).

Spole¢nou vlastnosti vSech enzym( sdruzenych pod nazev cytochrom P450
je pfitomnost hemoproteinu typu b. Patym ligandem vazanym na zZelezo porfyrinového
jadra je thiolatovy anion (pochazejici z cysteinu) a Sestym se v prabéhu reakce stava
molekula kysliku. V bakterialnich burikach je cytochrom P450 pfitomen volné
v cytosolu. Naproti tomu, v eukaryotickych burikach je pfevazna vétSina pevné vazana
na membrany endoplazmatického retikula, mitochondrii, pfipadné jadra
(Dostélek et al. 2006).

Zakladni reakci, katalyzovanou cytochromem P450, je monooxygenace, pfi které
je jeden atom kysliku inkorporovan do substratu a druhy je redukovan na vodu.
K roz&tépeni molekuly kysliku je nutna redukce cytochromu P450. NADPH je nezbytny
pro tuto redukci, nebot slouzi jako darce dvou elektrond pro monooxygenasovy systém
cytochromu P450 (Parkinson 2001). Pf¥ijednoelektronové oxidaci vznika reaktivni
oxidant a molekula vody. V pfipadé dvouelektronové oxidace je vytvofen
monooxygenasovy produkt a cytochrom P450 se regeneruje (Dostélek et al. 2006).

Monooxygenaci znazorfiuje nasledujici rovnice:

Substrat (RH) + O, + NADPH + H*— Produkt (ROH) + H,O + NADP*
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Zdroj kysliku pro monooxygenaci cytochromem P450 mohou predstavovat
i peroxidy. OvSem jejich reakéni mechanismus je odliSny (Dostalek et al. 2006).

Transferu elektrond z NADPH na cytochrom P450 slouzi dva odli§né elektronové
transportni systémy. Elektrony pro mitochondrialni CYP jsou prenaseny z NADPH
pfes adrenodoxinreduktasu na adrenodoxin a z néj pak na cytochrom P450. V pfipadé
mikrosomalniho cytochromu P450 je touto komponentou NADPH-cytochrom
P450-reduktasa, ktera je vazana v membrané (Dostalek et al. 2006).

Klasifikace cytochromu P450

Vzhledem k rozsahlému poctu zastupct enzymového systému cytochrom P450,
bylo nezbytné zavést systémové nazvoslovi. Nadrodina cytochromu P450 (znadena
CYP) je rozdélena podle podobnosti aminokyselinové struktury do rodin (znaceny
arabskou ¢islici). VS8ichni ¢lenové jedné rodiny vykazuji nejméné 40% sekvencni
podobnost. Velkymi pismeny se oznacuji jednotlivé podrodiny, jejichz ¢lenové sdili
podobnost nejméné 50% (Dostéalek et al. 2006). Zastupci rodin 1, 2 a 3 metabolizuji
predevsim xenobiotika, jako jsou Ié&iva a polutanty z prostiedi. Clenové ostatnich rodin
CYP maji za hlavni substraty endogenni latky.

Hladiny jednotlivych izoforem cytochromu P450 se mohou u kazdého jednotlivce
znacné lisit. Faktoru, které ovliviiuji Uroven exprese tohoto enzymového systému,
je mnoho. Kromé genetického polymorfismu to muze byt konzumace alkoholu, koufeni,
strava, vék, pohlavi a plsobeni podavanych IéCiv. Nasledkem jsou pak rozdily
v plazmatickych hladinach léCivych latek a jejich metabolitd (Miksys, Tyndale 2012).

Podrodina CYP1A
Zastupci, predev§im CYP1A1 a CYP1A2, se vyznamné podileji

na biotransformaci xenobiotik u €lovéka. Podobnost téchto dvou forem je az 70%,
avSak zastoupeni v jednotlivych tkanich se li§i. CYP1A1 se vyskytuje predevSim
v mozku, plicich, gastrointestinalnim traktu, srdci, lymfocytech a pouze v nizkych
hladinach v jatrech. Forma CYP1A2 se nachazi pfedevS§im v jatrech
a na biotransformaci xenobiotik se podili daleko vétsi mérou (Dostalek et al. 2006).

Podrodina CYP2B

Vyznamnym zastupcem této, dosud méné probadané, skupiny je u Clovéka

CYP2B6. Tato forma se vyskytuje ve vysokych hladinach v nervovém systému,
ale obsazena je i vjinych tkanich (Dostéalek et al. 2006). Studovan je CYP2B6

predevSim v souvislosti s biotransformaci latek, ovliviiujicich centralni nervovy systém.

23



Podrodina CYP3A

vvvvvv

cytochromu P450. Je to dano jejim vysokym podilem na biotransformaci endogennich
i exogennich latek. PredevS§im formy CYP3A4 a CYP3A5, které méji nejvétsi
zastoupeni v jatrech a travicim traktu, maji zasluhu na 52% z celkové metabolické
aktivity cytochromu P450 (Dostalek et al. 2006).

V prabéhu praktické ¢asti diplomové prace jsme stanovovali v mikrosomalni frakci

aktivitu izoforem 1A1, 1A2, 3A a 2B. Pro tento UcCel jsme pouZili relativné specifickeé
sustraty ethoxyresorufin, methoxyresorufin a benzyloxyresorufin.

2.2.2 |l. Faze biotransformace

2.2.2.1 UDP-glukuronosyltransferasa

Glukuronidace predstavuje hlavni cestu, ktera usnadnuje eliminaci lipofilnich
xenobiotik i télu vlastnich latek. Jedna se o reakci katalyzovanou rodinou enzyma
nazyvanych UDP-glukuronosyltransferasa (UGT) (King et al. 2000). Ty katalyzuji reakci
v pfitomnosti kofaktoru, kterym je UDP-glukuronova kyselina. Kone¢nymi produkty jsou
glukuronid a UDP (Parkinson 2001).

Lidska UGT se déli do tfi zakladnich podrodin. Sav&i enzymy této rodiny jsou
vazany na membrané endoplazmatického retikula jaterni tkané, ledvin a stfevni
sliznice. V mensi mife se vyskytuje i v mozku a placenté. Naproti tomu, u vétSiny
rostinnych a bakterialnich zastupcl se nachazi UGT volné rozpusténa
(Wu et al. 2011).

Biologické ucinky lé€iv jsou touto pfeménou na glukuronid vyrazné utlumeny,
nebo Uplné eliminovany. AvSak u morfinu je tomu naopak. Tvofi vyjimku, nebot jeho
glukuronid je az dvacetkrat aktivnéjSi nez materské latka (Dostalek et al. 2006).

Pro stanoveni aktivity UGT jsme pouZili spektrometrické stanoveni pfemény
p-nitrofenolu na p-nitrofenolglukuronid.

2.2.2.2 Glutathion-S-transferasa

V tomto pfipadé dochazi ke konjugaci Siroké Skaly elektrofilnich xenobiotik
s tripeptidem glutathionem. Glutathion je slozen z glycinu, cysteinu a glutamové

kyseliny. Silné nukleofilni thiolova skupina cysteinu se navaze na elektrofilni centrum
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substratu a vyslednym produktem této konjugace jsou thioethery. Cela reakce
je katalyzovana glutathion-S-transferasou (GST) (Parkinson 2001).

Glutathion-S-transferasa ma velky vyznam v biotransformaci potencionalnich
kancerogenu. Svou katalytickou aktivitou podporuji pfeménu chemickych kancerogent
na neaktivni metabolity a jejich eliminaci. V nékterych pfipadech vSak mize dochazet
i kjevu opacnému, tedy ze indukuje kancerogenni aktivitu nékterych sloucenin
(Dostélek et al. 2006).

GST je rodina enzymu vyskytujicich se u Zivo€ichd, rostlin, kvasinek i bakterii
(Puglisi 2012). Zaroven je rozdélena do dvou podrodin. Prvni je ve vodé rozpustna,
vyskytuje se v cytosolu a déli se do osmi tfid (alpha, kappa, mi, omega, pi, sigma,
theta a zeta). Druhd je zabudovana do membrany. Je spojovana s ochranou
membrany pred oxidativnim stresem anazyva se MAPEG (membrane associated
proteins in eicosanoid and glutathione metabolism) (Luo et al. 2011). Membranové
vazana mikrosomalni GST je charakterizovana strukturdlni i genetickou odliSnosti
od cytosolické formy (Board et al. 1997).

My jsme pro stanoveni aktivity GST pouzili jako  substrat
1-chloro-2,4-dinitrobenzen. Pomoci imunoblotingu po elekiroforéze jsme v cytosolu
jaternich i stfevnich fezl zjistovali hladiny p-GST.

2.2.3 Illl. Faze biotransformace

lll.  Faze biotransformace =zahrnuje export metabolitd, zIl. faze
i nekonjugovanych  metabolitt  zI1. faze, pfes plazmatickou = membranu
do extracelularniho prostoru. Tento proces zajistuji v membrané zakotvené
transportéry. V tomto pfipadé nejde o chemickou pfeménu molekuly, jak tomu bylo
v pfedeslych fazich, ale zabrafuje se hromadéni metabolitd v burice, coZ je pro jeji
detoxikaci podstatny proces.

Hlavni rodinou pfenasecl jsou ABC transportéry (ATP-binding cassette). Tyto
transmembranové proteiny zajistuji eflux Sirokého spektra endogennich i exogennich
je P-glykoprotein, ktery se vyznamné podili na metabolismu xenobiotik. Bohuzel
se nachazi i v membranach nadorovych bunék a Casto tak nese vinu za rezistenci

nadorové tkané k podavanym lé€ivim (Bains 2010).
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2.3 Latky testované na tkanovych rezech

2.3.1 Urinal Akut®

Pro ovlivnéni jaternich a stfevnich Fezd jsme si zvolili roztok pfipraveny
z pripravku Urinal Akut® vyrdb&nym firmou Walmark®. Tento doplnék stravy obsahuje
extrakt z plodd brusnice velkoplodé (Vaccinium macrocarpon). Jejimi hlavnimi
ucinnymi latkami jsou anthokyaniny a proanthokyanidiny.

2.3.1.1 Anthokyaniny

Anthokyaniny predstavuji vyznamnou skupinu flavonoidu, ktera je zodpovédna
za zbarveni vétSiny kvétin, ovoce a listd krytosemennych rostlin (Andersen,
Jordheim 2006). Barevny rozsah je odvozen z jejich strukiury a z jejich schopnosti
tvofit rezonanéni struktury vlivem zmén pH (Bagchi et al. 2004). To umozriuje jejich
modré, fialové, purpurové a dokonce €erné zbarveni (Kowalczyk et al. 2003).

Struktura

Anthokyaniny se skladaji z aglykonu (anthokyanidinu) a cukerné slozky
(Obr. 6). Mezi anthokyaninové monosacharidové jednotky, které se vazi na aglykon
v poloze 3, nebo 3 a 5, je fazena glukéza, galakt6za, rhamnéza, arabinbéza, xyl6za
a glukuronova kyselina (Andersen, Jordheim 2006).

Vice jak 65% anthokayninld s identifikovanou strukturou je acylovano.
Rozmanitost anthokyaninl je Uzce spojena s povahou, poétem a vazebnou pozici
acylovych zbytkd (Andersen, Jordheim 2006).

Zatimco celkové bylo identifikovdno 31 monomernich anthokyanidind, struktura
90% vsech anthokyaninu je zalozena na pouhych Sesti aglykonech. Mezi tuto zakladni
Sestici patfi pelargonidin (Pg), cyanidin (Cy), peonidin (Pn), delphinidin (Dp), petunidin
(Pt), a malvidin (Mv) (Andersen, Jordheim 2006).
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Aglykon R2
Pelargonidin -H -H
Cyanidin -OH -H
Peonidin -OCHs -H
Delphinidin -OH -OH
Petunidin -OCHs -OH
Malvidin -OCHs -OCHs

Rs, R4: -H nebo cukerny zbytek
Obr. 6 : Zakladni struktura anthokyaninl

Farmakokinetika a metabolismus

U lidi i zvifat se anthokyaniny absorbuji ze zazivaciho traktu v nezménéné
formé jako glykosidy a jejich absorpce i eliminace je rychla. Nicméné Gcinnost jejich
absorpce je relativné slaba. Méné nez jedno procento peroralné podavané davky
je absorbovano a vylou¢eno z téla. Eliminovany jsou moci v podobé& nezménéného
glykosidu nebo methylovanych derivatd (Wang, Stoner 2008).

Biologicka aktivita

Hlavni 1éCebné pfinosy souvisejici s pfijmem anthokyaninG zahrnuji
antioxida¢ni ochranu a udrzovani integrity DNA. Anthokyaniny také slouzi jako
permeabilitu. Studie prokazaly, Ze doplfiovani stravy ovocem, bohatym
na anthokyaniny, bylo U¢€inné pfi sniZovani oxidativniho stresu spojeného se starnutim.
Doplfiovani stravy anthokyaniny po dobu 68 mésicu zpomalilo, na véku zavislé,
snizovani neuronalnich a kognitivnich funkci zlepSenim antioxidativniho statutu
(Bagchi et al. 2004).

27



Ovlivnéni nadorového rastu

Vedle antioxida¢niho Gc&inku je u anthokyanini studovano jejich pasobeni
na nadorovou tkan. Delphinidin (vice nez jiné anthokyanidiny) vykazuje inhibici
vaskularniho endothelialniho rustového faktoru (VEGF). Indukuje fosforylaci receptoru
pro VEGF, a tim pFeruSuje jeho signalizacni drahu. Schopnost inhibice angiogeneze
je dulezitou vlastnosti této molekuly a muze byt uziteCna v prevenci a l1é¢bé rakoviny
(Lamy et al. 2005).

Ovlivnéni enzymu Il. faze

Vysledky studie, provadéné na potkanech lé€enych anthokyanidiny, ukazaly
v jaterni tkani zvySeni antioxidacni kapacity, v€etné pozitivniho vlivu na enzymy
sprazené s glutathionem (glutathionreduktasy, glutathionperoxidasy a glutathion-S-
transferasy) a zvySovani GSH obsahu. Kromé& toho, aktivitia NAD(P)H-
chinonoxidoreduktasy byla v ramci terapie anthokyaniny také podpofena. To ovliviiuje
funkci obranného systému proti programované bunécéné smrti indukované peroxidem
vodiku (Shih et al. 2007).

2.3.1.2 Proanthokyanidiny

Proanthokyanidiny pfedstavuji velkou skupinu fenolickych slouc€enin,
které se vyskytuji ve vSech dfevinach a v nékterych bylinach.

Struktura

Proanthokyanidiny jsou oligomery nebo polymery, které maji jako zakladni
jednotku flavan-3-ol (katechiny). Jejich ethanolické roztoky jsou pfi vySSich teplotach
nestabilni a rozkladaji se na anthokyanidiny.

Proanthokyanidiny skupiny B (dimery) a C (trimery) jsou charakterizovany tim,
Ze jednoducha vazba, ktera propojuje flavanové jednotky mezi uhlikem C-4 na plvodni
molekule a na molekule rozsifujici Fetézec se vaze v poloze C-8 nebo C-6 (Obr. 7)
(Ferreira et al. 2006).

Brusinky obsahuji proanthokyanidiny ze skupiny A, které jsou méné bézné
nez typ B, a které maji navic své podjednotky spojeny epoxidovou vazbou (Obr. 7)
(Koleckar et al. 2012).
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OH

Proanthokyanidin A1 Proanthokyanidin B1

OH

Proanthokyanidin C1

Obr. 7: Struktury zastupct tfech proanthokyanidinovych skupin (A, B, C).

Farmakokinetika a metabolismus

Vstfebavani proanthokyanidinG ze zaZivaciho traktu je ovlivnéno stupném jejich
polymerace. PFi studiich in vitro bylo prokazano, Ze proanthokyanidiny obsahujici
1-3 podjednotky jsou vstfebavany bez vétsich obtizi. Pokud v§ak molekula obsahovala
6 a vice jednotek, transport pfes stfevni sténu u nich prakticky neprobihal. V pfipadé
takto velkych molekul vSak €asto dochazi, v silné kyselém prostredi zalude¢ni kyseliny,
k jejich rozkladu na vstfebatelné monomery a dimery. Absorpce proanthokyanidin(
zavisi na jejich povaze a dalSich faktorech, jako je napfiklad stav traviciho traktu,
mnozstvi podanych latek a Uroven exprese travicich enzymu (Koleckar et al. 2012).

Biologicka aktivita

Po konzumaci brusinkového dZusu byla v lidské moc¢i pozorovdna antiadhezivni

aktivita. Vysledky Howella a jeho kolektivu (2005) naznaduji, Ze pfitomnost
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proanthokyanidint skupiny A v brusinkdch muze zvySit bakterialni antiadhezivni aktivitu
v mocovych cestach a tim pfispivat k udrzeni jejich zdravi (Howell et al. 2005).

Stejné jako anthokyaniny maji i proanthokyanidiny silné antioxida¢ni vlastnosti.
Mezi mechanismy tohoto pusobeni patfi zhaSeni volnych radikall, chelatace kovu
a inhibice lipidové peroxidace (KoleCkar et al. 2012).

U proanthokyanidinG se vyskytuji i dalSi neméné vyznamné uc&inky. Patfi mezi
né antimutagenni aktivita, protizanétlivy Ucinek, kardioprotektivni pusobeni, pfiznivé
ovlivnéni prubéhu diabetu mellitu 2. typu, nebo inhibice systému renin-angiotensin-
aldosteron. Na objasnéni mechanismd vétSiny z nich se vSak stéle jesSté Ceka
(Koleckar et al. 2012).

2.3.2 Doxorubicin

Lecivem, které jsme pouzivali pro ovlivnéni jaternich fezd, byl doxorubicin
(Obr. 8).

Doxorubicin je anthracyklinové cytostatikum izolované z kultur Streptomyces
peucetius var. caesius. Jedna se o hydroxyderivat daunorubicinu. Anthacykliny jsou
skupina cytostatik bézné pouzivanych pro Ié€bu nékterych typu leukémii, Hodgkinova
lymfomu, rakoviny prsu, Zaludku nebo vaje€nikll, myeloidni leukémie a jinych
nadorovych onemocnéni (Blazkova et al. 2012).

Obr. 8: Struktura doxorubicinu.

Mechanismus ucinku

Zakladni mechanismus cytotoxického plsobeni doxorubicinu na maligni buriky
je interkalace jeho planarniho anthracenového jadra do provazci DNA. Tim
je inhibovana aktivita RNA a DNA polymerasy. Doxorubicin maze také vyvolavat zlomy
Sroubovice DNA v dusledku inhibice topoisomerasy Il. Treti cestou jeho pusobeni
je poSkozeni bunék zplsobené tvorbou volnych semichinonovych radikald,
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které s kyslikem vytvéreji reaktivni peroxidy. Peroxidové radikaly poskozuji bunécné
membrany a jsou odpoveédné téz za kardiotoxické ucinky léCiva (Bains 2010).

Nezadouci ucinky

viwv s

vivs

Z tohoto duvodu by pfed zahajenim léCby doxorubicinem méla byt vyhodnocena
srde¢ni funkce a béhem terapie je vhodné pokracovat v jejim sledovani. Hranice
kumulativni davky je uvadéna v rozmezi 400-550 mg/m?. DalSimi, neméné zavaznymi,
nezadoucimi UCinky jsou myelosuprese a imunosuprese. Doxorubicin muze také
indukovat toxicitu soubézné protinddorové l|écby. Jednim z vyznamnych faktor(
zvySuijicich toxicitu doxorubicinu je poskozeni jater (Souhrn informaci uvedenych
u pfipravku Doxorubicin medac 2 mg/ml infuzni roztok, 2012).

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze je velmi Zzadouci zacilit u€inky takto toxické latky
pouze na burfky nadorové. Ktomuto ucelu byl vyuzit liposomalni prenasec,
ktery usnadnil zacileni doxorubicinu a snizil riziko srde¢niho poSkozeni. Je tak zarover

umoznéno podavani vy$si kumulativni davky (Blazkova et al. 2012).

Farmakokinetika a metabolismus

Doxorubicin je podavan intraven6zné. Pomalé infuze vedly ke snizeni
kardiotoxicity vice, nez jiné cesty podavani prodluzujici cirkulaci léCiva v organismu
(Bains 2010). Metabolizovan a eliminovan je doxorubicin velmi rychle a jeho hlavni
cestou vylouceni z téla je ZluCovy systém. Proto je poSkozeni jater tak vyznamny faktor
ovliviujici jeho toxicitu (Souhrn informaci uvedenych u pfipravku Doxorubicin medac 2
mg/ml infuzni roztok, 2012).

Existuji tfi hlavni metabolické cesty anthracyklind, jednoelektronova redukce,
dvouelektronova redukce a deglykosidace (reakce katalyzovana cytochromem P450).
V pfipadé doxorubicinu je upfednostiiovana dvouelektronova redukce na sekundarni
alkohol, méné ucinny 13-dihydroderivat doxorubicinol. Tato reakce je katalyzovana
nékolika rdznymi redukénimi enzymy. V srdci je to AKR1A, zatimco v jatrech ma
prevahu CBR1. Schopnost tvofit doxorubicinol byla prokdzana i u CBR3
(Thorn et al. 2010).

Kardiotoxicita doxorubicinu je ¢aste¢né spjata i s obsahem Zeleza v burikach,
nebot dochazi k vytvofeni komplex(i doxorubicin-Fe**, které mohou byt redukovany
na doxorubicin-Fe?*. V ptitomnosti kysliku pak vznikaji volné radikaly a reaktivni
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peroxidy, které poskozuji bunééné membrany. PouZiti dexrazoxanu (latka chelatujici
Zelezo) snizuje kardiotoxicitu doxorubicinu vznikajici touto cestou (Bains 2010).

Produkce reaktivnich kyslikovych radikald probiha u doxorubicinu také
enzymatickou cestou. Jednoelektronova redukce chinonové ¢asti  molekuly
doxorubicinu vede ke vzniku volného semichinonového radikalu. Reakce probiha
pfedevsim NADPH-dependentnimi reduktasami (AKR a CBR) a vzniklym produktem je
13-dihydroderivat doxorubicinol. Ten pak spusti kaskadu tvorby kyslikovych
a dusikovych radikald. Tyto reaktivni slou€eniny vyznamné poskozuji srdce, pfedevsim
diky nizkému obsahu antioxida¢nich enzymu v kardiomyocytech (Bains 2010).

Pfestoze ke konjugaci metabolitd doxorubicinu v malé mife dochazi, nejevi
se tato metabolicka cesta jako dullezita (Bains 2010).

Renalni clearance doxorubicinu je nizka. Pouze 12% z celkové davky se objevi
v mo¢i v pribéhu 6 dnu 1éCby. Vyznamna je clearance jaterni. Biotransformaci podléha
pouze asi polovina z celkového mnozstvi IéCiva, pfiblizné 50% léciva je vylou€eno

z téla v nezménéné formé (Thorn et al. 2010).
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3 CIiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zavést metodu tkanovych fez( zjater a stfeva
potkana pomoci pfistroje Krumdieck Tissue Slicer a posoudit moznosti vyuziti
tkanovych Fezh pfi studiu biotransformace xenobiotik. Pro dosazeni cile bylo
provedeno:

1. Zavedeni metody tk&novych fezu z jater a stfev potkana laboratorniho (Rattus
norvegicus, kmen Wistar)

2. Zavedeni metod pro sledovani zivotnosti fezl

e  stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy

e  cytotoxicky test s neutralni Cerveni

e test metabolické pfemény 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromidu (MTT) na formazan

3. Sledovani cytotoxického pusobeni doxorubicinu

4. Sledovani aktivit biotransformacénich enzymu v subcelularnich frakcich tkanovych

fezl a jejich ovlivnéni xenobiotickou latkou

5. Statistické vyhodnoceni naméfenych vysledkd
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie, pristroje, biologicky material

Chemikalie

e Akrylamid, Sigma

e Medium RPMI-1640, Gibco

e Neutral red solution, Sigma

¢ Nikotinamid adenin dinukleutid, Merck

¢ Roztok bicinchoninové kyseliny, Sigma

e Roztok siranu médnatého, Sigma

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Merck

e Ostatni béZzné chemikalie Cistoty p.a.

Pristroje

e Analytické vahy Scaltec SBC 22

e Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

e CO, inkubétor Hera cell

e Homogenizator Potter S

e Laboratorni magneticka michacka

e Laminarni box Aura 2000 M.A.C.

e Luminiscencni spektrofotometr Perkin Elmer LS 50 B
e pH metr Thermo Orion Model 410

e Roller Mythic blood mixer 12

e Spektrofotometr Tecan Infinite M 200

e Thermoblok s nastavcem Thermomixer Eppendorf
e Tkanovy kraje¢ Krumdieck Tissue Slicer MD4000
e Trepacka Heidolph Unimax 1010

e Ultracentrifuga Beckman

e Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls Bandelin HD 2070
Biologicky material

Jatra a stfeva byla zisk&na z laboratorniho potkana (Rattus norvegicus, kmen
Wistar). K nasi potfebé byli vybirani samice i samci ve véku 10 - 11 tydnu.
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava ultratenkych tkanovych ezt

Priprava Earleho vyvazeného roztoku soli

V8echny slozky Earleho vyvazeného roztoku soli (EBSS) (tab. 1) byly navazeny

a rozpustény v redestilované vodé. Na jedna potkani jatra bylo spotfebovano pfiblizné

1000 ml pufru. Pfed pouzitim byl pufr jeSté suplementovan D-glukézou na 25 mM
roztok (Mr = 180,16 g/mol, bylo pfidano 3,5 g/l).

Tab. 1: SloZeni EBSS pufru.

koncentrace

Mr (g/mol) ¢ (mM) (/)
chlorid vapenaty (anhyd.) 111 1,80 0,20
siran hofe¢naty (MgSQO,.7H.0) 246 0,81 0,20
chlorid draselny (KCI) 75 5,33 0,40
hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs3) 84 26,19 2,20
chlorid sodny (NaCl) 58 117,24 6,80
dihydrogenfosfat sodny (NaH,PO, . H.O) 138 1,01 0,14
D-glukéza 180 5,56 1,00
fenolova Cerven 398 0,03 0,01

Priprava média RPMI (s obsahem L-glutaminu)

Toto inkubacni médium bylo suplementovano v laminarnim boxu dle rozpisu

v tab. 2. Uvedené objemy odpovidaji objemu média s pfidanymi suplementy.

Tab. 2: Rozpis pro doplnéni RPMI média.

Mr 100 mi 200 ml 500 ml 1000 mi
5 % FBS 5ml 10 ml 25 ml 50 ml
0,5 mM L-methionin 149,2 0,0075g | 0,015g | 0,08375g | 0,075¢g
50 pg/ml gentamycin 50 mg/ml 100 pl 200 pl 500 pl 1000 pl

Pfiprava na krajeni tkanovych fezl byla zahajena jiz den pfedem. Pfipraven byl

pufr a médium bylo suplementovano. VSechny C¢asti krgjeCe, které mély pfijit

do kontaktu s pufrem, byly ostfikany 70% lihem. Po uschnuti byl rozloZzeny krajec

pfekryt alobalem a umistén do chladici mistnosti (8°C). Do chladici mistnosti byl

nachystan i pfipraveny pufr.
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4.2.1.1 Priprava ultratenkych feza z potkanich jater

V den experimentu byl studeny EBSS pufr s D-glukézou provzdusnovan 95%
O, / 5% CO, pfiblizné 1 hodinu. Kraje€¢ (Obr. 9) byl posklddan a naplnén pufrem.
Pfipraven byl tac s ledem, kadinkou na fezy a Petriho miskou s filtraénim papirem
na pfipravu valeCkd. |hned po vypreparovani byla jatra vioZzena do kadinky
se studenym provzdusnénym pufrem EBSS, ktera byla umisténa v boxu s ledem.
Vykrajovaci trubiCkou, o pridméru 8 nebo 5 mm, byly vykrojeny valecky
bez roztfepenych okraja. ValeCky se nasledné umistily do nastavce v pristroji
Krumdieck podle jejich priméru. Krajené fezy mély tloustku pfiblizné 200 — 250 ym.
K manipulaci s nimi byla pouzivana zahnuté kopistka.

Obr. 9: A) Krumdieck Tissue Slicer - Model MD4000. Naplnén pufrem a pfipraven

k pouziti. B) Pfipravené jaterni fezy s primérem 8 mm.

4.2.1.2 Priprava ultratenkych feza z potkanich strev

Pfiprava 3% agar6zového gelu

Navazka 0,045 g agardzy byla v mikrozkumavce doplnéna 1,5 ml 0,9% roztoku
NaCl. Mikrozkumavka byla umisténa do thermomixeru pfedehfatého na 70°C. Pfi této
teploté s rychlosti tfepani 450 rpm doslo po 5 minutach k rozpusténi.

Po usmrceni potkana byla stfeva okamzité vloZzena do Petriho misky
s provzdudnénym EBSS pufrem. V Petriho misce na ledu byla stfeva proplachnuta
0,9% NaCl roztokem a nastfihdna na priblizné deseticentimetrové Useky, které byly
nasledné opatrné provleceny dutou umélohmotnou trubi¢kou. Na jedné strané byl
konec stfeva uzavien pomoci parafilmu, druhym koncem bylo naplnéno 3%

agar6zovym gelem a ponechano na Petriho misce s EBSS pufrem do zatuhnuti
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agar6zy. Naplnéné stievo bylo opatrné z trubi¢ky vyjmuto. Nastavec pro fixaci tkané
z Krumdieck krajece byl umistén mimo pristroj tak, aby agar6zovy gel nemohl protékat.
V jeho dutiné bylo pfidrzeno agarézou naplnéné stfevo a z vnéjsi strany bylo zalito
agar6zovym gelem (Obr. 10). Po jeho zatuhnuti byl zbytek stfeva odstfihnut a nastavec
i se stfevem byl vloZzen do pristroje, ktery byl jiz naplnén EBSS pufrem. Pfed jeho
spusténim byla nastavena tloustka fezi na 400 um (pfipadné 350 um). Cely proces

probihal v chladu (8°C).

Obr. 10: Tvorba vélecku pro stfevni fezy (vlevo) a stievni Fezy pfipravené k preinkubaci
(vpravo).

4.2.2 Preinkubace

Médium bylo pfedehfivano na 37°C minimalné 0,5-1 hodinu pfed krajenim.
Pfed kazdou inkubaci byla vzdy provedena preinkubace. Jeji trvani a podminky byly
vzdy stejné. Rezy byly preinkubovany v suplementovaném RPMI médiu
bez testovanych latek. Objem média vjedné jamce byl dan jejich velikosti.
U 12 jamkové desky 1 ml, u 24 jamkové 0,5 ml a u 96 jamkové 0,2 ml. Preinkubace
probihala pfi 37°C v atmosféfe 95 % O, / 5% CO,. Po 30 minutach nasledovala

vyména média a inkubace.

4.2.3 Optimalizace inkubace jaternich rezti bez ovlivnéni jejich

funkce

V prvnim kroku do média nebyla pfidana zadna testovana latka. Sledovanymi
faktory byl Cas, velikost fezl a pocet fezl, pfipadajicich na jednu jamku.

Na krajeCi Krumdieck byly vytvofeny nejdfive Fezy sprdmérem 8 mm
a tloustkou 210 ym. Do jedné jamky (24 jamkové desky) byly umistény 1, 2 a 3 fezy,
pokazdé osm paralelnich vzork(. Ke kazdému z nich bylo pipetovano 0,5 ml RPMI
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média. Po 30 minutové preinkubaci bylo toto médium odpipetovano a nahrazeno
stejnym mnozstvim Cerstvého média. Inkubace probihala pfi 37°C v atmosfére 95% O,
/ 5% CO,. U poloviny vzorkd byla ukon&ena po 2 hodinach, zbyla polovina desky byla
inkubovana celkem 24 hodin.

Hned po nakrgjeni fezd s 8 mm primérem byly pfipraveny fezy s primérem
5 mm o tloustce 210 ym. Tyto fezy byly umistény do 96 jamkové desky, vzdy jeden fez
na jednu jamku. Po 30 minutové preinkubaci byla zahajena inkubace fezl. U poloviny
vzorkd byla ukon€ena po 2 hodinach. Zbyla polovina byla inkubovana 24 hodin.
Zivotnost fezt byla hodnocena podle naméfené aktivity LDH a u mensich Fezu
s primérem 5 mm i testem cytotoxicity MTT.

4.2.4 Inkubace s doxorubicinem

Cytotoxické ovlivnéni jaternich fezd doxorubicinem (DOX) bylo sledovano
v zavislosti na ¢ase a koncentraci DOX. VSechny fezy mély primér 8 mm. Rozdéleny
byly podle tloustky na 200 ym a 210 pm. Inkubace probihala pfi 37 °C v atmosféfe 95%
0./ 5% CO, ve 24 jamkovych deskach, vzdy jeden fez v jedné jamce. Koncentrace
DOX v inkubaénim RPMI médiu byly 0,5 pM, 5 uM, 10 uM, 25 yM, 50 uM. Kontrolu
v kazdé desce tvorily fezy v 0,5 ml Cistého RPMI média (bez DOX). Pro kazdou
koncentraci, v€etné kontroly, byly pfipraveny 4 paralelni vzorky. Ukon€ovani inkubace
probihalo v intervalech 2, 4, 24 hodin od ukonceni preinkubace. Zivotnost bunék v fezu
byla stanovena aktivitou LDH a hodnocenim pomoci NR.

4.2.5 Inkubace tkanovych fezii s Urinalem Akut®

Roztok Urinalu Akut®
Pro pfipravu tohoto roztoku byla 1 tableta rozpusténa v 10 ml redestilované

vody a vznikly roztok byl 100 x zfedén opét redestilovanou vodou. Naméreny obsah
anthokyanidint, obsazenych v jedné tableté po hydrolyze vzorku, byl 1,6 mg. Vysledna
koncentrace anthokyanidinu v roztoku byla 1,6 pg/ml.

4.2.5.1 Inkubace jaternich fezu s Urinalem Akut®

Zvolena byla tloustka fezl 210 ym a pramér 8 mm. Pfipraveny byly dvé
24 jamkové desky. U obou desek byla provedena pullhodinova preinkubace v Cistém
RPMI médiu. Prvni deska slouzila jako kontrola a v kazdé jeji jamce byl jeden fez
v 0,5 ml gistého RPMI média. V druhé byly fezy ponofeny do 0,5 ml média s obsahem
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rozpusténého Urinalu Akut®. Desky byly umistény do otagivého stojanu a inkubovany
24 hodin pfi 37°C v atmosfére 95% O,/ 5% CO..

4.2.5.2 Inkubace strevnich platki s Urinalem Akut®

Potkani stfevo bylo proplachnuto fyziologickym roztokem a v Petriho misce
naledu skalpelem rozifezdno na cCtverecky priblizné 1,5 x 1,5 cm. Kazda jamka
(12 jamkové desky) obsahovala jeden tento CtvereCek a 1 ml RPMI média. U Sesti
z nich bylo médium suplementovano roztokem z Urinalu Akut®. Inkubace probihala
24 hodin pfi 37°C v atmosféfe 95% O, / 5% CO,. V pribéhu inkubace byla deska
uloZzena na otacivém stojanu. Pro dal$i hodnoceni byla pouzivana pouze mukdza,

ktera byla z platkt opatrné oddélena pomoci skalpelu.

4.2.5.3 Inkubace stfevnich fezt s Urinalem Akut®

Stfevni fezy, pfipravené podle postupu uvedeného vySe, byly do jamek
umistovany po tfech. V kazdé jamce bylo 0,5 ml média. V kazdé ze tfi desek bylo takto
naplnéno 20 jamek. Jedna deska slouzila jako kontrola v ¢ase 0 h, probéhla zde pouze
preinkubace a inkubace byla ukon¢ena ihned po vyméné média. V druhé desce byly
fezy inkubovany v ¢istém RPMI médiu po dobu 24 h. U tieti desky probéhla inkubace
s médiem suplementovanym roztokem Urinalu Akut®. | v pfipadé treti desky byla délka
inkubace stanovena na 24 h.

4.2.6 Uchovavani tkanovych rezu

Po fadné provedené inkubaci byly tkanové fezy testovany okamzité, pokud to
povaha testu vyzadovala. V opaéném pfipadé byly tkanové fezy i jejich inkubacni
média pro dalSi analyzy uchovavany zmrazené pfi teploté -20°C. Jejich rozmrazovani
probihalo za pokojové teploty v €as potfeby.

4.2.7 Priprava subcelularnich frakci z tkanovych rezu

Fosfatovy pufr 0,1 M, pH 7.4

Nejdfive byl pfipraven 0,1 M roztok Na,HPO, rozpusténim 35,8 ¢
Na,HPO,.12H,O v 1000 ml redestilované vody. Rozpusténim 3,9 g NaH,PO,.2H,O
ve 250 ml redestilované vody byl pfipraven 0,1 M roztok NaH,PO,. Oba roztoky byly
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za stalého michani a méfeni pH slévany v jeden roztok v takovém pomeéru, aby vznikl

pufr s pH 7,4.

PFed pfipravou subcelularnich frakci byly tkanové fezy rozmrazeny pfi pokojové
teploté. Rezy inkubované za stejnych podminek byly zvaZeny a homogenizovany
spole¢né. Prvni homogenizace probéhla ve sklenéném homogenizatoru s pistem
v 10 ml fosfatového pufru za snizené teploty. Nasledovala kratkd sonifikace
ultrazvukovym homogenizatorem. Homogenaty byly prelity do centrifugacnich kyvet
avloZeny do vhodného rotoru predchlazené centrifugy Heraeus k prvnimu toceni.
Prvni to€eni trvalo 20 minut pfi 4°C a 5000 g. Supernatant byl opatrné prelit do Cisté
centrifugacni kyvety a stacen ve stejném rotoru na 20 000 g pfi 4°C po dobu 60 minut.
Supernatant z druhého toceni byl prelit to centrifugacni kyvety pro ultracentrifugu
Beckman. Kyveta byla uzavfena vickem a viloZzena dorotoru vychlazené
ultracentrifugy. Po dukladném zaSroubovani vika rotoru a pfiSroubovani rotoru
k centrifuze byl spustén 65 minutovy program na 105 000 g pfi 4°C.

Supernatant, vytvoreny 3. to€enim, pfedstavoval frakci s obsahem cytosolu.
Byl opatrné rozpipetovan do mikrozkumavek a zamrazen v hlubokomrazicim boxu
na -80°C.

Peletka, obsahujici mikrosomy, vznikld 3. to€enim byla resuspendovana
pomoci ultrazvukového homogenizatoru. MnozZstvi fosfatového pufru s 20% (v/v)
glycerolu, ve kterém byla peletka resuspendovana, bylo vypocitano podle hmotnosti
biologického materidlu pfed homogenizaci. Pfidavano bylo o 0,2 ml tohoto roztoku
vice, nez bylo navdZzené mnozstvi v gramech. Mikrosomalni frakce byla slita
do kadinky, za stalého michani rozpipetovdna do malych mikrozkumavek a okamzité

zamrazena v hlubokomrazicim boxu na -80°C.

4.2.8 Stanoveni koncentrace bilkoviny

Metoda BCA je zaloZena na reakci proteind s Cu®* ionty v alkalickém prostredi.
Médnaté ionty tak pfechazeji na Cu'*, které v prostfedi s pH 10 tvofi stabilni barevné
komplexy s bicinchoninovou kyselinou (BCA). Intenzita zbarveni je pfimo Umérna

koncentraci bilkovin ve vzorku a méfi se spektrofotometricky pfi vinové délce 562 nm.

Reakéni roztoky
Roztok A: NaHCO3;, Na,CO3, BCA v 0,1 M NaOH
Roztok B: 4% CuSQ,.6H.O
Pracovni roztok C: pfipraven smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 50:1
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Kalibragni kfivka
Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA). V den méfeni byl
pfipraven 1% BSA roztok (0,5 ml 20% BSA bylo doplnéno do 10 ml redestilovanou

vodou) a z néj bylo pfipraveno 6 vzorkl o pfesné znamé koncentraci bilkovin (tab. 3).
Namérené hodnoty pak slouZzily k vytvofeni kalibraéni kfivky.

Tab. 3: Rozpis na fedéni bilkoviny pro ziskani kalibracnich hodnot.

Koncentrace Roztok 1% BSA
Destilovana voda (ul)
(Hg/ml) (W)
1 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450

Mikrosomalni nebo cytosolové frakce byly 10x nafedény. Kazdy vzorek byl
nafedén do dvou mikrozkumavek a z kazdé z nich byly vytvofeny 4 paralelni vzorky.
Celkové tedy probéhlo osm paralelnich méfeni pro kazdy stanovovany vzorek.

Do mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 10 pl vzorku pro stanoveni
bilkoviny. Slepy vzorek (pouze 10 pl destilované vody) byl napipetovan do prvni jamky.
Multikanalovou pipetou byly jamky nasledné doplnény 200 ul pracovniho roztoku C.
Po fadném promichani byla provedena inkubace trvajici 30 minut pfi 37°C.
Po ukonceni inkubace byla, na spektrofotometrickém pfistroji Tecan Infinite M200,
zméfena absorbance pfi vinové délce 562 nm. Od naméfenych absorbanci vzorkud byl

odecten primér hodnot naméfenych u slepych vzorkd.

4.2.9 Stanoveni zivotnosti tkanovych rezu

4.2.9.1 Stanoveni laktatdehydrogenasy u tkanovych rezu

Laktatdehydrogenasa (LDH) je nitrobunéCny enzym. PFf naruSeni
cytoplasmatické membrany je uvolnén do okolniho prostfedi (média). Jejimi substraty
jsou laktat a NAD", jez se méni na pyruvat a NADH + H*. Pfirustek NADH je mozné
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stanovit spektrofotometricky pfi 340 nm. Stejné je mozné sledovat reakci v obraceném

sméru.

laktat + NAD* « pyruvat + NADH + H*

Tris-HCI pufr (0,1 M, pH 8.9)

Navazka 1,212 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu byla rozpusténa v 80 ml

redestilované vody. Za stélého michani a kontroly pH na pH metru bylo pomoci 1 M
HCl upraveno pH roztoku na 8,9. Objem byl nasledné doplnén do 100 ml
redestilovanou vodou.

Reakéni roztok

Reakéni roztok byl pfipravovan v ¢as potfeby. Proto bylo pfipraveno jen
nezbytné mnozstvi, které nebylo vzdy stejné (podle poctu vzorkl). Obsahoval 5 mM
NAD* a 50 mM laktatu v Tris-HCI pufru. Na 1 ml reakéniho roztoku tak vychéazely
navazky 0,003317 g NAD" a 0,005605 g laktatu.

Pfed zahajenim méfeni byl vzorek zfedén podle potieby redestilovanou vodou.
Po pripravé reakéniho roztoku bylo 50 pl zfedéného vzorku napipetovano do 96
jamkové desky s kulatym dnem a multikanalovou pipetou bylo pfidano do kazdé jamky
200 ul reakéniho roztoku. Nasledné bylo spusténo méfeni na spektrofotometrickém
pristroji Tecan Infinite M200. Méfena byla absorbance pfi vinové délce 340 nm. Prvni

méfeni po 30 sekundach, nasledované tfemi méfenimi v intervalu 60 sekund.

Aktivita LDH

a_AA'Vc'IOOO
eVl

AA —rozdil absorbance za 1 minutu, pfipadné smérnice kfivky

(uM/min)

Vc — celkovy objem reakéni smési (v ml)

Vv — objem vzorku (v ml)

| — délka mérené vrstvy (vySka jamky), tj. 0,9 cm

£ — molarni absorpéni koeficient, enappr = 6,22 mM™".cm™

1000 — pfepocet na uM
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4.2.9.2 Test cytotoxicity - Neutral Red uptake test

Tento test je zalozen na schopnosti, ktera je vlastni zdravym bunkam, hromadit
ve svych lysozomech vitélni barvivo neutralni ¢erven (NR). PFi fyziologickém pH je toto
barvivo neutralni a maze byt pasivné transportovano pres buné&nou membranu.
Lysozomy udrzuji pH niZSi neZ okolni cytoplazma. Neutralni &erven vstupujici
do lysozomu ziskava naboj, aproto jiz nemuze prostoupit zpét do cytoplazmy.
Udrzovani protonového gradientu na membrané lysozomu je energeticky naro¢né.
Ztrata gradientu pH pfi poskozeni bunky nebo buné&né smrti zplsobuji zvySeni

prostupnosti membrany a uvolnéni zadrzené neutralni ervené.

Po inkubaci fezi bylo odsato vedkeré médium a do kazdé jamky bylo
napipetovano 200 yl RPMI média s roztokem neutralni ervené o koncentraci 40 ug/ml.
Nasledujici 3 hodiny probihala inkubace v Thermobloku pfi teploté 37°C. Médium bylo
po této dobé opét odsato a fezy 2x oplachnuty v 0,5 ml PBS pufru (fosfatovy pufr
s NaCl, pH 7,4). Objem 0,5 ml je ur€en pro 24 jamkové desticky. Do kazdé jamky bylo
pfidano 400 pl lyza¢niho roztoku (1% CH3;COOH v 50% EtOH) a desticka byla
30 minut tfepana v Thermomixeru pfi rychlosti tfepani 800 rpm. 200 ul obsahu jamek
bylo pfepipetovano do 96 jamkové desky s kulatym dnem a na Tecanu Infinite M200 pfi

540 nm byla zméFena absorbance.

Vysledky byly vyhodnoceny v procentech, kdy kontrolni fezy pfedstavovaly
100% zivotnost. Od v8ech hodnot byla odectena hodnota absorbance blanku (jamky

s médiem bez tkanovych feza).

4.2.9.3 Test cytotoxicity - MTT test
Tento test Zivotnosti bunék, spociva v pfeméné Zlutého, ve vodé rozpustného,
substratu 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromidu (MTT) na fialovy,
ve vodé nerozpustny, produkt formazan. Tato pfeména je katalyzovana

mitochondrialnimi dehydrogenasami zivych bunék.
Roztok MTT _
Navazka 3 mg MTT byla rozpusténa v 1 ml fosfatového pufru 0,1 M, pH 7,4.

K rozpous$téni byl pouzit ultrazvuk.

Lyzaéni roztok - 0,08 M HCI v isopropanolu

2 ml 4 M HCI se smisily s 98 ml isopropanolu.
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Po inkubaci fezi v 96 jamkové desti¢ce bylo do kazdé jamky napipetovano
25 ul roztoku MTT, ktery byl predehraty na 37°C. Roztok MTT byl pfidan pfimo
k inkubagnimu médiu. Rezy byly 1 hodinu inkubovany s MTT v inkubatoru pFi 37°C,
v atmosféfe 95% O, / 5%CO0O,. Médium bylo nasledné odpipetovano. Do kazdé jamky
bylo pfidano 50 ul lyzacéniho roztoku (vEetné slepych vzorkd). DestiCky s fezy byly
ponechany na tfepacce na 30 min pfi 37°C a pfi rychlosti tfepani 700 rpm, aby doslo
k lyzovani fezl. Klyzaci vSech fezU nedoslo, proto bylo nutné prepipetovat roztok
do Cisté mikrotitracni desticky, ve které mohla byt zméfena absorbance. Toto méfeni
probéhlo na spektrofotometru Tecan Infinite M200 pfi vinové délce 595 nm.

Zivotnost tkafovych fezt byla vyjadiena jako % absorbance, kdy absorbance

namérenda u vzorkl z kontrolnich fezu (v ¢ase T = 0 h) pfedstavovala 100%.

4.2.10 Stanoveni enzymu l. faze biotransformace u tkanovych

rezu

4.2.10.1 Stanoveni aktivity isoforem cytochromu P450

Metoda je zaloZzena na pfidani substratu, specifickeého pro enzym, jehoz aktivita
je spjata s urcitou isoformou cytochromu P450 v mikrosomalni frakci. Kazda isoforma
metabolizuje svuj specificky substrat (Tab. 4) na fluoreskujici produkt, resorufin.
Prirdstek  fluorescence, vyvolany tvorbou resorufinu, je detekovan
spektrofluorimetricky.

Tab. 4: Pfehled enzymd, jejich substratl a isoforem cytochromu P450.

) Isoformy
Enzym Substrat
cytochromu P450
Ethoxyresorufin-O-deethylasa (EROD) ethoxyresorufin 1A1, Castecné 1A2

Methoxyresorufin-O-demethylasa (MROD) | methoxyresorufin 1A2, Castecné1A1

Benzyloxyresorufin-O-dearylasa (BROD) | benzyloxyresorufin 3A, 2B

Tris-HClI pufr (0,1 M, pH 7.4)
Navazka 1,21 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu byla rozpusténa v 75 ml

redestilované vody. Za stalého michani a méfeni pH bylo pomoci 1 M HCI upraveno
pH roztoku na 7,4. Nasledné byl objem doplnén na 100 ml.
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Kofaktor 0,1 M MgCl,
Navazka 0,2033 g MgCl,. 6 H,O byla rozpusténa v 10 ml redestilované vody.

Roztok substratu

Zvoleny substrat byl rozpustén v dimethylsulfoxidu vtakovém mnozZstvi,

aby vysledna koncentrace tohoto roztoku byla 0,5 mM.

Roztok NADPH
Navézka 36,09 mg NADPH byla v mikrozkumavce rozpusténa pfidanim 866 pl
Tris-HCI pufru (0,1 M, pH 7,4).

Nejdfive byly na pocitadi navoleny parametry pro obsluhu luminiscenéniho
spektrofotometru. Vinové délky méreni byly nastaveny na Aeitazni = 530 NM, Aemisni =
585 nm. Nastaveni excitacni Stérbiny bylo na 10 nm a emisni Stérbiny na 20 nm.
Nastavend teplota byla 37°C, délka inkubace 2 minuty, emisni filtr byl otevieny (open)
a michani pomalé (low). Pro ovéfeni funkénosti pfistroje byla zméfena intenzita 10 pl
standardniho pfidavku resorufinu (o koncentraci 0,5 pM) v 990 ul Tris-HCI pufru.
Intenzita 5 pmol resorufinu v kyveté (pouzivana byla kyveta Hellma-semimikro)
se pohybuje kolem 30. Do kyvety bylo postupné pipetovano 910 pl Tris-HCI pufru, ktery
byl prabézné zahfivan na 37°C v titracni barce v termostatu. Dale 50 pl kofaktoru
0,1 M MgCl,, 25 ul mikrosomalni frakce (koncentrace bilkovin nesméla prekrocit
1 mg/ml a pfed kazdym méfenim byl vzorek promichan na laboratorni michacce) a 5 ul
roztoku substratu. Na pocitaci byla nastavena hodnota base line na nulu. Nasledné byl
spustén z&znam fluorimetru. Po 20 sekundach temperovani bylo pfidano 10 pl
NADPH, a tim byla odstartovdna reakce. Po 80 sekundach od startu byl vzrist
fluorescence linearni a ve 100. sekundé od startu bylo pfiddno 10 ul standardniho
pridavku resorufinu. Ve 120. sekundé bylo méfeni ukon¢eno. Obsah kyvety byl odsat

a kyveta byla 3x proplachnuta redestilovanou vodou. Takto byla kyveta pfipravena

na dal§i méreni.
Na pocitaci byla ode¢tena smérnice k, intenzita zacatku pFidavku resorufinu

(Cislo A) a intenzita konce pfidavku resorufinu (Cislo B).

Vypocet aktivity jednotlivych isoforem:
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a= -n-D-60 (pmol/ml mikrosomd/min)

k smérnice

A intenzita zaCatku pfidavku resorufinu

B intenzita konce pfidavku resorufinu

n latkové mnozstvi standardniho pfidavku v jednom ml (5 pmol)
D zfedéni (napf. pfi pouZiti 25 pl mikrosom je zfedéni 40)

60 prepocet na minuty

4.2.11 Stanoveni enzymu ll. faze biotransformace u tkanovych

rezu

4.2.11.1 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy

Z&kladem metody bylo spekrofotometrické stanoveni pfemény p-nitrofenolu
na p-nitrofenolglukuronid za enzymové katalyzy UDP-glukuronosyltransferasy (UGT).

Substrat: 0,556 mM p-nitrofenol (p-NF)
Navazka 1,16 mg p-NF byla pomoci ultrazvuku rozpusténa v 15 ml

redestilované vody.

Konjugaéni €inidlo: UDP-glukuronova kyselina (UDP-GA)

Navézka 1,05 mg UDP-GA byla rozpusténa v 1,5 ml redestilované vody.

Tris-HCI pufr (0,6 M, pH 7.4)

Navazka 0,5 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu byla rozpusténa v 10 ml

redestilované vody a pomoci 1 M HCI se za stalého michani a méfeni pH upravilo pH
pufru na 7,4. Celkovy objem byl doplnén redestilovanou vodou na 15 ml.

Detergent
Navazka 50 mg neionogenniho detergentu Slovasol pro aktivaci UGT byla
rozpusténa v 1 ml redestilované vody.

Stop roztok
Jako roztok zastavujici reakci slouzila 3% (w/v) kyselina trichloroctova.
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Neutralizaéni roztok
1M NaOH

Ze znamych hodnot koncentrace proteinu ve vzorku mikrosomalni frakce bylo
vypocitdno mnozstvi detergentu, které bylo ktomuto vzorku pfidano. Pomér
detergent : protein (w/w) byl zvolen 1:2. 100 ul rozmrazeného vzorku mikrosom
s roztokem detergentu bylo inkubovano 20 minut pfi teploté 4°C. V meziCase byla
v mikrozkumavkach, umisténych na ledu, pfipravena reakéni smés. Pro jeden vzorek
mikrosomu se pfipravilo 4-6 paralelnich vzorkl a 2-3 slepé paralelni vzorky, kde byla
misto UDP-GA pouze redestilovana voda. Do kazdé mikrozkumavky bylo napipetovano
30 pl Tris pufru, 30 pl p-NF a 30 yl UDP-GA. Reakce byla zahajena pfidanim 10 pl
vzorku mikrosomu s detergentem. Mikrozkumavky byly promichany a vloZeny do lazné
na 20 minut pfi 37°C. Reakce byla po uplynulém ¢&ase ukonena pFesunem
mikrozkumavek do ledu a pfidanim 50 pl stop roztoku. Deproteinovany roztok byl
centrifugovan 3 minuty pfi rychlosti 5000 otacek za minutu. 50 pl supernatantu bylo
pridano k 50 pl neutraliza¢niho roztoku, ktery byl pfedem rozpipetovan do mikrotitraéni
desti¢ky. Doslo ke zbarveni, které bylo fotometricky detekovano. Hodnota absorbance
odpovidala mnozstvi nezreagovaného p-nitrofenolu. Hodnoty absorbance vzorkl byly
odecteny od absorbanci slepych vzorka.

Vypocet

Pro vypocet aktivity UGT byla stanovena absorbance 100% mnoZstvi p-NF,
které do reakce pfidavame. Zjisténa byla smichanim 30 ul p-NF, 30 pl Tris-HCI pufru,
40 pl redestilované vody a 50 pl stop roztoku. To v8e bylo promichano a 50 pl bylo
odebrano do mikrotitracni desti€ky k 50 pl neutralizacniho roztoku jiz pfipraveného

v jamkach. Nasledné byla zméfena absorbance.

4.2.11.2 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Principem této metody je spektrofotometrické stanoveni mnozstvi produktu
zreakce katalyzované glutathion-S-transferasou (GST). Jako substrat slouzi
1-chloro-2,4-dinitrobenzen, ktery je konjugovan s glutathionem v pfitomnosti GST.
Vznikly produkt S-2,4-dinitrofenylglutathion mé Zluté zbarveni a muze byt tedy
detekovan pfi vinové délce 340 nm.

Substrat: 0,1 M 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
Navézka 30,4 mg CDNB byla rozpusténa v 1,5 ml 95% ethanolu.
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Konjugaéni €inidlo: 0,1 M redukovany glutathion

Navazka 46,1 mg redukovaného glutathionu (GSH) byla rozpusténa v 1,5 ml
redestilované vody.

0.1 M fosfatovy pufr pH 6.5
Nejdfive byl pfipraven 0,1 M roztok Na,HPO,.12H,O rozpusténim 1,79 g

v 50 ml redestilované vody. V dal$i kadince bylo rozpusténo 0,78 g NaH,PO,.2H,O
v 50 ml redestilované vody. Pufr byl pfipraven za stalé kontroly pH, smisenim obsahu
prvni a druhé kadinky v poméru pfiblizné 1:3 tak, aby bylo ziskano vysledné pH 6,5.

Reakéni smés

Reakéni smés byla pfipravena tésné pfed méfenim v potfebném mnozZstvi
s ohledem na pocet vzorkl. Slozena byla z fosfatového pufru, substratu a roztoku
konjugacniho €inidla v poméru 48:1:1.

Pfed zacatkem méfeni byly ruéné nastaveny parametry na pfistroji UV-VIS
spektrofotometr HELIOS B. Vinova délka byla zaddna 340 nm, pocet cyklu byl 4,
pfiemz jeden cykl trval 60 sekund a pocet méfenych kyvet byl 7 (5 vzorkd a 2 slepé
vzorky). Kdyz byl pFistroj nachystan, do kazdé ze sedmi kyvet bylo pipetovano 980 pl
reakéni smési. Prvni dvé kyvety byly do celkového objemu 1 ml dopinény 20 pl
fosfatového pufru. Kyveta byla prekryta parafiimem a nékolikrat pfeklopena. Tim byl
roztok protfepan. V pfistroji pak byly tyto kyvety uloZzeny v polohach 6 a 7.
Do zbyvajicich 5 kyvet bylo pfidano 20 pl cytosolu a byly protfepany stejnym
zpUsobem. Umistény byly do pozic 1-5. lhned bylo spusténo méfeni a na pfistroji
se objevovaly namérené absorbance. Primérna absorbance naméfend u slepych
vzorkud byla od ostatnich naméfenych hodnot odectena.

Pomér konjugovaného substratu se vypocCitd zodectené absorbance
po 1 minuté s pouzitim extinéniho koeficientu 9,6 mM”'cm™ pfi vinové délce 340 nm.
Jednotka enzymové aktivity je dana jako mnozstvi enzymu katalyzujici pfeménu
1 umol S-2,4-dinitrofenylglutathionu za minutu (pfi pouziti 1 mM GSH a 1 mM CDNB).
Specificka aktivita byla vyjadfena jako aktivita v 1 mg proteinu.
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4.2.12 Kvantifikace proteinu GST a CBR1 pri ovlivnéni

tkanovych rezu

4.2.12.1 Elekroforéza proteina na polyakrylamidovém gelu

Pri elektroforéze na polyakrylamidovém gelu dochazi k separaci proteinu podle
jejich molekulové hmotnosti. Zahfatim vzorku za denatura¢nich a redukénich podminek
dochéazi k jeho denaturaci a navazani molekul dodecylsulfatu sodného, ktery udéli
proteinu vysoky zaporny naboj pfimo umérny jeho hmotnosti. Po umisténi gelu
do elektrického pole dojde k rozdéleni molekul podle velikosti jejich zaporného néboje.

Zasobni roztoky:
4 M HCI roztok
Do 150 ml redestilované vody bylo pfiddno 88 ml koncentrované kyseliny

chlorovodikové. Nasledné byl objem doplnén na 250 ml redestilovanou vodou.

Tris - HCI pufr (0,5 M, pH 6.8)
Navazka 6 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu byla rozpusténa v 75 ml

redestilované vody. Za stalého michani a kontroly pH bylo pomoci 4 M HCI, upraveno
pH pufru na 6,8. Objem byl dopInén redestilovanou vodou na 100 ml.

Tris - HCI pufr (1,5 M, pH 8.8)
Navazka 18,5 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu byla rozpusténa v 75 ml

redestilované vody. Za stalého michani a kontroly pH bylo pomoci 4 M HCI, upraveno
pH pufru na 8,8. Objem byl nasledné doplnén redestilovanou vodou na 100 ml.

10% roztok SDS
Navéazka 10 g dodecylsulfatu sodného byla rozpusténa v 80 ml redestilované

vody. Po rozpusténi byl roztok doplnén na 100 ml redestilovanou vodou.

0,05% bromfenolova modr (BFB)
Navazka 0,005 g bromfenolové modfi byla rozpusténa v 10 ml redestilované

vody.

Zasobni roztok akrylamid/bis-akrylamid

Po celou dobu pfipravy prace probihala v rukavicich, s rouskou a s nejvysSi
opatrnosti. Navazka 30 g akrylamidu a 0,8 g bis-akrylamidu byla rozpusténa za stalého
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michani v malém mnozstvi redestilované vody. Po rozpusténi byl roztok doplnén

na 100 ml redestilovanou vodou.

Koncentrovany elektrodovy pufr

Navazky 72 g glycinu, 15 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu a 5 g
dodecylsulfatu sodného byly rozpustény v 900 ml redestilované vody. Za stalého
michani a méfeni pH bylo, pomoci 4 M HCI, upraveno pH roztoku na 8,3. Nasledné byl
roztok doplnén na 1000 ml redestilovanou vodou.

ZAasobni vzorkovy pufr

Pripraven byl smichanim 1,3 ml redestilované vody, 1,0 ml Tris-HCI pufru
(0,5M, pH 6,8), 2,0 ml glycerolu, 3,0 ml 10% roztoku SDS a 0,6 ml 0,05% roztoku
BFB.

Isobutanol nasyceny vodou

Smichan byl isobutanol s redestilovanou vodou. V horni vrstvé byl tak vytvoren
isobutanol nasyceny vodou.

Pracovni roztoky:
10% roztok persiranu amonného (APS)

Tento roztok byl pfipraven tésné pred pouzitim rozpusténim navazky 0,025 g
persiranu amonného v 250 pl redestilované vody.

Separacni gel 12,5%

V kadince bylo smichano 3,2 ml redestilované vody, 2,5 ml Tris — HCI pufru
(1,5M, pH 8,8), 4,2 ml roztoku akrylamid/bis-akrylamid a 0,1 ml 10% roztoku SDS.
Nasledné bylo pfidano 100 pl 10% roztoku APS a 8 ul tetramethylethylendiaminu.

Vzniklé mnozstvi vystacilo na dva gely.

Zaostrovaci gel 4%

V ké&dince bylo smichano 3,12 ml redestilované vody, 1,26 ml Tris - HCI pufru
(0,5 M, pH 6,8), 0,5 ml roztoku akrylamid/bis-akrylamid a 0,05 ml 10% roztoku SDS.
Nasledné bylo pfidano 100 pl 10% roztoku APS a 8 ul tetramethylethylendiaminu.
Takto bylo pfipraveno mnozstvi pro dva gely.
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Elektrodovy pufr

70 ml koncentrovaného elektrodového pufru bylo smichdano s280 ml
redestilované vody.

Vzorkovy pufr
K potfebnému  mnozstvi zdsobniho  vzorkového pufru byl pfidan

2-merkaptoethanol v poméru 50 pl 2-merkaptoethanolu na 1 ml zasobniho vzorkového

pufru.

Na pfipravu polyakrylamidového gelu byl pfipraven nalévaci stojanek, sklo, sklo
se spacerem, spony a hieben. Skla byla pfiloZzena na sebe a spojena sponami byla
postavena na gumovou podlozku nalévaciho stojanku, kde byla pfichycena vrchnim
kolikem. Mezi takto pfipravena skla bylo zahajeno nalévani Cerstvé pfipraveného
separacniho gelu, a to do vysky pfiblizné 4,5 ml od spodniho okraje. Gel byl pfevrstven
priblizné 200 pl vodou nasycenym isobutanolem, a takto byl ponechan polymerovat
45 minut. Po uplynuti této doby byl isobutanol opatrné slit, vyplachnut redestilovanou
vodou a misto bylo opatrné vysuseno filtracnim papirem. V tuto chvili byl nanesen mezi
skla, jiz pfipraveny, zaostfovaci gel. Opatrné byl nasledné vsunut hifeben a gel byl
ponechan polymerovat v lednici minimalné dvé hodiny, vétSinou v8ak pres noc.

Pfed zahgjenim samotné elektroforézy bylo nezbytné naredit vzorky proteinu
redestilovanou vodou tak, aby koncentrace proteinu byla 2 pg/ul. Pfipraveny roztok
vzorku byl smichan se vzorkovym pufrem v poméru 1:1 a v mikrozkumavce byl vioZzen
do pfedehratého termobloku na 3 minuty povafit. V mezi€ase byl z gelu opatrné vyjmut
hfeben a vzniklé jamky byly proplachnuty vodou. Pro dalSi postup byl pfipraven
stojanek, jehoz vnitfni t&ésnéni bylo ocisténo a lehce potfeno tukem. Skla s gelem byla
vloZzena do stojanku a cely stojanek byl pfesunut do vani¢ky. Do horniho elektrodového
prostoru bylo nalito asi 125 ml elektrodoveého pufru tak, aby byl ponofen cely gel.
Spodni elektrodovy prostor byl naplnén elektrodovym pufrem tak, aby hladina byla
nad spodnim okrajem gelu. Do vSech jamek v gelu, vyjma obou krajnich, bylo pomoci
nanaseciho bloku pipetovano malé mnozstvi vzorku (maximalné 50 pl) a do jedné
jamky 5 pl molekularniho standardu s definovanou velikosti jednotlivych fragmenta.
Po vyjmuti nanaSeciho bloku byla vanic¢ka vloZzena do ledové 1azné, pfiklopena vickem
a pfipojena ke zdroji. Na zdroji bylo nastaveno konstantni napéti 100 V a pfistroj byl
spustén. Kdyz vzorek doséhl rozdélovaciho gelu, napéti bylo zvySeno na 200 V.
Jakmile €elo dosahlo spodniho okraje gelu, zdroj byl odpojen, stojanek byl vytdhnut
z vani¢ky a horni elektrodovy pufr byl odlit.
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4.2.12.2 Imunobloting

Blotovaci pufr
Navazka 6,06 g tris(hydroxymethyl)Jaminomethanu a 28,8 g glycinu byla

rozpusténa v 500 ml redestilované vody. Nésledné bylo pfidano 400 ml methanolu
a objem byl dopIlnén na 2000 ml redestilovanou vodou.

Po ukonceni elektroforézy byla skla s gelem okamzité ponofena do blotovaciho
pufru. Pomoci klinkd byla skla rozeviena a gel odfiznut od zaostfovaciho gelu
a spaceru. Pro oznaceni prvniho nanaSeného vzorku byl odfiznut i horni roh
separacniho gelu v jeho blizkosti. Separa¢ni gel byl oddélen od skla a ponechan
nékolik minut volné plavat v blotovacim pufru. Nyni bylo dulezité spravné sestavit
blotovaci sendvi€. VSechny ¢asti sendvice byly nejdfive namoceny v blotovacim pufru.
Na spodni strané byla bild houbicka ana ni silny filtraéni papir. Nasledoval
polyakrylamidovy gel, na ktery byla polozena PVDF (polyvinyliden difluoridova),
pfipadné nitrocelul6zovd membrana s odstfizenym pravym rohem, pfekrytad silnym
filtracnim papirem. Navrch byla jeSté polozena bila houbika a cely sendvi¢ byl vlioZen
do blotovaciho zafizeni. Blotovani probihalo pfi konstantnim napéti 100 V.

4.212.3 Detekce — barveni blotu s protilatkou

Reakéni roztoky
Tris - HCI pufr (0,1 M, pH 8.0)
Navazka 12,11 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu byla rozpusténa v 800 ml

redestilované vody a pH pufru bylo upraveno za stalého michani pomoci 4 M HCI
na pozadovanych 8,0. Roztok byl dopInén redestilovanou vodou na 1000 ml.

Roztok TBST

Navézka 8,77 g NaCl byla rozpusténa v 300 ml redestilované vody.
Po rozpusténi byly pfidany 3 ml Tweenu a 100 ml Tris - HCI pufr (0,1 M, pH 8,0).
Redestilovanou vodou byl objem doplnén na 1000 ml.

Roztok TBS

Navazka 2,19 g NaCl byla rozpusténa ve 100 ml redestilované vody.
Po rozpusténi bylo pfidano 25 ml Tris - HCI pufr (0,1 M, pH 8,0). Ziskané mnozstvi bylo
dopInéno na 250 ml redestilovanou vodou.
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Pufr alkalické fosfatazy (AP pufr)

Navazky 6,06 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu a 508 g MgCl..6 H.O byly
rozpustény v 300 ml redestilované vody. Za stalého michani a méfeni pH bylo, pomoci
4 M HCI, upraveno vysledné pH roztoku na 9,5. Objem byl doplnén na 500 ml

redestilovanou vodou.

Roztok primarni protilatky

Navézka 0,075 g mléka byla rozpusténa v 15 ml roztoku TBST. Pfidano bylo
5 pl z&dsobniho roztoku primérni protilatky. Pouzivana byla kozi polyklonalni protilatka
proti GSTa nebo GSTy, krali€i polyklonalni protilatka proti CBR1 a mysSi monoklonalni
protilatka proti B-aktinu.

Roztok sekundarni protilatky

Navazka 0,075 g mléka byla rozpusténa v 15 ml roztoku TBST a pfidany byly
3 pl z&sobniho roztoku sekundarni protilatky. Byly pouzity protilatky proti primarnim
protilatkam, tedy protilatka proti kozi polyklonalni protilatce proti GSTa nebo GSTy,
proti krali€i polyklonalni protilatce proti CBR1 a proti mysi monoklonalni protilatce proti
B-aktinu.

Po skonceni blottingu byl sendvi¢ otevien a pomoci pinzety byla opatrné
vyjmuta membrana. Vlozena byla do 25 ml roztoku TBS na jednu minutu za G¢elem
oplachu. Pfes noc byla v lednici membrana ponechana v 5% mléku v roztoku TBST
(2,5 g mléka v 50 ml roztoku TBST). Druhy den nasledovala inkubace membrany
s protildtkami a jejich promyvani. Cely tento proces probihal v50 ml samostojné
centrifugacni zkumavce se Sroubovacim uzavérem, kam byla membrana umisténa tak,
aby strana s navazanymi proteiny sméfovala dovnitf zkumavky. VSechny roztoky, které
byly pfi inkubaci pouzivany, mély pokojovou teplotu. Zkumavky s membranami byly
nejdfive naplnény 5 ml roztoku TBST a 5 minut byly ponechany k oplachu na roleru.
Roztok TBST byl vyménén a proces byl zopakovan. Membrana byla nasledné
inkubovana 45 minut s 15 ml roztoku primarni protilatky. Po prvni inkubaci nasledoval
oplach membrany, kdy byl obsah zkumavky odlit pry¢ a 5 minut byl provadén oplach
v nékolika ml roztoku TBST. Tento oplach byl zopakovan Sestkrat. Teprve potom
mohla byt membrana opét podrobena 45 minutové inkubaci, tentokrat s 15 ml roztoku
sekundarni protilatky. Membrana byla opét oplachnuta v pfiblizné 5 ml roztoku TBST
a po 5 minutach byl roztok vyménén a oplach se mohl opakovat. Opakovani probéhlo
celkem Sestkrat. Po poslednim oplachu byl roztok TBST wylit do vylevky a zkumavka
s membranou byla naplnéna pfiblizné 5 ml roztoku TBS. Po 5 minutach byl roztok
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vymeénén a 5 minutovy oplach byl zopakovan. Posledni oplach membrany byl provadén
také dvakrat po 5 minutach, ale tentokrat v pfiblizné 5 ml AP pufru.

4.212.4 Chemiluminiscencni detekce

Vyvojka (negativni, Fomadon)

Vyvojka byla pfipravovana v mnozstvi 500 ml. Pro jeji pfipravu byl nafedén

koncentrat redestilovanou vodou v poméru 1:14.

Ustalovagé (univerzalni, kysely, Fomafix)

Nafedénim koncentratu redestilovanou vodou v poméru 1:4 bylo pfipraveno

1000 ml ustalovace.

AP pufr z posledniho oplachu byl odlit a zkumavka s membranou byla sundana
z roleru a pfenesena do temné komory. Membréna byla opatrné vyjmuta ze zkumavky
a rozprostfena proteinovou stranou smérujici nahoru. Na jeji povrch byly napipetovany
2 ml substratu a pfi tlumeném svétle probéhla 5 minut trvajici inkubace. Membrana
byla opatrné pinzetou vyjmuta ze substratu a po okapani byla vlozena do prisvitné
folie. Membrana byla vodotésné zabalena, félie byla otfena od zbytkové vihkosti
a umisténa do kazety. Pod ochrannym svétlem byl nachystan potfebny pocet RTG
filmd a podle potfeby byla upravena jejich velikost. Film byl opatrné polozZen
na zabalenou membranu v kazeté, kazeta byla zaviena. Doba osvitu byla ménéna
podle potieby na 5, 7 nebo 10 minut. lhned po expozici byl cely film ponofen
do vyvojky a neustale s nim bylo mirné, pomoci pinzety, pohybovano. Jakmile byl film
dostatecné vyvolany, byl oplachnut v redestilované vodé a prfenesen do ustalovace.
Par minut byl ponechan volné plavat v ustalovadi a nasledné byl opét na nékolik minut
ponofen do redestilované vody. Na zavér byl film ponechan volné schnout.

V pfipadech, kdy bylo Z&douci membranu opétovné pouzit, byla obalena
v potravinarské folii a uskladnéna v mrazni¢ce. Po 5 minutovém rozmrazeni a oplachu

v roztoku TBS bylo mozné cely proces detekce opakovat.
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace tvorby tkanovych rezu
Jaterni fezy byly inkubovany bez ovlivnéni jejich funkce (kap. 4.2.1.1).
Porovnavana byla jejich zivotnost v zavislosti na Case, jejich velikosti, poctu fezu
na jamku a délce inkubace. Cilem bylo zjistit nejlepsi podminky pro dalSi experimenty.
Jako hodnotici faktor pro pozorovani rozdill Zivotaschopnosti fezl byla zvolena aktivita
LDH. Porovnavéna byla inkubaéni schémata:
1. jeden Fez (prumér fezu 8 mm) v jedné jamce 24 jamkové desky
(1 fez (24j))
2. dva fezy (primér fezu 8 mm) v jedné jamce 24 jamkové desky
(2 fezy (24j))
3. tfi fezy (primér fezu 8 mm) v jedné jamce 24 jamkové desky
(3 fezy (24j))
4. jeden fez (prdmér fezu 5 mm) v jedné jamce 96 jamkové desky
(1 fez (96)))
Aktivita LDH byla méfena v médiu a homogenatu. Zivotnost fezl byla
hodnocena jako podil aktivity zjisténé v médiu (v %) z celkové aktivity (v médiu
a homogenatu fezu) obsazené v jednotlivych jamkéach.

90
80
70

60 |
50
40 |
30 -

20
10

B 2 hodiny
B 24 hodin

LDH v médiu (%)

1 fez (24)) 2 fezy (24j) 3 fezy (24j) 1 fez (96))

* signifikantni rozdil vaci 1. schématu (p < 0,05)
Obr. 11: Porovnani procentualniho zastoupeni aktivity LDH v médiu jednotlivych
inkubacénich schémat po 2 a 24 hodinach inkubace.
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v porovnani sdruhym a tfetim. Po 24 hodinach jiz vykazované rozdily mezi
jednotlivymi schématy nebyly statisticky vyznamneé.

MTT test

Tento test Zivotnosti bunék byl pouzit u jaternich Fezd s primérem 5 mm
umisténych po jednom v 96 jamkové desce. Hodnoceny byly fezy s ukoncenou
inkubaci po 2 a 24 hodinach (tab. 5). K lyzaci fezl béhem metody MTT nedoslo, bylo
tedy tfeba roztok opatrné odpipetovat (10 pl) do prazdné jamky a objem doplnit
na 50 pl lyzanim roztokem.

Tab. 5: Zivotnost jaternich fez(i s primérem 5 mm stanovena pomoci MTT testu.

Doba
inkubace Absorbance + SD
(h)
2 0,333 + 0,022
24 0,234 + 0,020

Po 24 hodinach poklesla aktivita 0 29,6% v porovnani s hodnotami namérenymi
po 2 hodinové inkubaci. Tuto metodu jsme dale nepouzivali, nebot nedoslo k lyzaci

fezU a tim se zna¢né snizila pfesnost celého méfeni.

5.2 Odezva jaternich rfezu na cytotoxickou latku

Zvolenou cytotoxickou latkou byl doxorubicin (DOX) a jeho efekt na buriky
jaternich fezu byl sledovan ve dvou odliSnych experimentech. Pfi prvnim experimentu
byla nejvyssi koncentrace DOX 25 pM. V druhém pokusu bylo pro zvySeni rozdilu
Zivotnosti fezu pfidano inkubaéni médium o koncentraci 50 uM DOX.

5.2.1 Vliv doxorubicinu - prvni experiment

Stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy

MéFeni aktivity LDH v médiu probihalo prabézné a po 24 hodinach byla
stanovena i v homogenatu (tab. 6). Stanoveni probihalo po pfedchozi inkubaci
popsané podle postupu v kapitole 4.2.4, kdy Fezy byly ovliviiovany raznymi
koncentracemi DOX.
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Tab 6. Aktivita LDH po 24 hodinach inkubace.

Aktivita LDH (uM/min)
DOX (pM) Médium Homogenaty
24 h 24 h

0 191,91 + 68,48 76,97 £ 13,31

0,5 121,81 47,20 70,50 £ 10,77

5 129,58 + 62,96 69,15+ 7,95

10 95,16 + 48,25 65,56 + 11,53

25 152,56 + 69,50 76,76 £ 13,88

24 hod inkubace

90
80 -

70 -
60 T
50
40 -
30
20
10 1
0

kontrola 0,5uM DOX 5uM DOX 10uM DOX 25uM DOX

Aktivita LDH v médiu (%)

Obr. 12: Procentualni zastoupeni LDH uvolnéné do inkubaéniho média
po 24 hodinach.

Po 24 hodinach byla Zivotnost jaternich fezi ovlivilovanych DOX srovnatelna
s kontrolou.

Stanoveni cytotoxicity testem s neutralni ¢erveni

V prvnim experimentu s DOX byla hodnocena cytotoxicita po 24 hodinach
pomoci testu s neutralni Cerveni (kap. 4.2.9.2). Absorbance naméfena po 24 hodinach
v kontrolnich fezech s nulovou koncentraci DOX byla stanovena jako 100% Zivotnost
fezu. Aritmeticky pramér takto odvozené Zivotnosti a jeho smérodatna odchylka jsou
uvedeny v tabulce 7 a graficky znazornény na obrazku 13.

57



Tab. 7: Zivotaschopnost bunék ziskana metodou NR-testu.

DOX (pM) Zivotaschopnost (%) | Smérodatna odchylka
0,5 97,97 9,31
5 74,64 7,76
10 84,52 10,83
25 75,22 5,01
Hodnoceni NR testu
® 120,00 -
S
2 100,00 -
Q2 80,00 -
[
S 60,00 -
Q
_8 40,00 -
g 20,00 -
g 0,00 -
N 0,5 uM 5 uM 10 uM 25 uM
koncentrace DOX v médiu
Obr. 13: Grafické znazornéni Zzivotaschopnosti fezli po 24 hodinach inkubace

ovliviitované doxorubicinem v riznych koncentracich.

Z vytvoreného grafu (Obr. 13) se jevi rozdily mezi jednotlivymi koncentracemi
DOX jako statisticky malo vyznamné, nebot Ffezy po 24 hodinach vykazuji vysokou
umrtnost i bez ovlivnéni cytotoxickymi latkami. Tato metoda se neosvédcila, nebot

lyzace fezu nebyla Uplna. U dalSich méfeni jsme ji jiz nepouzivali.

5.2.2 Vliv doxorubicinu - druhy experiment

Pfi opakovani predchoziho experimentu doslo k nékolika zménam. Jedna fada
kontrolnich Fezd v €istém médiu bez doxorubicinu byla nahrazena fezy inkubovanymi
v médiu s doxorubicinem o koncentraci 50 M. Druhou obménou bylo vytvoreni fezl
s odli$nou tloustkou. Prvni deska obsahovala fezy 210 ym tlusté, v druhé desce byla
tloustka 200 pm. Hodnoceni Zivotnosti probihalo obdobné jako v pfipadé prvniho

experimentu s doxorubicinem. Nejdfive byla stanovena aktivita LDH a proveden
NR-test.
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Stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy

Pfi stanovovani aktivity LDH bylo vyjadfeno procentudlni zastoupeni uvolnéné
LDH do inkuba¢niho média. Jako 100% byl bran soucet aktivity v médiu a homogenatu
po 24 hodinach inkubace. Naméfené hodnoty jsou ilustrovany na obrazku 14 a 15.

210 pm tlusté rezy

E2h
m4h
24 h

LDH uvolnéné do média (%)

OuM 0,5uM 5uM 10uM 25uM 50uM

koncentrace DOX

Obr. 14: Procenta LDH uvolnéné do inkubacniho média jaternimi fezy s tloustkou
210 ym.

200 pm tlusté rezy

E2h
m4h
24h

LDH uvolnéné do média (%)

OuM 0,5uM 5uM 10uM 25uM 50uM

koncentrace DOX

* signifikantni rozdil va¢&i kontrole 0 uM DOX (p < 0,05)
Obr. 15: Procenta LDH uvolnéné do inkubaéniho média jaternimi fezy s tloustkou
200 pym.
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V pfipadé 210 pm tlustych fezd nebylo pozorovano vyznamné ovlivnéni
Zivotnosti jaternich fezt doxorubicinem.

Rezy tlusté 200 um v inkubaénim médiu s koncentraci 10 uM doxorubicinu
LDH v médiu

Po ukonc€eni 24 hodinové inkubace byla u vSech fezd nizka Zivotnost bez statisticky

po dvou hodinach vykazovaly nizS§i koncentraci nez kontrola.

vyznamnych rozdild.

5.3 Hodnoceni zivotnosti stirevnich fezu

Porovnavany byly stfevni fezy o tloustce 400 um (Tab. 8) a 350 um (Tab. 9).
Jejich inkubace byla ukon€ovana v prfesné danych inkubacnich intervalech.

Tab. 8: Aktivita LDH naméfena v médiu a homogenatu stfevnich fezll o tloustce

400 pm.

400 pm
Zas Aktivita LDH (uM/min) + SD
(h) Médium Homogenat
0 121,29 *+ 46,54 472,60 £ 89,01
1 129,90 = 39,82 459,84 + 79,37
2 222,31 £ 32,84 387,25 £ 53,28
4 381,67 £ 55,18 424,31 £ 116,99
8 433,84 + 22,59 226,38 £ 20,13
20 452,02 =+ 31,48 228,23 £ 51,40
24 435,76 = 45,24 144,02 + 45,10

Tab. 9: Aktivita LDH naméfena v médiu a homogenatu stfevnich fezl o tloustce

350 ym.
350 um

cas Aktivita LDH (uM/min) + SD
(h) Médium Homogenat
0 31,00+£17,78 311,59 + 27,51
1 105,43 + 45,86 305,32 £ 106,01
2 135,74 £ 32,24 233,17 £ 93,13
4 194,60 + 31,18 170,95 + 45,84
24 304,05 + 52,34 61,02 + 13,44
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Doba inkubace (h)

Obr. 16: Procentualné vyjadfena aktivita LDH v inkubaénim médiu v jednotlivych

Casovych intervalech.

Rozdily mezi jednotlivymi tloustkami Fez( nejsou vyrazné. Vyznamny je pokles
Zivotnosti fezd po 4 h, kdy LDH uvolnéna do inkubacniho média je kolem 50%.

5.4 Ovlivnéni Urinalem Akut®

5.4.1 Hodnoceni cytotoxicity

5.4.1.1 Ovlivnéni jaternich rezu

Priprava a inkubace jaternich fez(i probihala podle kapitoly 4.2.5.1. Rezy byly
rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupinou byly jaterni fezy bez Urinalu Akut®
vinkubaénim médiu (j-k). Druha skupina (j-u) pfedstavovala Fezy inkubované
s timto roztokem. Aktivita LDH byla méfena v médiu a homogenatu fez (Tab. 10).
Homogenat fezl byl pro dal$i testovani zpracovan na mikrosomalni a cytosolickou

frakci podle postupu v kapitole 4.2.7.

Tab. 10: Aktivita LDH naméfena v médiu a homogenatu jaternich fezu.

-k j-u

Aktivita LDH v médiu (pM/min)

414,99 + 36,19 418,41 £ 36,19
+ SD

Aktivita LDH v homogenatu (uM/min)

157,61 + 54,98 160,47 + 7,62
+ SD
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24 hod inkubace
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Obr. 17: Procentualni vyjadfeni LDH v médiu jaternich fezu

Po 24 hodinové inkubaci s roztokem Urinalu nedoSlo k zadnému ovlivnéni

Zivotnosti jaternich fezd.

5.4.1.2 Ovlivnéni stievnich platku

Stfevni platky byly pfipraveny a inkubovany podle postupu uvedeného
v kapitole 4.2.5.2. Stfevni platky oznaCované jako kontrolni (s-k) byly inkubovany
v RPMI médiu bez roztoku Urinalu Akut®. Strevni platky s Urinalem Akut® byly znageny
s-u. Po inkubaci byla ze stfevnich platki seSkrabana mukéza a ve vzniklém
homogenatu byla stanovena aktivita LDH (tab. 11). Podle postupu uvedeného
v kapitole 4.2.7 byla ztohoto homogenatu pfipravena cytosolicka a mikrosomalni
frakce.

Tab. 11: Aktivita LDH naméfend v médiu a homogenatu stfevnich platku.

s-k s-u

Aktivita LDH v médiu (uM/min) + SD 356,23 + 58,44 | 287,27 + 61,79

Aktivita LDH v homogenatu (uM/min) £ SD 24,12 £ 9,06 21,94 + 3,85
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Obr.

=

Inkubace stfevnich platk s Urinalem Akut® Zivotnost Fezli vyznamné

18: Procentualni vyjadfeni LDH v médiu stfevnich platku.

neovlivnila. V obou pfipadech je zivotnost po 24 hodinach velice nizka (viz obr. 18).

5.4.1.3 Ovliviovani strevnich rezi
Zjistovana byla bunééné viabilita a jeji ovlivnéni Urinalem Akut®. Stfevni fezy
byly pfipraveny podle postupu popsaného v kapitole 4.2.1.2. Mé&feni probihalo ve dvou
oddélenych experimentech a inkubace obou experimentd probihala podle kapitoly

4.2.5.3.

Aktivita LDH byla hodnocena u stfevnich fezd v€ase T = 0 h, T = 24 h

a u stfevnich fez(l ovlivnénych roztokem Urinalu Akut® v ¢ase T = 24 h.

Tab. 12: Aktivita LDH naméfena u stfevnich fezl z prvniho experimentu.

(MM/min) £ SD

Kontrola Kontrola Urinal Akut
T=0h T=24h T=24h
Aktivita LDHv mediu | o5 ooy o 18 | 804,68 £72,00 | 774,61 + 56,82

Aktivita LDH v
homogenatu (uM/min)
+SD

117,39 £ 19,89

4,09 + 6,31

31,04 £ 13,68
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Obr. 19: Graf hodnotici LDH uvolnénou do média stfevnich Fezl, vytvofeny na zékladé
tabulky 12.

Tab. 13: Aktivita LDH naméfena u stfevnich fezl z druhého experimentu.

Kontrola Kontrola Urinal Akut
T=0h T=24h T=24h

Aktivita LDH v

médiu (uM/min) % 48,16 + 12,68 338,07 £ 21,25 412,20 + 31,34
SD

Aktivita LDH v

homogenatu 127,95 £ 10,21 11,12 + 6,04 24,41 £ 9,22
(MM/min) £ SD

Stfewni fezy
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100 -

©
o

D
o

N
o

Aktivita LDH v médiu (%)
n
S

Kontrola T=0h Kontrola T=24 h Urinal Akut T=24 h

Obr. 20: Graf hodnotici procento uvolnéné LDH do inkubacniho média stfevnich fezd,
vytvofeny na zakladé tabulky 13.
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Hodnoceni obou experimentd (Obr. 19 a Obr. 20) dalo velmi podobné vysledky
u stfevnich feztl inkubovanych bez pfidavku Urinalu Akut® a Fez(, jejichz inkubadni
médium obsahovalo roztok Urinalu Akut®. V obou piipadech po 24 hodinové inkubaci

byla Zivotaschopnost fezd minimaini.

5.4.2 Hodnoceni metabolické aktivity

5.4.2.1 Ovlivnéni enzymu l. faze biotransformace

Z kazdého experimentu, sledujiciho Gginky Urinalu Akut®, byla v mikrosomalni
frakci stanovovana aktivita isoforem 1A1, 1A2, 3A, 2B cytochromu P450
(kap. 4.2.10.1). V zadném vzorku vSak aktivita sledovanych isoforem detekovana
nebyla.

5.4.2.2 Ovlivnéni enzymu Il. faze biotransformace

Stanoveni specifické aktivity UDP-glukuronosyltransferasy

Aktivita UGT byla stanovovana u mikrosomalnich frakci jaternich fezl
a stfevnich platki nebo fez(i bez ovlivnéni i ovlivnénych Urinalem Akut®
(kap. 4.2.11.1). Vypocet aktivity UGT probéhl pomoci absorbance celkového mnozstvi
p-NF (0,0167 mol), které bylo pfidavano do reakce a predstavovalo 100%. Zjisténa
aktivita UGT byla vztaZzena na mg proteinu (tab. 14).

Tab. 14: Specificka aktivita UGT stanovena v mikrosomalnich frakcich.

Specificka j-k j-u s-k s-u
aktivita UGT
(nmol/min/mg) | 2,31 +1,02 0,93 + 0,54 0,91 £ 0,54 1,50+ 1,24
+ SD

Rozdily specifickych aktivit v jaternich fezech a stfevnich platcich nebyly
statisticky vyznamné. Ve stfevnich fezech aktivita UGT detekovana nebyla.

Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Aktivita GST byla méfena v cytosolu stfevnich Fez( kontrolnich a Fezl
ovlivnénych Urinalem Akut®. Stanoveni probé&hlo spektrofotometricky pfi vinové délce
340 nm (kap. 4.2.11.2). Hodnoty uvedené v tabulkdch 15 a 16 jsou aritmetickym

prumérem vysledkd méfeni £ smérodatna odchylka.
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Tab. 15: Specificka aktivita GST stanovena v jednotlivych cytosolickych frakcich

ziskanych z prvniho experimentu se stfevnimi fezy.

Specificka aktivita Kontrola Kontrola Urinal Akut®
GST T=0h T=24 h T=24 h

(nmol/ “gg‘/ me)t | 1g9.09+9.24 140,86 + 5,39 158,52 + 3,80

Hodnoceni aktivity GST

nN
a
o

200

150

100

(8]
o
|

o
|

Specificka aktivita GST (nmol/min/mg)

Kontrola T=0 h Kontrola T=24 h Urinal Akut T=24 h

* signifikantni rozdil via¢i kontrole T=24 h (p < 0,05)
Obr. 21: Porovnani specifické aktivity GST v cytosolicke frakci stfevnich fezu.

Porovnanim naméfenych specifickych aktivit GST ziskanych v prvnim
experimentu se stfevnimi fezy bylo zjisténo, Zze po 24 h je specificka aktivita mirné
snizena. Vy8Si hodnoty byly naméfeny u stfevnich fezl inkubovanych s Urinalem
Akut®.

Tab. 16: Specificka aktivita GST v cytosolu stfevnich Fezl ziskanych v druhém

experimentu se stfevnimi fezy.

Specificka Kontrola Kontrola Urinal Akut
aktivita T=0h T=24h T=24h
(nmol/min/mg) £
SD 76,74 + 6,31 11,57+ 3,84 17,89 + 4,47
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Hodnoceni aktivity GST
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Kontrola T=0 h Kontrola T=24 h Urinal Akut T=24 h

* signifikantni rozdil vla¢i kontrole T=24 h (p < 0,05)
Obr. 22: Srovnani specifickych aktivit naméfenych v cytosolu stfevnich fezt z druhého

experimentu.

Porovnanim specifickych aktivit z druhého experimentu byla nejvy$Si hodnota
zaznamenana v cytosolu kontrolnich stfevnich fezd v €ase 0 h. Po 24 h inkubaci nebyl
rozdil v aktivitaich GST statisticky vyznamny. Pokles specifické aktivity po 24 h byl

pfiblizné stejny v obou experimentech.

5.5 Detekce proteinu GST a CBR1 v ovlivhénych tkanovych

fezech
Princip metody elektroforézy na polyakrylamidovém gelu spocivd v separaci

proteind na zkladé jejich molekulové hmotnosti (kap. 4.2.12). Metoda detekce takto
rozdélenych proteinl byla zalozena na chemiluminiscenéni analytické technice.
Stanoveni obsahu proteinu GSTu a CBR 1 probéhlo v cytosolické frakci:

e jaternich Fezl kontrolnich (J-K)

e jaternich Fezt ovlivnénych Urinalem Akut® (J-U)

e stfevnich Fezl kontrolnich s ukon€enou inkubaci v ¢ase 0 (K 0)

e stfevnich Fezl kontrolnich s ukon€enou inkubaci v ¢ase 24 h (K 24)

e stfevnich fezl inkubovanych 24 h s roztokem Urinalu Akut® (U 24)
Standard (Stand.) obsahoval proteiny o definované molekulové hmotnosti a slouzil

k vytvoreni tzv. Zebfiku.
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Obr. 23: Stanoveni obsahu proteinu GSTp.

J-K J-U KO K 24 24

Obr. 24: Stanoveni obsahu proteinu CBR 1.

Molekulova hmotnost GSTp je 26 kDa. Pfritomnost této isoformy byla prokdzana
v jaternich fezech a v mens&i mife ve stfevnich fezech kontroly T = 0 h (Obr. 23).
Molekulova hmotnost CBR1 odpovida 30 kDa. Metodou imunoblotovani se nam
podafilo prokazat jeji pfitomnost pouze u stievnich fezd kontroly T = 0 h (Obr. 24).
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6 DISKUSE

Tkanové fezy jsou v soucasné dobé pouzivany predevsim ke studiu metabolismu
syntetickych a pfirodnich latek. DalSi vyuZiti nalézaji pfi vySetfovani organove
fyziologie, sledovani efektu autokrinnich a parakrinnich stimull a jako diagnosticka
technika pfi organovych transplantacich. Vyznamny experimentalni systém z n&j déla
predevSim zachovani vSech typl bunék s pavodni architekturou tkané a udrzeni vztaha
mezi burikami (Cervenkova et al. 2001).

Cilem bylo zavést tuto metodu a pfipravit ji tak pro dal$i experimenty. Zakladni
podminkou pro spinéni tohoto cile bylo vypracovat pfipravu a inkubaci fezt do takové
podoby, aby fezy byly kvalitni, stdle stejné a aby jejich Zivotnost byla zachovana
po dostate¢né dlouhou dobu. Pro sledovani Zivotnosti bylo nezbytné vybrat vhodnou
metodu, kterd je aplikovatelna na tkarfiové fezy. Pro jaterni fezy se za Ucelem
stanoveni viability pouzivd stanovovani hladin drasliku, energeticky naboj v podobé
ATP, MTT test, unik LDH do inkubacniho média a histomorfologicka vySetfeni
(Olinga et al. 1997). Volbou pro nase experimenty byl MTT test, NR test a stanoveni
aktivity LDH.

Prvni metodou pro posouzeni Zivotaschopnosti fez( bylo stanoveni aktivity LDH
v inkubaénim médiu a v homogenatu fezu. Za ucelem srovnani jednotlivych vysledki
jsme vyhodnotili procento uvolnéné LDH do média. Tuto hodnotu jsme ziskali podilem
aktivity LDH v médiu jednotlivych jamek a celkové aktivity LDH pfipadajici na danou
jamku (soucet aktivity LDH v médiu av homogenatu). Porovnavali jsme odlisné
tloustky fezd a rdzné inkubalni intervaly. Nejdfive byla naSe pozornost zaméfena
na jaterni fezy. Tato tkan je dostateCné pevna a tedy i snadnéji zpracovatelna.
Sledovana byla Zivotnost fezG s prumérem 5 mm a 8 mm. Byla vytvofena Ctyfi
inkubaéni schémata. Rezy s pramé&rem 5 mm byly inkubovany v 96 jamkové destiéce.
Rezy s pramérem 8 mm byly rozdéleny do tfi skupin. Inkubovany byly ve 24 jamkové
destiCce, kdy kazda jamka obsahovala 1, 2 nebo 3 fezy. Kazdé schéma mélo
u prvniho schématu (1 fez s primérem 8 mm v jedné jamce) nez pfi inkubaci vice fezl
v jedné jamce. Pficinou niz8i aktivity je pravdépodobné nedostatek Zivin a kysliku.
Vysledky 5 mm Fezl byly s prvnim schématem srovnatelné. Po 24 h byla Zivotnost
v8ech fezu srovnatelnd a velice nizk4. Tento vysledek nepodpofil naSe ocekavani
vytvofend na podkladé jinych studii, které uvadéji zachovani potfebné Zivotnosti
jaternich fez( po dobu 96 h (de Graaf et al. 2010, Bach et al. 1996). Podobnych
vysledkd dosahl Kasper s kolektivem (2005), jehoz vysledky ukazuji zachovani stejné
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urovné Zzivotnosti po dobu 24 h a jeji mirné snizeni po 48 h (Kasper et al. 2005).
Jednotlivé studie maji postupy jen mirné odliSné od téch nami pouzitych napr. velikost
jamkové desky, tloustka fezu, pouzita tkan nebo mikroton.

Dal§i obecné vyuzivanou metodou pro zjisténi zivotnosti bunék je MTT test.
Tento test jsme vyuZili pfi stanoveni zivotnosti fezd s primérem 5 mm inkubovanych
v 96 jamkové desticce. Vysledky ukazaly, Zze po 24 h poklesla Zivotnost o 29,6%
v porovnani s hodnotami namérenymi po 2 h inkubace. Prfedpokladem provedené
metody byla Uplna lyzace fezl. K té vSak nedoSlo a barvivo muselo byt pfepipetovano
do jiné desky. Cast barviva zlistala v nezlyzovaném fezu, z &ehoZ prameni nepfesnost
vysledkl. Metoda MTT je u tkafiovych fezl pouzivana a jeji vysledky nejsou v danych
studiich nijak zpochybrovany (Kasper et al. 2005, Obatomi et al. 1998).

Hodnoceni cytotoxicity testem s neutrdlni cerveni je vyuzivano spise
u buné&&nych suspenzi. Casto je touto metodou sledovano toxické pasobeni rozliénych
xenobiotik (Khursid et al. 2010, Ayaki, lwasawa 2010). My jsme se pokusili aplikovat jej
na hodnoceni zivotnosti tkanovych fezt. Konkrétné byl NR-test pouzit pro zhodnoceni
cytotoxického pusobeni doxorubicinu na jaterni fezy. Toto stanoveni probé&hlo po 24 h
inkubace a vyslednou informaci byla zivotaschopnost fezU vyjadiena v procentech.
Srovnanim s kontrolnimi fezy (bez DOX) inkubovanymi 24 h, které pfedstavovaly 100%
zivotnost, byla Zivotnost vyznamné niz8i u fez( inkubovanych s 5 yM, 10 uM a 25 uM
DOX. NR-test ani test MTT jsme dale nepouzivali pro jejich riziko zkresleni vysledku.
Pro ovéfeni zivotnosti jsme v dalSich experimentech upfednostnili stanoveni aktivity
LDH.

Se zavedenou metodou pro stanoveni zivotaschopnosti jsme hodnotili Zivotnost
fezl s rozdilnou tloustkou fezu. Pro jaterni tkan je doporucena tloustka 200-250 pym
(Lake, Price 2013). My jsme porovnavali 200 ym a 210 uym tlusté fezy, které byly
zaroven ovliviiovany doxorubicinem v koncentraci 0,5 uyM, 5 uM, 10 uM, 25 pM
a 50 uM. Pro vyjadreni zivotnosti jsme vyhodnotili procento uvolnéné LDH do média.
Zjisténé hodnoty jsme porovnavali s kontrolou (bez DOX) v ¢asech 2 h, 4 h a 24 h
inkubace. V jednotlivych €asech byly vysledky u vSech koncentraci DOX i u obou
rozmérd Fez srovnatelné.

Pouzitim inkubace, kdy jsou jaterni fezy neustale ponofeny v inkubaénim
médiu, je mozné udrzovat jejich Zivotaschopnost po dobu 1-3 dnl. Pouzitim jiného
ikubagniho systému Ize tuto dobu prodlouzit (Bach et al. 1996). VétSina jaternich fez(
po 24 h inkubaci vykazovalo Zivotnost kolem 20-30%, coz je niz8i, nez by se dalo ¢ekat
na zakladé predeslého tvrzeni.

Dal§i nami studovanou tkani byla tkan stfevni. Jako ¢asto pouzivané médium

pro stfevni Fezy slouzi inkubaéni Williamsovo E médium doplnéné glukézou (25 mM),
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gentamicinem (50 mg/ml) a 250 mg/ml fungizonu. V tomto médiu si stievni fezy
zachovavaji Zivotaschopnost 8-24 h. Stejné tak je vyuzivano i médium RPMI-1640,
které bylo pouzito i v naSich experimentech. U tohoto média vSak nejsou dostupna data
o zivotaschopnosti fezu v zavislosti na ¢ase inkubace (Niu et al. 2013). Pfedpoklada
se zivotnost obdobna jako u Williamsova E média.

Doporuovana tloustka stfevnich fezl je vintervalu 200-400 pm
(Niu et al. 2013). My jsme zjistovali, zda je vyznamny rozdil v Zivotnosti fezd o tloustce
350 ym a 400 ym. Aktivita LDH u 400 um tlustych fez( byla méfena v ¢ase 0 h, 1 h,
2h,4h, 8h, 20 h, 24 h. U Fezl s tloustkou 350 um byly vynechany ¢asové intervaly
8 h a 20 h. Dadvodem byl nedostatek pouzitelné tkané. Inkubace probihala pouze
v RPMI médiu bez ovlivnéni jinou latkou. Ve vysledcich se neprojevily vyznamné
rozdily mezi danymi rozméry fezl. V obou prfipadech byl pokles Zivotnosti v prvnich
hodinach inkubace pomérné rychly a Zivotnost fezl po 4 h byla jiz snizena na pfiblizné
50%.

Dalsi fazi praktické casti diplomové prace bylo sledovani ovlivnéni Zivotnosti
fezd a také metabolického ovlivnéni jaterni a stfevni tkané laboratorniho potkana
roztokem Urinalu Akut®. Tento roztok obsahuje anthokyaniny a proanthokyanidiny,
u kterych bylo prokazano antioxidac¢ni puisobeni. Antioxidanty prodluzuji Zivotnost
bunék. Bylo tedy sledovano, zda vykazi stejny efekt u tkanovych ezl a zlepsi jejich
zivotnost. Abychom mohli zaroven pozorovat zmény biotransformaénich enzymda, byla
doba inkubace stanovena na 24 h. Nejdfive byla sledovéana Zivotnost fezu (pfipadné
stfevnich platkt) zhodnocenim aktivity LDH.

Prvnim experimentem se stfevni tkani byla 24 h inkubace, kde byly jaterni fezy
a stievni platky v médiu s roztokem Urinalu Akut®. Kontrolu tvofily jaterni fezy a stfevni
platky inkubované za stejnych podminek, avSak bez roztoku testované latky.
Po zhodnoceni aktivity LDH v médiich a v homogenatu jaternich fezl a mukoézy
stfevnich platku byla Zivotnost stfevnich platki o 20% nizSi nez Zivotnost jaternich
Fez(. Ovlivnéni Urinalem Akut® statisticky vyznamny rozdil v Zivotnosti nepineslo.

Pfi experimentech se stfevnimi fezy byla kontrola dvoji. Prvni byla u stfevnich
Fez(l bez inkubace a druha po 24 h inkubace. Rezy ovlivnéné roztokem Urinalu Akut®
byly inkubovéany plnych 24 h. Stanoveni aktivity LDH odhalilo minimalni zivotnost
po 24 h inkubace, a to jak u kontrolnich Fezl, tak iv pfipadé inkubace s testovanou
latkou.

VétSina studii metabolismu provadénych na stfevnich fezech trva nejdéle 3 h
(napf. Martignoni 2006, van de Kerkhof et al. 2005). P¥i studiich indukce metabolismu
je inkubace prodlouzena na 24 h za pfisného dohledu nad jejich Zzivotnosti
(Khan et al. 2011). Pfi dlouhodobych studiich se rychle snizuje Zivotnost stfevnich fezu
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a spolu s ni dochazi k vyznamnému ubytku biotransformacnich enzymu. Ze studie
van de Kerkhofa a kolektivu (2007) plyne, ze tkarfové fezy ztenkého stfeva
pro kvantitativni metabolické studie mohou byt inkubovany 8-11 h. Pro kvalitativni
hodnoceni metabolismu pfipousti i 24-27 h inkubace (van de Kerkhof et al. 2007).

Stejné jako suspenze hepatocytl, jaterni Fezy obsahuji kompletni zastoupeni
enzymU |. a Il. faze biotransformace. Hladiny téchto xenobiotika metabolizujicich
enzymu klesaji spolu s inkubaénim casem (Lake, Price 2013). Vtenkém stfevé
je aktivita niz8i, napf. glukuronidace ve stfevé dosahuje 49-97% aktivity jater
(van de Kerkhof et al. 2005). Tento fakt mohl pfispét k nékterym neuspokojivym
vysledkdm, kterych bylo v nasi praci dosazeno.

Cytochrom P450 je vyznamnym biotransformacnim systémem bunék a tkarnové
fezy projevily vysoky potencial pro jeho studium. Mnoho praci se zaméfuje na jeho
jednotlivé isoformy a mozné indukéni efekty rozmanitych latek. Aktivita vétSiny
isoforem m4 vSak klesajici tendence (van de Kerkhof et al. 2007). My jsme se pokusili
v mikrosomalni frakci tkanovych fezu a stfevnich platk( prokazat aktivitu ¢tyf isoforem
cytochromu P450 (1A1, 1A2, 3A, 2B). Zadna z pfipravenych mikrosomalnich frakci
vSak tuto aktivitu nevykazovala. Pravdépodobnou pfi¢inou je vtomto pfipadée, pfilis
dlouha inkubaéni doba (24 h). Navzdory oCekavani, k zaznamendni aktivity nedoslo
vSak ani u stfevnich fezl s inkubacéni dobou 0 h. Ve stfevé je obecné vykazovana nizsi
aktivita nez v jatrech. Rezy, predevsim stfevni obsahuji pomé&rné malé mnozstvi tkané
a aktivita enzymda je hdfe detekovatelna. Proces pfipravy tkanovych feza je pro buriky
tkané zatézi a muze bé&hem ného dochazet ke ztratdm enzymatické aktivity.
S odumienim bunék muaze zaroven dochazet k vyplaveni proteas, které degraduji
enzymy.

Velké mnozstvi endogennich a exogennich sloucenin, v€etné mnoha Iékl
a jejich metabolitl, je inaktivovano enzymy Il. faze biotransformace. Predevsim
se jednd o UDP-glukuronosyltransferasu a glutathion-S-transferasu. Vysledky
Tzankové a kolektivu (2011) prokazaly aktivitu UGT i GST ve stfevnich fezech
a udrzeni stejné hladiny jejich aktivity po dobu 4 h inkubace (Tzankova et al. 2011).
Specifickd aktivita UGT byla naméfena v nizkych hladindch u stfevnich platkd
a jaternich Ffezl(. Ve stfevnich Fezech jiz aktivita UGT detekovana nebyla. Mozné
pFiciny jsou stejné jako v pripadé cytochromu P450. PrfedevSim tedy nedostate¢né
mnozstvi tkané, traumatizace béhem tvorby Fezu, ztrata aktivity pfi pfipravé
subcelularnich frakci, nebo vyplaveni proteolytickych enzymd.

Za jeden z mechanismd antioxida¢ni aktivity anthokyaninl je povazovano
zvySovani hladin glutathionu a zvySovani aktivity enzymu s glutathionem sprazenych,

véetné glutathion-S-transferasy (Shih et al. 2007). Jiné studie vSak toto tvrzeni vyvratily
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a prokazaly snizovani aktivity enzym Il. faze biotransformace (pfedevsim GST a UGT)
a enzymu z rodiny karbonylreduktas (Srivastava et al. 2007, Szotakova et al. 2013).

Specifickou aktivitu GST jsme stanovovali u stfevnich fezd. Ve dvou
oddélenych experimentech byly naméfeny hodnoty mirné odlisné. Zjistény rozdil maze
byt dusledkem pomalejSiho zpracovani materidlu nebo muze odrazet skutecnost,
Ze biologicky materidl pochazel ze dvou jedincl jejichz metabolickd aktivita se mohla
liSit. V druhém pfipadé bylo sniZeni specifické aktivity po 24 h inkubace trochu vyssi.
A to jak u kontroly, tak i u stfevnich Fez( s roztokem Urinalu Akut® v inkubagnim médiu.
V prvnim z experimentu si vy88i aktivitu zachovaly stfevni fezy inkubované s roztokem
Urinalu Akut®. U druhého experimentu nebyl rozdil v aktivité po 24 h statisticky
vyznamny. Hodnoty naméfené v prvnim z experimentd se stfevnimi fezy se bliZi
vysledkim ziskanym Tzankovou a kol. (2011) pfi hodnoceni moznosti metabolickych
studii u stfevnich fezd. Inkubaéni doba ve zmifiované praci v8ak nepfesédhla 4 h
(Tzankova et al. 2011).

U GST jsme provadéli jeji detekci pomoci elektroforézy a nasledného
imunoblotovani. Konkrétnim stanovovanym proteinem pfi této metodé byla isoforma
GSTu. V pfipadé jaternich feztl kontrolnich i ovlivnénych Urinalem Akut® b&hem
inkubace byla pfitomnost dané isoformy prokazana. Stejné tomu bylo u stfevnich fezu
(z druhého experimentu) v ¢ase 0 h, kde vSak jeji koncentrace byla vyrazné nizsi.
U stfevnich fezd po 24 h inkubace stanovovany protein prokazan nebyl. Tato zjisténi
potvrzuji pfedchozi vysledky specificke aktivity GST.

Moznou pfi€inou sniZzeni koncentrace proteinu a ztoho pramenici snizeni
aktivity GST po 24 h u stfevnich fezl je vyplaveni proteolytickych enzymd,
které katalyzovaly $tépeni tohoto proteinu.

Stejnym  postupem jen s pouzitim jinych protilatek jsme  zjiStovali,
zda je v jaternich a stfevnich fezech pfitomny protein karbonylreduktasy1. Jeho
detekce byla UspésSna pouze u stfevnich fezd, jejichz inkubace byla ukongena v ase
0 h. V cytosolu jaternich a stfevnich fez( inkubovanych 24 h pfitomnost prokazana
nebyla. Mozné pficiny toho vysledku jsou obdobné jako v pfipadé cytochromu P450
¢i UGT, predevsim tedy pusobeni proteas.

Metoda pripravy jaternich fezd pomoci pfistroje Krumdieck Tissue Slicer byla
UspéSné zavedena a pfipravena tak pro dalSi experimenty. AvSak Zivotnost
vykazovana tkanovymi fezy pfi inkubaci delSi jak 4 h byla velice nizka. Tento aspekt
omezuje pouziti tkanovych fezd predevSim pro metabolické studie. Nakladng,
ale uspésna metoda, jak zvysit jejich Zivotnost je dynamicka inkubace (systém DOC,
viz kap. 2.1.5.1). Ve studii Thohana a jeho kolektivu (2001) byl prokazan jeji pfiznivy
efekt na jaterni Fezy ve srovnani se stale ponofenymi fezy (Thohan et al. 2001). DalSi
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moznosti je suplementovani inkubaéniho média inzulinem a glukokortikoidy
(Possidente 2011).
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7 ZAVER

Vyuziti tkdnovych Ffez( otevira nové moznosti v mnoha oborech. Stéle se vSak
jedna o relativné novou metodu a je zapotiebi prozkoumat vSechny moZnosti,
které tento in vitro systém nabizi.

Zameérem prace bylo zavést metodu tkanovych fezl pomoci pfistroje Krumdieck
Tissue Slicer a stanovit optimalni podminky tvorby kvalitnich tkanovych fezu. Zakladni
podminkou pro ziskani validnich informaci je sou€asné sledovani zZivotnosti fez(. Nase
prace hodnotila vysledky tfi metod (MTT test, NR test, aktivita LDH). Nejpfesnégjsi
hodnoty poskytlo sledovani uniku LDH do média.

Doba inkubace v naSich experimentech neprekrocila 24 hodin. Po uplynuti tohoto
intervalu byla zivotnost jaternich ezl velmi nizka a fezl z tenkého stfeva minimalni.
Ovlivnéni cytotoxickou latkou (doxorubicinem) béhem inkubace vyznamné Gcinky
na zivotnost nepfineslo. Ani roztok Urinalu Akut® Zivotnost fezt neovlivnil.

Béhem prace nebyla udrzena Zivotnost Fezl po dostate¢né dlouhou dobu
pro rozsdhlé metabolické studie. Pfedev§im sledovani indukce enzymatické aktivity
a exprese proteinovych struktur by bylo obtizné.

Pfi sledovani metabolickych vlastnosti fezd byla méfena aktivita vybranych
enzymu |. a Il. faze biotransformace a v pfipadé GST a CBR i detekce odpovidajicich
proteind. Po 24 hodinédch byla aktivita velmi mala, nebo Zadna.

Metoda tvorby tkarfovych fezl byla zavedena, avSak pred zahajenim bézného
pouzivani bude potfeba ji dalé optimalizovat. Jednou z moznosti je pfidani inzulinu

a hydrokortizon 21-hemisukcinatu do inkuba¢niho média.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AKR
APS
BCA
BFB
BROD
CBR
CDNB
CYP
DOC
DOX
EBSS
EROD
GSH
GST
LDH
MDR
MROD
MTT
NADH
NADPH
NR
p-NF
PGE2
PVDF
SDR
SDS
UDP-GA
UGT
VEGF

aldo-ketoreduktasa

persiran amonny

bicinchoninova kyselina

bromfenolova modf

benzyloxyresorufin-O-dearylasa

karbonylreduktasa

1-chloro-2,4-dinitrobenzen

cytochrom P450

dynamicka organova kultivace

doxorubicin

Earleho vyvazeny roztok soli
ethoxyresorufin-O-deethylasa

glutathion

glutathion-S-transferasa

laktatdehydrogenasa

dehydrogenasa/reduktasa se stfedné dlouhym fetézcem
methoxyresorufin-O-demethylasa
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
neutralni cerven

p-nitrofenol

prostaglandin E2

polyvinyliden difluoridovd membrana
dehydrogenasa/reduktasa s kratkym retézcem
dodecylsulfat sodny

UDP-glukuronova kyselina
UDP-glukuronosyltransferasy

vaskularni endothelidlni ristovy faktor
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