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Abstrakt

Mira oxida¢niho poskozeni vlivem reaktivnich forem kysliku a dusiku je métena velmi
casto v bunkach in vitro. K tomuto ucelu slozi napt. fluorescencni sondy. Jsou to latky, které
reaguji s urCitymi druhy reaktivnich forem za emise fluorescen¢niho zéfeni. V buikach lze
pozorovat také poSkozeni DNA, lipidi ¢i proteinti. K tomuto ucelu bylo vyvinuto mnoho
technik, z nichz ovSem vétSina neposkytuje jednoznacné objektivni vysledky. Méfeni byvaji
zatizena mnozstvim interferenci. Techniky jsou Casto selektivni pouze pro urcité typy molekul
a vysledky tedy neodpovidaji celkové mife oxida¢niho poskozeni.

Tématem této bakalaiské prace je optimalizace vybranych technik pro méfeni miry
oxida¢niho poskozeni. Konkrétné stanoveni malondialdehydu a métfeni mnoZzstvi reaktivnich
forem kysliku a dusiku pomoci fluorescencnich sond DCFDA a DHR. Jako experimentalni
systém pro meéfeni oxidacniho stresu byly zvoleny primdrni potkani hepatocyty. Zvolené
techniky se podafilo optimalizovat a mohou byt dale vyuzity pro studium antioxidacnich

vlastnosti ptirodnich flavonoidnich slou¢enin v modelovém organismu potkana.
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Abstract

Levels of oxidation damage caused by reactive oxygen and nitrogen species is very often
measured in vitro in cells. For example, measurements are performed using fluorescence
probes. These substances react with certain kinds of reactive species by emitting fluorescent
radiation. It is also possible to observe cellular damage of DNA, lipids or proteins. Many
techniques were developed for this purpose but most of them don’t provide unambiguous
objective results. Measures are usually contaminated by large number of interferences. These
techniques are often selective just for certain types of molecules, therefore their results do not
correspond to generalized level of oxidation damage.

Topic of my bachelor thesis is optimization of selected techniques used in oxidation
damage levels measurements. Specifically, determination of malondialdehyde and
measurement of reactive oxygen and nitrogen species levels using DCFDA and DHR
fluorescence probes. Rats primary hepatocytes were used as an experimental system for
measuring. These techniques were successfully optimized and can be used for further study of

antioxidation characteristics of natural flavonoid compounds in rats as model organisms.
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1 Seznam pouzitych zkratek

O-WP oo z angl. well plate; 6-jamkova desticka
BOHAG ...t 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin
2A4-WP ..o e z angl. well plate; 24-jamkova desticka
00-WP ..ot z angl. well plate; 96-jamkova desticka
B A ettt et eaee kyselina bicinchoninova
BSA z angl. bovine serum albumine; hovézi sérovy albumin
DCF 2’,7 -dichlorofluorescein
DCEDA ...ttt e 2,7’ -dichlorodihydrofluorescein diacetat
DCFH .ottt ettt st ens dichlorodihydrofluorescein
DIMPO ... 5,5-dimtehyl-1-pyrrolin-N-oxid
DNA e z angl deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
ESR oo elektronova spinova rezonance
P S et ettt et e e e b e e tee et e e aeeenbeeneas lipopolysachrarid
MDA .ttt ettt ettt et e tb e e bt e st e e bt e nateebeensaeenbaens malondialdehyd
1Y 1 L TSRS methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromid
NADPH ..o nikotinamidadenindinukleotidfosfat
O m ettt et e et e te et e b e e taeentaens superoxidovy anion radikal
0] o) OO U PO PSR PTURRUROURRORI obrazek
(0] KSR hydroxylovy radikal
54 5 3\ TS N-tertbutyl-p-phenylnitron
PBS e z angl. phosphate buffer saline; fosfatovy pufr
PUFA ..o, z angl. polyunsaturated fatty acids; polynenasycené mastné kyseliny
RNS L z angl. reactive nitrogen species; reaktivni formy dusiku
ROS L. z angl. reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku
ROSN ............. z angl. reactive oxygen and nitrogen species; reaktivni formy kysliku a dusiku
TBA e z angl. thiobarbituric acid; kyselina thiobarbiturova
TBHP ...ttt et et s tert-butylhydroperoxid
2% 114 USSR z anglictiny



2 Teoreticky uvod
2.1 Oxidacni stres

Oxidac¢ni a redukéni reakee v biologickych systémech maji zdsadni vyznam pro riizné
biochemické pochody spojené s metabolickymi zménami v naSem téle [1]. Oxidacni stres je
vysledkem nerovnovahy mezi zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a dalSich
oxidovanych metabolitii a limitovanou kapacitou antioxida¢nich mechanismu bunky ¢i celého
organismu. Reaktivni formy kysliku hraji dtlezitou roli ve vzniku mnoha chronickych
onemocnéni ¢loveka, jako jsou napiiklad kardiovaskularni onemocnéni, neurodegenerativni
onemocnéni, cukrovka ¢&i rakovina. Casto se hovoii o oxidaénim stresu v souvislosti se
starnutim. Vzhledem k vySe zminénym problémiim, které mohou ROS a dal§i oxidované
metabolity v organismu zpusobit, je dilezité studovat vedle jejich vlivu na jednotlivé bunky
také vliv na cely organismus [2]. Za reaktivni formy kysliku lze povazovat takové molekuly,
jejichz atomarni struktura obsahuje neparové elektrony ve vnéjSich slupkéch elektronového
obalu. Neparové elektrony zpiisobuji jejich nestabilitu a reaktivitu [3].Vzhledem k vysoké
reaktivité maji tyto molekuly kratkou dobu zivota. Reaguji nespecificky s celou tadou
biomolekul, jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny. ROS mohou byt inaktivovany
pomoci enzymil ¢i pomoci dalSich antioxida¢nich zachytovych mechanismti [4]. Reaktivni
formy kysliku mohou mit jak radikalovou, tak neradikélovou povahu. Patii mezi né naptiklad
superoxidovy anion radikal, hydroperoxylovy radikal, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal,
alkoxylovy radikal, peroxylovy radikal, singletovy kyslik a dal§i. Mimo reaktivnich forem na
bazi kysliku existuji i reaktivni formy na bazi dusiku (RNS). Mezi tyto formy patii oxid dusnaty
¢1 oxid dusicity [5].Reaktivni formy kysliku dusiku a dalSich reaktivni formy molekul jsou

obecné oznaCovany jako ROSN.

2.2 Mechanismus tvorby ROS

Molekuly kysliku a dusiku jsou v organismu jednim z hlavnich zdroju volnych radikalt.
Oxidacni a redukéni reakce byvaji v organismu sptazené. Mechanismus vzniku reaktivnich
forem kysliku je tedy doprovéazen celou fadou reakci, pfi kterych dochazi k pfenosu elektroni.

Nejprve dochézi k jednoelektronové redukci molekuly kysliku na vysoce reaktivni
superoxidovy anion radikal (O;7). Mezi dobfe znamé generatory superoxidovych anion
radikall patfi mitochondridlni oxida¢né-redukcni systém a monooxygenasa, nicméné existuje
mnoho dalSich generatort reaktivnich forem kysliku, napf. xantin oxygenasa, lipooxigenasa,

mitochondrialni oxidasa ¢i NADH/NADPH oxidasa. Superoxidové radikaly dale podléhaji
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pfeméné pomoci superoxid dismutasy na peroxid vodiku. Peroxid vodiku je stabilngj$i nez
ostatni radikdly a je tak jednou z hlavnich forem ROS uvniti buiiky. Peroxid vodiku podléha
rozkladu na vodu a kyslik pomoci enzymu katalasa nebo je z néj generovan hydroxylovy radikal

(OH-) pomoci Fentonovy reakce. (Obrazek 1) [6].

sSOD katalasa

Cu () | Fe (l)

0,——=[0;'" —— [H,0,| — H,0 + 0,

NADH/NADPH oxidasa
lipooxygenasa NO
cyklooxygenasa

p-450 monooxygenasa
mitochodnrialni
oxidativni fosforvlace |

Fentonova reakce

ONOO-  *OH

Obrazek 1: Mechanismus tvorby ROS. Prevzato a upraveno z [6].

Fentonova reakce

Fentonova reakce, ptresnéji Harber-Weissova reakce, popisuje vznik hydroxilovych
radialt. Harber-Weissova reakce generuje toxiCtéjsi radikdl OH- z méné€ reaktivniho Oz~ a
peroxidu vodiku, ktery muze byt generovan enzymove. Reakce je v biologickych systémech
termodynamicky nepiizniva. Hodnota rychlostni konstanty, ktera je druhého tadu, se ve
vodnych roztocich rovna nule. K tomu, aby reakce probihala v biologickém systému je,
nezbytna katalyza pomoci iontu ptrechodného kovu. Takto katalyzovana reakce je poté
kovli, jako hlavni mechanismus Fentonovy reakce je povazovéana reakce katalyzovana
zeleznatymi kationty [7].

Fentonova reakce: Fe** + H,O, — Fe** + OH™ + OH-

2.3 Zdroje ROS v organismu

ROS mohou byt in vivo produkovany mnoha zdroji, jako napt. autooxidace,
fotochemické a enzymové reakce. Na generaci ROS se mohou podilet jak endogenni latky, tak
rizné druhy xenobiotik. Existuje veliké mnoZstvi enzymii schopnych generovat ROS. Mezi tyto
enzymy lze zaradit cytochromy P450, rizné druhy oxidas, peroxidas, lipooxigenas a

dehydrogenas.



NS4

generovanymi v mitochordii jsou pfedev§im méné reaktivni formy, jako peroxid vodiku a
superoxidovy anion radikal. Mnozstvi produkovanych radikala pii norméalnich ¢i patologickych
podminkach neni pfesné zndmo. V literatufe je nejcastéji uvadéno, Ze 2% z celkové spotieby
kysliku v mitochondrii je za normalnich podminek pievedeno na ROS. Tato hodnota nicméné
neni zcela smérodatnd, protoze byla ur€ena v umélém in vitro systému. Proces izolace
mitochondrii sdm o sobé& nevyhnutelné zpiisobuje urcité poskozeni. Skutecna produkce radikali
v neporusenych mitochondriich ve zdravé tkéani je pravdépodobné mnohem nizsi. Podstatné
vyssi produkce ROS mize nastat v pfitomnosti rtiznych druhli xenobiotik nebo nastavenim
podminek, které jsou pro buiiky nefyziologické [7]. Zdrojem mitochondridlnich ROS se zda byt
urCity druh proteinu obsahujici ion kovu o nehemové struktuie, ktery prendsi elektrony na
molekuly kysliku. K tomu dochazi pfedevsim na komplexu I (NADH-koenzym Q) a v mensi
mife po autooxidaci koenzymu Q z komplexu II (sukcinat-koenzym Q) nebo komplexu III

(koenzym QH2- cytochrom c reduktazy) (viz Obrazek 2).
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Obrazek 2: Dychaci retézec. Prevzato a upraveno z [7].

Je nutné podotknout, ze piesny piispévek kazdého mista k celkové mitochondrialni
produkci ROS je ovlivnén mistnimi podminkami, které zahrnuji chemické ¢i fyzikalni

poskozeni mitochondrie, dostupnost kysliku (hypoxie) a ptitomnost xenobiotik.

2.4 Exogenni latky zpusobujici oxidacni stres

Clovék se béhem kazdého dne setkava s velikym mnozZstvim exogennich latek, které
télu zpisobuji oxidacni stres. Obecné k nému piispiva znecisténd voda a ovzdusi, alkohol ¢i
tabakovy koutf. Mimo tyto globalni faktory existuje celd fada chemickych latek, které jsou
v literatufe uvadény jako latky plisobici oxidacni stres. Jsou to napi. hnojiva a latky pouzivané

v zemédé@lstvi (napft. pesticidy), rizné drogy a léky (napf. paracetamol, bleomycin, doxorubicin

4



nebo metrenidazol) [10] . Casto vyuzivanou latkou pro védecké Gdely v souvislosti s oxidaénim
stresem je lipopolysacharid (LPS) z bakterie E.coli. LPS je endotoxin, ktery se nachazi ve vnéjsi
membran¢ gramnegativnich bakterii. Obecné¢ dokaze u hostitele vyvolat celé spektrum
biologickych ucink, jak Skodlivych, tak prospésnych. Biologicky aktivni Casti této molekuly
je lipid A [11]. LPS je spoustéc zanétlivych projevii organismu v piipadé sepse. V pribehu
sepse dochéazi k disfunkci mitochondrii a snizeni hladiny adenosintrifosfatu. Disfunkce
mitochondrii zptisobend LPS muze vést k produkei laktatu. ZvySena intraceluldrni koncentrace
laktatu zplisobuje v buiice acidosu. Vlivem disfunkce mitochondrii dale dochazi k tvorbé
toxickych radikald a uvoliiovani cytochromu ¢ z poskozenych mitochondrii. Kombinace vyse
zminénych faktord mize vést az k multiorgdnovému selhani. Za pfimy projev toxicity LPS
byva oznacovano zvyseni hladiny mediatorti zanétu. Bylo dokazano, ze LPS ovliviiuje funkci
kaspas, které zodpovidaji v buiice za pribéh apoptdzy. Kaspasy se uplatiiuji také v piipadé

nekrotickych stavii zpisobenych zanétlivymi procesy [12].

2.5 Vyznam ROS v organismu

Ackoli jsou reakce zavislé na kysliku a aerobni respirace je nejefektivnéjsim zdrojem
pro ziskévani energie, tak ROS vznikl¢é v priib&hu téchto déjii jsou potencialné velmi toxické a
mohou zpusobit mnohd poskozeni. Zaroven jsou ROS nezbytnymi faktory pii normalnim
metabolismu [13]. ROS jsou nezbytné napt. v prubéhu reprodukce, pro spravnou funkci
imunitniho systému ¢i jako signaliza¢ni molekuly. Podrobnéji se pozitivnim a negativnim

ucinkiim ROS budou vénovat nasledujici podkapitoly.

Pozitivni ucinky

ROS maji pozitivni vliv na mnoho riznych dé&ji v naSem organismu. ROS jsou dulezité
v pribéhu reprodukce a vyvoje plodu. Ovliviluji motilitu spermii, proces kapacitace a
akrozomovou reakci. Behem oplozeni tedy hladina ROS ovliviiuje interakci vajicka se spermii
[14]. ROS jsou vyznamné v imunitnim systému. ROS aktivuji NADPH oxidasu. NADPH
oxidasa patfi do skupiny enzym, které uvolnuji superoxidové radikdly pomoci pienosu
elektronti z nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH) na molekulu kysliku. Tyto enzymy
jsou lokalizovany napf. na bunétné membrané makrofagli, neutrofilnich granulocyti ci
endotelialnich buné¢k [15]. Ptestoze jsou ROS spojené ptevsim s bunéénym poskozenim, jsou
z fyziologického hlediska v organismu dileZzité v procesu vnitrobunééné signalizace a regulace.
PtenaSeji informace z vnéjSiho prostfedi bunky do cytoplazmy a do jadra. Pfenos je ovlivnén

rustovymi faktory, cytokiny ¢i neutrostransmitery. Signaly jsou zodpovédné za genovou
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expresi, svalové kontrakce, nervové pienosy nebo bunéény rust. ROS jsou tedy nezbytné pro
spravné fungovani signalnich drah. V ramci svého plsobeni v signalnich kaskddach se mohou
ROS vyskytovat na riiznych mistech signalni drahy [1]. ROS mohou ptisobit také jako obrana
hostitele pied utokem mikrobt [14].

Negativni ucinky

Toxicita ROS vychazi z jejich schopnosti reagovat s riznymi slozkami molekuly
deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Dokazi poSkodit jak pyrimidinové, tak purinové baze, a
zarovenn 1 fosfodeoxyribozovou kostru. PoSkozeni DNA je prvnim krokem vedoucim
k mutagenezi, karcinogenezi a starnuti bunék. Utoky ROS na DNA mohou vést k indukci
transkripce, signalnich drah, replikaci chyb v genetickém kodu a celkové nestabilité genomu.
Vsechny tyto problémy jsou pravdépodobné spojeny se vznikem malignich nadort. Piesny
mechanismus ovSem neni doposud znam [16]. Mimo DNA jsou utoky ROS zasazeny i dalsi
bunéné¢ komponenty, jako jsou napiiklad polynasycené mastné kyseliny nebo zbytky
fosfolipidii. Dochazi tedy k peroxidaci lipidi. V pribéhu tohoto jevu dochdzi ke vzniku
peroxylového radikalu. Peroxylovy radikdl je pomoci cyklické reakce ptetvofen na
endoperoxidy. Endoperoxidy jsou prekurzory pro vznik malondialdehydu (MDA). Produktem
peroxidace lipidi je 4-hydroxy-2-nonal. MDA je karcinogenni latkou pro potkani buiky a
mutagenni pro bakterialni i buiiky savci, zatimco 4-hydroxy-2-nonal je pouze slabé mutagenni,
ale zd4 se byt hlavnim toxickym produktem lipidové peroxidace. Stanoveni miry lipidové
peroxidace je velmi uziteCnym ukazatelem miry oxidacniho stesu, ale vzhledem k nizké
specifité a selektivité neni zcela vérohodné, predevsim pii pouziti in vivo [17]. Oxidacni stres
postihuje nejen lipidy a DNA, ale také proteiny. Kdyz proteiny reaguji s hydroxylovymi
radikaly dojde k tvorbé uhlikového radikalu. Tento radikal za aerobnich podminek snadno
reaguje s molekulou kysliku za vzniku peroxylového radikalu. Vznik téchto radikalt a jejich
dalsi reakce ptispivaji ke zméné tvaru a fluidity membréany. V ptitomnosti atomu piechodného
kovu muize dojit k oxida¢nimu S$tépeni spolu se ztratou histidinovych zbytkti a tvorbé
alkylovych a alkyl peroxylovych radikalii. Koncentrace karbonylovych skupin je dobrym
ukazatelem oxidace proteinit zplisobenou ROS, protoze ROS modifikuji postranni fetezce
proteinogennich aminokyselin, coz vede ke vzniku dalSich karbonylovych skupin [18].

Postranni fetézce vSech proteinogennich aminokyselin jsou citlivé na oxidacni utoky
zplisobené ROS. Obzvlasté citlivé jsou cysteinové a methioninové zbytky. Zeleznaty kation se

dokaze navazat na specifické misto proteinu a komplex zeleznatého kationtu a proteinu reaguje



s peroxidem vodiku prostfednictvim Fentonovy reakce za vzniku reaktivnich forem kysliku

[19].

2.6 Antioxidacni systémy

Béhem procesu evoluce si ogranismy vytvofily rozlicné druhy mechanismi, kterymi se
Mezi ROS a antioxidanty panuje rovnovaha. Pfi zvySeni hladiny ROS je tato rovnovéaha
porusena, coz vede ke zméné podminek v intraceluldrnim prostiedi, které budou posunuty vice
ve sméru oxidacnich reakei. [3].

Utinek ROS a RNS je balancovan pomoci antioxidanti, které mohou byt jak enzymoveé,
tak neenzymové povahy. Antioxidanty pfedstavuji ochranu, diky které muze dojit k pfimému
odstranéni volnych radikdli. Diky témto vlastnostem jsou pro télo nezbytné dulezité.
Antioxidanty by mély specificky zhaSet volné radikaly, chelatovat ionty pfechodnych kovi, a
regenerovat dal$i antioxidanty v antioxidacni kaskadé. Nékteré antioxidanty maji pozitivni
efekt na genovou expresi tim, ze ostranuji ROS, které by mohly DNA poskozovat. VSechny
antioxidanty by mély byt pro organismus snadno odbouratelné [20].

NejucinéjSimi enzymatickymi antioxidanty jsou superoxid dismutasa, katalasa a
glutathion peroxidasa. Mezi neenzymové antioxidanty patii vitamin C, vitamin E, karotenoidy,
thiolové antioxidanty (glutathion, thioredoxin, kyselina lipoova) a ptirodni flavonoidy. Nékteré
antioxidanty potfebuji hydrofilni prostfedi, jiné zase hydrofobni. Existuji také antioxidanty
schopné uvniti buiikky fungovat v obou prostfedich. Pfikladem antioxidantu, ktery ucinkuje ve
vodné fazi, je vitamin C. Reaguje ve vodném prostiedi se superoxidem. Vitamin E také reaguje
se superoxidem, ale v lipofilni fazi. Kyselina a-lipolova podléhd reakcim jak v prostiedi
bunéénych membran, tak v cytosolu. Schopnost regenerovat jeden antioxidant jinym
antioxidantem je ddna redoxnimi potencialy (pomér oxidované a redukované formy) dané¢ho

paru latek [1].

2.7 Exogenni antioxidanty

V dnesni dob€ jsou exogenni pfirodni latky s antioxida¢nimi schopnostmi velmi
popularizované. Mezi pfirodni antioxidanty lze zatadit pfedevSim vySe zminénou skupinu
flavonoidii, dale pak skupinu ubychinonti a polyfenoll. Antioxidanty pfijimané ve stravé
funguji jako ,,lapace* volnych radikali, reakéni mechanismy se ovSsem mohou liSit. Obecné
antioxidanty neutralizuji (zhaSeji) volné radikaly, poméhaji obnovovat oxidované bunécné

membrany a napomahaji ke snizeni produkce ROS [21]. VétSitna antioxidatnd, mezi nimi i
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flavonoidy a polyfenolové pigmenty, se v ramci rostlinné fiSe vyskytuji v rostlinnéch, ovoci
nebo semenech. Flavonoidy se déli na flavonoly (napf. quercetin), flavony (napfi. luteolin),
flavanony (napi. naringenin), anthokyanidiny (napf. cyanidin) a isoflavony (napi. genistein).
V nasledujicich kapitolach budou kratce zminény jako ptiklady dvé flavonoidni latky a dvé

neflavonoidni [22].

Resveratrol

Resveratrol (Obrazek 3D), systematickym nazvem 3,5,4 -trihydroxystilben, se fadi
mezi polyfenolické latky. Vyskytuje se v riiznych druzich semen a slupkach mnoha plodti napt.
v hroznovém ving, bortivkach a brusinkach. Cervené vino lze oznadit jako nejbézngjsi piirodni
zdroj resveratrolu. Resveratrol neni toxicky a je pro ¢lovéka snadno vstiebatelny. Metabolismu
resveratrolu vede k tvorbé konjugovanych sulfati a glukuronidd, které si zachovavaji urcitou

miru biologické aktivity. Na zaklad¢ pokust in vitro bylo dokdzéano, Ze resveratrol vychytava

OH- a tim chrani DNA pted oxida¢nim poskozenim [22].

Quercetin

Quercetin (Obrazek 3C), systematickym nazvem 3,3",4",5,7-pentyhydroxylflavone, je
prirodni bioaktivni flavonoid, ktery lze nalézt v celé fadé bézné hospodarsky péstovanych
rostlin. Vyskytuje se v riznych druzich ofechi, hroznovém ving, cibuli, jablkach, brokolici a
také v ¢erném caji [23].

Antioxidacni vlastnosti quercetinu se odviji od jeho chemické struktury. Za ochranu
proti volnym radikalt je zodpoveédna hydroxylova skupina, ktera ve své konfiguraci miize vazat

radikaly [22].

Kurkumin

Kurkumin (Obrazek 3A), systematickym nazvem diferuloylmethan, je svitivé zluta
latka fadici se mezi polyfenoly. Vyskytuje se v koteni rostliny Curcuma longa, ktera je typicka
pro zemé Stfedniho vychodu a Asie, kde se piidava jako jedna ze slozek do smési koteni
zvané¢ho curry, jemuz propujcuje typickou Zlutou barvu. Diky své struktufe reaguje s ROS 1
RNS a snizuje tak jejich hladinu v organismu. Vzhledem ke své lipofilni povaze reaguje také s
peroxylovymi radikaly. Kurkumin mtze modulovat aktivitu katalas, superoxiddismutasy a
dalsich enzymu podilejicich se na na neutralizaci ROS. Zaroven inhibuje aktivitu ROS

generujicich enzymu jako je napi. xanthin hydrogenasa [22].



Dihydromyricetin

Dihydromyricetin (Obrazek 3B) je hlavni bioaktivni slozkou c¢inské rostliny
Amopelopsis grossedentata, kterd byva vyuzivana v tradi¢ni ¢inské medicin€. Bylo dokazano,

ze tato latka ma mimo jiné také antioxidacni vlastnosti. Dihydromyricetin se fadi mezi

flavonoly a byva n¢kdy nazyvan ampelopsin [24].

Vzhledem k antioxida¢nim vlastnostem (snizovani hladiny ROS a indukci tvorby

oxidac¢niho stresu) lze usuzovat, ze dihydromyricetin mé silné protinddorové ucinky u

nekterych typh maglignich nadort [25].

A . B

@
S

Obrazek 3: Chemickeé struktury vybranych antioxidanti. A — kurkumin , B —
dihydromyricetin, C — quercetin, D — resveratrol. Prevzato a upraveno z [26].

2.8 Techniky urceni miry oxida¢niho poSkozeni

Technik, kterymi je ROS a RNS mozZno stanovit je mnoho. Témto technikdm se budou

veénovat nasledujici kapitoly.



2.9 Elektronova spinova rezonance

Elektronova spinova rezonance (ESR) je jedinou technikou, diky které jsme schopni
sledovat radikaly a jejich mnozstvi pfimo. Je tedy jedinou technikou, kteoru lze povazovat
v jisté mife za absolutni. Umoznuje detekci nesparovanych elektronti [27]. Nevyhodou této
techniky je schopnost bezpecné detekovat pouze méné reaktivni radikaly. Vice aktivni radikaly
se nehromadi v organismu v dostatécné vysokych mnozstvich, aby bylo mozné je pomoci ESR
stanovit. Jednim z feSeni tohoto problému je pouziti tzv. ,pasti. Jedna se o latky schopné
zachytit vysoce reaktivni radikaly a reagovat s nimi za vzniku stabilniho radikalu, ktery lze jiz
pomoci ESR detekovat. Nevyhodou je, ze v okamziku pouziti pasti jiz pfestava byt technika
absolutni. Mnozstvi radikalti poté zavisi na mnozstvi, které se podafi navazat na danou

radikalovou past [28].

Pasti pouZzivané ex vivo

Existuje cela fada pasti, které jsou vyuzivany pro testy na bunéénych kulturach i na
zvitatech. Mezi bézné pouzivané latky patii predevsim N-tertbutyl-p-phenylnitron (PBN) a
5,5,-dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO). Obecné jsou PBN, DMPO a jim podobné latky
pouzivany pro pokusy ex vivo [29]. PBN je latka se sumarnim vzorcem CiiHisNO. Jeji

molekulova hmotnost je 177,3 g/mol. Chemicka stuktura latky je uvedena na Obrazek 4.

\|+\|/t-Bu
| _

O

Obrazek 4: Chemicka struktura PBN. Prejato a upraveno z [30].

0 O

| H |
H®|\I R
/j<
R

Obrazek 5: Reakce PBN s R-, produktem je stabilnéjsi radikal, ktery Ize pomoci ESR
stanovit. PFevzato a upraveno z [31].
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DMPO mé sumarni vzorec C¢H11NO a molekulovou hmotnost 113.16 g/mol. Chemicka

struktura je popsana na Obrazek 6.
H3C
3 Ve
HaC T

O

Obrazek 6: Chemicka struktura DMPO. Prejato a upraveno z [32].

Jeden z obecné podcenovanych problémi spo¢ivd v tom, ze reakéni produkty, které
poskytuji ESR signal mohou byt rychle odstranény (zhaseny), a to aktivitou nékterych enzymu.
Ke zhaSeni mize dochaze také vlivem rtznych latek, které se v organismu bézné vyskytuji,
napf. askorbatu. Tento problém siln¢ zasahuje i DMPO, ktery je vyuzivan k zachyceni
hydroxylovych radikala. V literatufe je popisovana schopnost askorbatu snizit mnozstvi
radikala pfi meéfeni vyuzivajicich DMPO. Spekuluje se tedy o jeho antioxidacnich

schopnostech v daném systému [33].

Radikalové pasti pouzivané in vivo

Potencialné vhodnéjsi pro pokusy in vivo u lidi jsou aromatické pasti volnych radikald.
U latek pouzivanych pro testy na lidech je nezbytnd piedevSim jejich fyziologicka
vstfebatelnost organismem. Piikladem téchto latek salicylat ¢i fenylalanin. Salicylat je
v pfitomnosti OH- hydroxylovan na 2,3-dihydroxybenzoat. Oba optické izormery 2,3-
dihydroxybenzoatu jsou hydroxylovany OH- na orto- a metyl- tyrosin. Jak 2,3-
dihydroxybenzoat, tak orto- a methyl- tyrosiny zfejmé nevznikaji vlivem enzymové aktivity in
vivo. Efektivita aromatickych pasti pii detekci OH- zéavisi na koncentraci v misté, kde jsou
volné radikaly generovany. Dochazi ke kompetici mezi danou pasti a dalSimi latkami,
schopnymi pohlcovat volné radikaly, a proto je nepravdépodobné, Ze by né&jakd past byla
schopna polapit vice nez malé procento z celkové produkovaného mnozstvi OH:-. Z tohoto
tvrzeni tedy vyplyva, ze aromatické lapace radikalti nejsou vhodnymi latkami pro kvantifikaci
hydroxylovych radikalti. Obzvlasté pro plazmu jsou tyto techniky nevhodné, protoze neni
mozné urCit pivod OH-, které¢ jsou v plazmé detekovany. Z vyse uvedenych skutecnosti
vyplyva, ze tyto techniky neposkytuji zcela objektivni vysledky [34]. Dalsim piikladem

radikalovych pasti jsou uratové pasti. Urat je oxidovan pomoci ROSN [35].
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Jednim z hlavnich oxidac¢nich produktl uratu je alantoin. ZvySené hodnoty allantoinu
v plazmé naznacuji, ze byl dany organismus vystaven oxida¢nimu stresu. Allantion lze také
stanovit v moc¢i. Méfeni allantoinu se zda byti jednou z nejslibnéjSich metod pro kvantifikacaci
celkového oxida¢niho stresu pii méteni in vivo. Hladina uratu v lidském téle je fyziologicky

vysoka a zaroven urat reaguje se Sirokou Skalou ROSN [36].

2.10 Stanoveni mnoZstvi ROSN v bunéénych kulturach

Nauvod je podstatné zminit, ze v prabeh samotné kultivace bunéénych kultur zptasobuje
oxida¢ni poskozeni [37]. Existuje fada technik, pomoci nichz miZeme na bunéénych kulturach
sledovat, jak vznik4 v buiikach oxida¢ni poskozeni. Mezi obecné zakonistosti patii napf. fakt,
ze peroxid vodiku velmi snadno prochéazi skrz bunééné membrany, kdy k priichodu do bunky
pravdépodobné vyuziva aquaporint [38]. Na zéklad¢ snadného priiniku peroxidu vodiku do
bunky skrz aquporiny muze katalasa ovlivitovat jeho intralularni a extracelularni koncentraci.
Snizenim extracelularni koncetrace peroxidu vodiku dojde ke zméné koncetraéniho gradientu
a peroxid vodiku proudi z bunky ven. Na rozdil od peroxidu vodiku O~ neprochazi skrz
bunénou memebranu [39]. Obecné je tfeba si pied experimentem uvédomit, jaky efekt maji
ruzné latky ¢i enzymy na ROSN v kratkém case a jaky po delsi dobé.

Ke studiu oxida¢niho stresu u bunéénych kultur lze vyuZzit spinovych pasti a detekci
pomoci ESR, jak bylo jiz zminéno v kapitole (2.9). Druhou moznosti je vyuziti sond na bazi

fluorescence. Dvéma nejvyuzivanéjSimi sondami se budou zabyvat nasledujici kapitoly.

Dichlorodihydrofluorescein diacetate

2’,7’-Dichlodihydrofluorescin  diacetdt (DCFDA) je nejcastéji  pouzivanou
fluorescen¢ni sondou pro uréeni miry oxida¢niho stresu v bunécnych kulturach [40]. DCFDA
je deacetylovan na dichlorodihydrofluorescin (DCFH) pomoci bunéénych esteras. DCFH
nevykazuje fluorescenci. Vlivem ROSN je DCFH pfeménén na dichlorofluorescein (DCF).
DCEF vykazuje silnou fluorescenci pii 525 nm pfi excitaci okolo 488 nm. Cely prabéh pfemény

je popséan na Obrazek 7.
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2',7-Dichlorodihydrofluorescein

ROS /BRNS

2',7'-Dichlorofluorescein (DCF)

DCF"~

Obrazek 7: Mechanismus vzniku DCF. DCF vykazuje silnou fluorescenci pri 525 nm
pri excitaci kolem 488 nm. Prevzato a upraveno z [41].

DCFDA vstupuje do bun¢k a akumuluje se v cytosolu. Ve vyssich davkach muze
DCFDA ptsobit cytotoxicky. Sonda musi byt nandSena na bunky ve velmi nizkych
koncentracich. V literatue je uvadéna koncetrace 1-10mM jako optimalni. Pti kultivaci je
nutné pouzivat médium neobsahujici sérum, protoze by sérum mohlo obsahovat endogenni
zdroj esteras., coz mtize ovlivnit vysledna data. Deesterifikovany dichlorofluorescin mé totiz
niz8i prostupnost skrz bunéénou memebranu. Vystavenim sondy svétlu o vysoké intenzité
zafeni mize mit také na méfeni vliv. Nevyhodou DCFDA je velmi pomalé reakce s peroxidem
vodiku a peroxidovanymi lipidy [42] [43]. Peroxid vodiku ani O>-- DCFH na DCF oxidovat
nedokaze. Peroxylové, alkoxylové a OH- radikély tuto schopnost maji. Z toho vyplyva, ze

vysledky pfi pouziti DCFDA znédzorfiuji celkové mnozstvi ROSN. [40][44].

Dihydrorhodamine 123

Dihydrorhodamine 123 (DHR) je sonda, kterd je vyuzivana pro detekci urcitych druht
ROSN (OH-, ONOO", NO>'" a n¢kterych druhii peroxidovych derivatii). Reakce s peroxidem
vodiku a O2- probihaji Spatné¢. DHR je pomoci ROSN oxidovan na rhodamine 123, ktery
vykazuje vysokou fluorescenci kolem 536 nm pii excitaci kolem 500 nm. Rhodamine 123 je

lipofilni, pozitivné nabitd latka, kterd se vzhledem ke svému néboji akumuluje v mitochondriich

[45]. Reakce DHR s ROS je popsana na Obrazek 8.
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Obrazek 8: Reakce DHR s ROS za vzniku rhodaminu 123, ktery vykazuje silnou
fluorescenci pri 536 nm pri excitaci kolem 500 nm. Prevzato a upraveno z [41].

2.11 Techniky zaloZené na méreni lipidové peroxidace

Lipidy mohou vlivem ROSN podIléhat oxidaci, chloraci ¢i nitraci. S lipidy nereaguji
peroxidem vodiku ani s Oz ". Byly vyvinuty techniky pro zkouméni miry nitrace ¢i chlorace.
Catéji je oviem zkouména mira oxidace lipidi. Polynenasycené mastné kyselina (PUFA)
obsahujici 2 nebo vice dvojnych vazeb jsou obecné velmi citlivé na oxidaci zptusobenou
riznymi druhy ROSN. Proces peroxidace je pomérné slozity a probiha pies fadu meziprodukt.
Reakci PUFA s OH- dochazi ke vzniku peroxylovanych lipidovych zbytkil. Tyto zbytky poté
mohou reagovat s dalsSimi PUFA za tvorby hydroperoxidu daného lipidu a peroxylovaného
lipidového zbytku ,,napadené* PUFA. Druhou cestou je atak intramolekularni dvojné vazby
PUFA peroxylovanym zbytkem za vzniku cyklického endoperoxidu. Endoperoxid se pak dale
rozkladda na MDA. MDA je jednim z mnoha nizkomolekuldrnich produkti vznikajicich
rozpadem lipidového hydroperoxidu. Mnozstvi MDA lze detekovat pomoci kyseliny
thiobarbiturové (TBA), se kterou MDA tvoii barevny konjugét, jenz lze spektrofotometricky
detekovat pti 532 nm. Reakce MDA s TBA je znazornéna na Obrazek 9.

o)

I S._N_. OH OH N_ SH
o

CH YN N

CH, + 2 N — N c—Cc=C—Is_ N

' /g H HH

CH 0”7 >N

g S OH OH

Obrazek 9: Reakce MDA s TBA. Vznikne barevny konjugat stanovitelny pri 532 nm.
Prejato a upraveno z [46].

Tuto techniku lze oznacit za jednu z obecné nejvyuzivanéjsich technik pro zjisténi miry
lipidové peroxidace. Technika poskytuje spekulativni vysledky, protoze velka ¢ast konjugatii

s TBA vyskytujicich se v télnich tekutinach mtze vznikat jinym zptsobem nez béhem lipidové
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peroxidace. Koncentrace MDA muze vzriist napi. vlivem reakce ROSN s kyselinou sialovou a
deoxyribozou. Metoda popsand vyse je tedy v této formé pro souCasny moderni vyzkum
neakceptovatelna. Pro védecké ucely se vyuziva modifikace, kdy je konjugat MDA-TBA
izolovan pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie [47]. Ani v pfipadé¢ pouziti
vysokoucinné kapalinové chromatografie nelze tvrdit, Ze jsou vysledky validni, nebot’ neni
mozné odliSit hydroperoxidy lipidi a aldehydii vytvotené v disledku lipidové peroxidace od
hydroperoxidii lipida a aldehydid pfijimanych v potravé [48]. Pravdépodobnobné nejlepsim
dostupnym biomarkerem lipidové peroxiroxidace uvadénym v literatufe jsou isoprostanony.
Vznikaji jako kone¢né produkty peroxidace PUFA. VétSina publikovanych praci se vénuje
skupiné F2-isoprostanonii vznikajicich z kyseliny arachidonové. Nicméné se ukazuje, ze ani
isoprostonanony se nezdaji byt idealnimi biomarkery, protoze jejich detekci mohou ovlivnit
parametry jako je napf. koncentrace kysliku. Pfestoze isoprostanony nejsou idealnimi
biomarkery byvaji ¢asto vyuzivany ve studiich tykajicich se obezity a hypercholesterolémie

[49] [50].

2.12 Techniky mérici miru oxida¢niho poSkozeni DNA

Oxidac¢ni poskozeni DNA pravdépodobné zvySuje riziko vzniku rakoviny. Prozatim
neexistuje technika, kterd by se dala oznacit jako ,,zlaty standard* pro ur¢ovani miry poskozeni
DNA vlivem ROSN. Poskozenim DNA vznika Sikoka skala modifikovanych bazi a cukri.
Prestoze nelze jeden urcity produkt oznacit jako ukazatel celkového poskozeni DNA, byva
k tomu ucelu vyuzivan 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin (80HdG). Pro stanoveni mnozstvi
8OHdG se vyuziva analyticky technik jako napf. vysokotc¢innd kapalinova chromatografie,
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci ¢i plynova chromatografie
s hmotnostni detekci [51]. Jako veliky problém se ukazalo, ze 8OHdG vznika jiz v prubéhu
izolace DNA a v priibéhu ptipravy pro analyzu. Doposud nebyla stanovena zadna fyziologicka
bazalni hodnota mnozstvi SOHdG v bunééné DNA. 80HAG byva vyuzivan ve studiich
zabyvajicich se vlivem antioxidanti a na poSkozeni DNA vlivem ROSN [52] [53].
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3 Cile bakalarské prace

Hlavnim cilem této bakalafské prace byla optimalizace vybranych technik pro méfeni

miry oxidacniho poSkozeni a jejich vzéjemné porovnani na experimentalnim modelu jaternich

bunék potkana. K dosazeni tohoto cile bylo tfeba splnit nasledujici dilci tkoly:

shrnuti dosavadnich poznatkli o technikdch vyuZzivanych pro uréeni miry oxida¢niho
stresu,

izolace hepatocytl z potkanich jater a jejich nasledna kultivace,

vyvolani oxida¢niho poSkozeni u kultivovanych bunék a naslednd detekce poskozeni
pomoci vybranych technik: stanoveni malondialdehydu a méteni mnozstvi reaktivnich

forem pomoci fluorescenénich sond DCFDA a DHR.
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4 Material a metody
4.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy

Discovery, Ohaus Corp. (USA)

Automatické pipety

Eppendorf (Némecko); Nichiryo (Japonsko)

Centrifugy

Centrifuge 5418, Eppendorf (Némecko); Spectrafuge Mini Centrifuge C1301B, Labnet
International, Inc. (USA); ROTOFIX 32, Hettich (Némecko); Sigma 2K 15, Sigma (Némecko)
Ctecka mikrotitra¢nich desti¢ek

Infinite® 200 PRO, Tecan Trading AG (Svycarsko); Sunrise™ , Tecan Trading AG
(Svycarsko)

Inkubatory

Thermomixer compakt, Eppendorf (Némecko); SANOY CO?2 incubator, SANYO (Japonsko)
Laboratorni tfepacka

Vortex Genius 3, IKA-Werke GmbH & Co. KG (Némecko)

Magneticka michacka

Monotherm, Variomag (Némecko)

Mikrostrikacka

MICROLITER Syringe 802RN, Hamilton (Svycarsko); MICROLITER Syringe 802RN,
Hamilton (Svycarsko)

Mikroskop

Leica DM IL LED, Leica Microsystems (Némecko); Mikroskop LABOVAL 3, Carl Zeiss Jena
(Némecko)

Stavebnicové ¢erpadlo

Stavebnicové Eerpadlo SC4, Vyvojové dilny CSAV (Ceska republika)

Predvazky

KERN EW 600-2M, Kern & Sohn GmbH, (Némecko)

Vodni lazen

EL 20R, KAVALIER (Ceska republika)

17



4.2 Pouzity material a chemikalie

BioVision Inc. (USA)

Lipid peroxidation (MDA) colorimetric/fluorimetric Assay Kit

Cayman Chemical (USA)

dihydrorhodamine 123

Gibco® by life technologies™ (USA)

L-glutamin, fetalni hovézi sérum,

Lachema Brno (Ceska republika)

hydrogenfosfore¢nan sodny (Cisty), dihrydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, heptahydrat
siranu hotfe¢natého

PENTA s.r.o (Ceska republika)

hydroxid sodny, dihydrogenfosforecnan draselny, chlorid draselny, siran hotfe¢naty, chlorid
sodny, ethanol (96%)

ROCHE s.r.o., Diagnostic Division (Svycarsko)

kolagen (z potkanich ocasti)

Sigma-Aldrich (USA)

2'/7-Dichlorofluorescin diacetat, ethylen glycol-bis(2-amino-ethylether)-N,N,N’,N’-tetra
octova kyselina (EGTA), chlorid vapenaty, lipopolysacharid z E.coli, trypanova modt, chlorid
sodny (0,9%), dimethyl sulfoxid, tetrazolium bromid, methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium
bromide (MTT), penicilin-streptomycin, William’s E medium, tert-butylhydroperoxid
Thermo Fisher Scientific (USA)

Pierce ® Microplate BCA Protein Assay Kit

Zentiva Group, a.s. (Nizozemsko)

heparin, kolagenasa

Cytosol izolovany z potkani byl pfipraven na katedie biochemie Ptirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v roce 2015.

Primarni hepatocyty izolované z potkanich samciit kmene Wistar o hmotnosti 200 — 300 g.
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4.3 Metody
4.3.1 Izolace hepatocyti

Pro izolaci byli pouziti potkani samci kmene Wistar o hmotnosti 200 — 300 g. Potkantim
byla 18 hodin pted izolaci odebrana potrava. Hepatocyty byly izolovany z nepoSkozenych jater
pomoci standardni dvoufazové kolagenazové perfuze [54] s mensimi modifikacemi podle [55].
Zivotnost bunék byla stanovena pomoci trypanové modii [56]. Na podlozni skli¢ko byla
kapnuta kapka trypanové modii a kapka suspenze hepatocytti. Buitkky byly mikroskopovany pii
desetindsobném zvétseni. Byly pocitany Zivé a mrtvé buiiky (mrtvé buiiky se obarvi namodro)
ve 20 nahodné vybranych zornych polich. Pocet mrtvych a zivych bunck byl secten, celkem
dohromady tvoii 100 %. Zivotnost hepatocyti byla vypoétena jako pomér zivych bunék ku
celkovému poctu poctu bunék (zivych 1 mrtvych).

Buiiky byly pocitany také v Biirkové komirce. Byl vypocten pocet bunck v5 a 5
¢tvercich po 16 okénkach.Vysledny pocet bun¢k urcuje pocet bunék v milionech na ml. Ob¢
tyto hodnoty byly dale pouzity pro vypocet fedéni suspenze hepatocytii vhodného pro jejich

kultivaci.

4.3.2 Kaultivace hepatocyti

Pro kultivaci byly pfipraveny nasledujici roztoky:
Kyselina octova: 20mM
Pracovni roztok kolagenu: (kolagen 10 mg, kyselina octova (20mM) 33,3 ml)

Kompletni médium + 5% fetalni hovézi sérum

Tabulka 1: Priprava kompletniho média s 5% fetalnim hovézim sérem.

Latka V [ml]

William’s E medium 464,7

Penicilin/Streptomycin (10 000 jednotek penicilinu, 10 mg streptomycinu na 1 ml) 5,000

Glutamin (200mM) 5,000
Insulin (1uM) 0,3000
Fetalni hovézi sérum 25,00
Celkem 500,0
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Do jamek dvaceti¢tyfjamkové desticky (24-WP) bylo napipetovano 200 pl a do jamek
Sestijamkové desticky (6-WP) 3 ml pracovniho roztoku kolagenu. VSechny desticky byly
ponechany minimalné 15 minut s pracovnim roztokem kolagenu. Po uplynuti patnactiminutové
inkubace byl kolagen odsan a vSechny jamky byly proplachnuty fyziologickym roztokem, aby
doSlo k neutralizaci pH. Do jamek 24-WP bylo pipetovano 0,5ml a do 6-WP 2ml
fyziologického roztoku. Fyziologicky roztok byl odsan az tésné pred nanesenim hepatocyti,
aby nedoslo k vyschnuti jamek.Hepatocyty byly pied nasazenim na kultivacni plotny vhodné

nafedény.

Tabulka 2: Mnozstvi bunék a objem nanaseny na jednotlive velikosti kultivacnich ploten.

Typ plotny Mnozstvi nasazenych bun¢k Vim [ml]

24 -WP 200 000 he/PM (15 mm) 0,30 ml KM
6 - WP 1000 000 /PM (35 mm) 1,5 ml KM
PM (10 cm) 8000 000/ PM (100 mm) 12 ml KM

Legenda: 24-WP (dvacetiCtyijamkova desticka), 6-WP (Sestijamkova desticka), PM (petriho

miska)

Natedéné hepatocyty byly nasazeny na kultivaéni plotny potazené kolagenem
v konecném objemu 0,3 ml na 24-WP, 1,5 ml na 6-WP. Hepatocyty byly kultivovany 3 hodiny
pii teploté 37°C a 5% medicindlnim CO,. Po tfech hodinich byly odsany neuchycené
hepatocyty. Bylo pfidano 0,3 ml kompletniho média s 5% fetalnim hovézim sérem do vSech
24-WP a 1,5 ml do vSech 6-WP. Desticky byly nasledné¢ umistény opét do inkubatoru a
kultivovany pies noc. Rano bylo odsdno médium a k hepatocytim byly pfidany piislusné
pracovni roztoky. K poloviné bunék byl ptfidan roztok LPS o koncentraci 15 pg/ml ve
William’s E mediu, k druhé poloviné bunék bylo pfidano kompletni médium jiz bez fetalniho
hovéziho séra. Buiiky byly kultivovany s pracovnimi roztoky po dobu 24 hodin pfi teploté 37°C

a 5% medicinalnim COx.

4.3.3 Zpracovani vzorki

Buiiky z 6-WP byly zpracovany dle nasledujiciho postupu. Bylo odebrano médium a
vSechny jamky byly promyty 2 ml ledového fosfatového pufru (PBS). VSechny desticky byly
nadale udrzovany pii 4°C na ledu. VZdy ze 3 jamek byl odsan promyvaci roztok. Nasledn¢ bylo
do vSech tii jamek napipetovano 200 ul PBS. Hepatocyty byly uvolnény ze dna jamky pomoci

stérky a nasledné premistény pipetou do mikrozkumavek. Mnozstvi bun¢k v 1 zkumavce
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odpovidalo 3x10° bun&k. Mikrozkumavky se vzorky byly nisledné centrifugovany 5 minut pfi
500x g pii 4°C na centrifuze Sigma 2K15 (Sigma; Némecko). Byl odsan supernatant a Cast
hepatocytli byla ihned zmrazena a nésledné skladovana v kapalném dusiku. Druhd cast
hepatocytli byla dale zpracovavana pomoci technik viz nasledujici kapitoly. 24-WP byly

pouzivany pro stanoveni zivotnosti.

4.3.4 Stanoveni Zivotnosti hepatocytii pomoci MTT

Byl pfipraven pracovni roztok (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium
bromidu (MTT) o koncentraci I mg/ml fedénim zdsobniho roztoku MTT s kompletnim médiem
bez fetalniho hovéziho séra. Pracovni roztok byl umistén na 10 minut do inkubdatoru, aby se
vytempreroval. Ze vSech jamek 24-WP bylo odsano médium. Nasledné bylo do vSech jamek
napipetovano 300 pl pracovniho roztoku MTT. Bunky byly inkubovany po dobu 3 hodin
s roztokem MTT. Po tfech hodinach byl odsédn roztok MTT. Na dn¢ jamky bylo mozné
pozorovat fialové zabarvené hepatocyty.

Do kazdé jamky bylo pfidano 500 pl dimethylsulfoxidu. Obsah desticky byl promichan
pomoci kyvavych pohybti. Z kazdého vzorku bylo v ,,paralelkach* odebrano 100 pl a pfeneseno

na Cistou 96-ti jamkovou desticku. Byla méfena absorbance pii 540 nm.

4.3.5 Stanoveni koncentrace proteinu v buinikkach podle Lowryho

Ke stanoveni obsahu proteinu byla pouzita modifikovand Lowryho metoda. Lowryho
metoda je modifikaci biuretové metody, kterd nema vysokou citlivost. Principem metody je
chelatace med’'natého iontu pomoci imidovych struktur polypetidového fetézce v bazickém
prostfedi. Lowryho metoda pouzivda mimo biuretového Ccinidla jesté cinidlo Folin-
Ciocalteauovo. Toto ¢inidlo obsahuje kyseliny fosfomolybdenovou a fosfowolframovou, které
jsou redukovany tyrosinovymi zbytky proteini. Vysledny produkt mé& modrou barvu.
Koncentrace se stanovuje spektrofotometricky pfi 650 nm [57].

Vzorky byly zpracovany podle postupu popsaného v kapitole (4.3.3). Pro stanoveni

obsahu proteinu v jednotlivych suspenzich hepatocytl byly pouzity nasledujici roztoky:

Roztok A: (500,0 g tartardt sodny, 22,50 g bezvody uhli¢itan sodny, 122,5 ml
hydroxidu sodného (4 g /100 ml), 250,0 ml deionizované vody)

Roztok B: (2,000 g tartaratu sodného, 10,00 ml hydroxidu sodného (4 g /100 ml), 1,000
g pentahydratu siranu méd’natého, 100,0 ml deionizované vody)

Roztok C: (1,000 ml Folin-Ciocalteu ¢inidlo, 10,00 ml deionizovana voda)
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Vzorky byly pfipraveny v ,,paralelkach®. Pro ziskani homogenni suspenze hepatocitt
byla pouzita sonikace. K 10 ul homogenatu bylo ptfidano 190 ul deioizované vody. Poté byly
pripraveny kalibracni roztoky v rozmezi koncentraci 0,025 mg/ml — 0,1 mg/ml fedénim
zasobniho roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 0,1 mg/ml.

Ke v§em anylyzovanym vzorkim i vzorkim pro kalibraci bylo ptfidano 200 pl roztoku
A. VSechny zkumavky byly promichany na Vortexu a ndsledné¢ umistény do vodni lazné o
teploté 50°C, kde probihala inkubace po 10 minut. Po deseti minutach byly zkumavky vyjmuty
z vodni lazné a do vSech bylo pfidano 20 ul roztoku B. Vzorky byly opét promichédny na
Vortexu. Nasledné probihala inkubace pii laboratorni teploté po dobu 10 minut. Nakonec bylo
do vSech zkumavek napipetovano 600 pl roztoku C a zkumavky byly inkubovany 10 minut pfi

50°C. Po ochlazeni vzorki na laboratorni teplotu byla métena absorbance pii 650 nm.

4.3.6 Stanoveni koncentrace proteinu v buiikach pomoci BCA

Stanoveni mnozstvi proteinti ve vzorcich hepatocyti bylo provadéno také pomoci
kyseliny bicinchoninové (BCA). Metoda je zalozena na principu redukce médnatého kationtu
na kation médny v alkalickém prostfedi. Barevny produkt reakce s BCA je detekovan
spektrofotometricky [58].

Ke stanoveni byl pouzit ,, Pierce ® Microplate BCA Protein Assay Kit“ (Thermo Fisher
scientific, USA)

BCA Reagent A: 250ml; obsahuje uhlicitan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, BCA a
tartarat sodny v 0,1M hydroxidu sodném

BCA Reagent B: 25 ml; 4% siran ménaty

Albumin Standard: 2 mg/ml, BSA v 0,9% NaCl a 0,05% azidu sodném

Vzorky byly zpracovany podle postupu popsaného v kapitole (4.3.3). Suspenze
hepatocytii byla homogenizovana pomoci sonikace. K 10 pl homogenatu bylo pfidano 190 pl
deioizované vody. Byly piipraveny roztoky kalibrac¢ni fady o koncentraci 0,125-2,00 mg/ml
fedénim zésobniho roztoku BSA o koncentraci 2,00 mg/ml.

Dale byl pfipraven blak, kdy byl misto roztoku BSA pouzit PBS. Nasledn¢ byl
ekvivalent 9 ul kazdého vzorku a vzork standardii pipetovan do 96-ti jamkovou. Desticka byla
kyvavymi pohyby promichana.Nésledné byla desticka inkubovéna pti 37°C po dobu 15 minut.
Po uplynuti 15 minut bylo do vSech jamek ptidano 260 ul pracovniho roztoku BCA. Desticka
byla inkubovéna pii 37°C po dobu 30 minut. Po ochlazeni desti¢ky na laboratorni teplotu byla

meéfena absorbance vSech vzorkt pti 562 nm.
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4.3.7 Stanoveni malondialdehydu

Ke stanoveni byl pouzit ,, Lipid peroxidation (MDA) Colorimetric/Fluorimetric Assay
Kit* (Biovision, USA).

Byl pfipraven pracovni roztok TBA. Do vialky obsahujici 250 mg TBA bylo pfiddno
7,5 ml nefedéné ledové kyseliny octové. Suspenze byla kvantitativné pievedena do odmérné
banky a banka byla doplnéna destilovanou vodou na kone¢ny objem 25 ml. Roztok byl nasledné
michan, aby doslo k rozpusténi suspenze.

Vzorky byly zpracovany podle postupu popsaného v kapitole (4.3.3). Vzorky byly
resuspendovany na hustotu 1x10° hepatocyti/ml. Homogenizace probihala nésledujicim
zptisobem: ke vzorku odpovidajicimu hustoté 1x10° bunék bylo ptidano 300 pl ,MDA Lysis
Buffer* a3 ul ,,BHT (100X)*“. VSechny vzorky byly nésledné centrifugovany pii 13 000 x g po
10 minut. Z kazdého vzorku byl odebran alikvot 200 ul a pfenesen do nové mikrozkumavky.

Byla pfipravena tada kalibra¢nich roztok o koncentraci 0-0,5 nmol MDA/jamka
fedénim standardniho roztoku MDA o koncentraci 4,17M. Ke vSem vzorkiim i1 roztokiim
kalibracni fady bylo piidano 600 ul TBA. VSechny zkumavky byly inkubovany pii 95°C po 60
min. Po uplynuti 60 minut byly zkumavky zchlazeny na laboratorni teplotu pomoci ledu.
Vzorky byly v tripletech pfeneseny na 96-ti jamkovou desticku. Byla métena fluorescence pfti

Ex/Em= 532/560 nm.

4.3.8 Stanoveni radikali pomoci DCF DA

Byl ptipraven zésobni roztok DCF-DA v ethanolu o koncentraci 5 mg/ml. Tento roztok
byl nasledn¢ nafedén PBS na koncetraci 20 umol/l, ¢imZ byl pfipraven pracovni roztok. Dale
byl pfipraven pracovni roztok pfipraveny tert-butylhydroperoxidu (TBHP) o koncentraci
55 pmol/l fedénim zasobniho roztoku o koncetraci 5,5 mol/l. Redénim pracovniho roztoku byly
ptipraveny roztoky TBHP o koncentraci 50-250 pmol/l.

Vzorky byly zpracovany podle postupu popsaného v kapitole (4.3.3). Vzorky byly
resuspendovany na hustotu 1x10° hepatocyti/ml v pracovnim roztoku DCF-DA a byly
inkubovany po 30 minut pfi 37°C ve tm¢. Buinky byly nasledné promyty PBS pomoci
centrifugace. Buiiky byly opét resuspendovany na koncentraci 1x10° hepatocyt/ml. Na 96-ti
jamkovou desticku bylo nanaseno 25 ul suspenze hepatocytii pomoci mikrostiikacky Hamilton.
Do kazdé jamky bylo naneseno 125 ul piilusSného roztoku TBHP nebo PBS. Desticka byla
inkubovana po 60 min pii 37°C. Fluorescence byla métena pii Ex/Em = 485/535 nm. Mira

fluorescence byla sledovana v ¢ase (60 min nebo 175 min)
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4.3.9 Stanoveni radikali pomoci DHR

Byl piipraven pracovni roztok DHR o koncetraci 20umol/l fedénim zésobniho roztoku
o koncetraci 2 mg/ml. Byly pfipraveny pracovni roztoky TBHP (stejnym zplisobem jako
v kapitole (4.3.8). Vzorky byly zpracovany podle postupu popsaného v kapitole (4.3.3). Vzorky
byly nasledné promyty PBS pomoci centrifugace pii 4°C, byl odsan supernatant a vzorky byly
resuspendovany na hustotu 1x10° hepatocytéi/ml v pracovnim roztoku DHR. Vzorky byly
inkubovany po 45 minut pii 37°C ve tmé. Bunky byly nésledné¢ promyty PBS a opét
resuspendovany na koncentraci 1x10° hepatocyti/ml. Na 96-ti jamkovou desticku bylo
nanaSeno 16 pl suspenze hepatocytii pomoci mikrostiikacky Hamilton. Do kazdé jamky bylo
naneseno 134 ul ptilusného roztoku TBHP nebo PBS. Desticka byla inkubovana po 30 min pfi
37°C. Fluorescence byla méfena pti Ex/Em 500/536 nm. Mira fluorescence byla sledovana

v ¢ase (60 min nebo 175 min).

24



5 Vysledky

V ptedkladané praci jsme se nejprve zaméfili na proces izolace primarnich hepatocytt
a naslednou kultivaci. Nejprve bylo cilem izolovat a kultivovat vzorky primarnich hepatocyta.
Vramci této faze jsme sledovali, jak velikost kultivacni plotny ovliviiuje zivotnost
kultivovanych bunék. V dalsi fazi bylo tfeba najit vhodnou techniku pro stanoveni koncetrace
proteinu ve vzorcich hepatocytll. Poté, co byla nalezena feSeni vySe uvedenych tkold, jsme se
zaméfili na optimalizaci jednotlivych technik pro méfeni miry oxida¢niho poskozeni a jejich
vzajemné porovnani. Je obecné zndmo, Ze mrazeni bun€k zplisobuje samo o sobé oxidacni stres,
testovali jsme proto vSechny techniky jak na zivych buikach, tak na bunkach zmrazenych
v kapalném dusiku, abychom zjistili, zda je mira oxida¢niho poskozeni u zmrazenych vzorka
vyssi. Tato informace je dilezitd pro praci se vzorky v budoucim vyzkumu tykajiciho se

oxida¢niho poskozeni.

5.1 Naneseni bunék a kultivace

Hepatocyty byly naneseny na pfislusné kultivacni plotny. Po tfech hodinach byly odsaty
neuchycené buiiky a bylo vyménéno kultivaéni médium. Buiiky byly ponechany v tomto médiu
12 hodin. Po 12 hodinach bylo médium nahrazeno roztokem LPS o koncentraci 15 pg/ml v

PBS. Kultivace v roztoku LPS probihala 24 hodin.

Obrazek 10: Struktura kultzvovanych przmarmch hepatocytu po 24 h kultzvace v
kompletnim médiu. (A) kultura kontrolni skupiny primarnich hepatocytii pri
ctyrnasobném zvétseni na mikroskopu Leica DMIL B) kultura primdrni hepatocytit
vystavenych po 24 hodin pusobeni LPS o koncentraci 15 ug/ml pvi ¢tyrndasobné zvétseni
na mikroskopu Leica DMIL.

Obrazek 10: Struktura kultivovanych primarnich hepatocyti po 24 h kultivace

v kompletnim médiu. (A) kultura kontrolni skupiny primérnich hepatocytt pfi ctyfnasobném
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zvétSeni na mikroskopu Leica DMIL B) kultura priméarni hepatocytt vystavenych po 24 hodin
pusobeni LPS o koncentraci 15 pg/ml pii ¢tyinasobné zvétseni na mikroskopu Leica DMIL.
5.2 Stanoveni Zivotnosti pomoci MTT testu

Byla stanovena Zivotnost kultivovanych bunék pomoci MTT testu na 24-WP 96-WP,

pro zjisténi zavislosti zivotnosti bunék na velikosti kultvacnich ploten.
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Obrdzek 11: Reprezentacni snimek hepatocytii po pridini MTT. Zivé buitky jsou
zbarveny fialove. Zbarveni je zpuisobeno fialovymi krystaly zredukovaného MTT pomoci
mitochondrialni dehydrogenasy [59]. Snimek byl sledovan pri ctyrnasobném zvétseni
na mikroskopu Leica DMIL.

Tabulka 3: Porovnani Zivotnosti bunék kultivovanych na 24-WP a na 96-WP. Zivotnost
byla stanovena u tiech skupin - kontrolni skupiny, skupiny kultivované v roztoku LPS o
koncentraci LPS 15 ug/ml a skupiny kultivované v 200mM roztoku alkoholu.

Zivotnost 24-WP % zivotnost 96-WP %

Kontrola 100% 100%
LPS 15 pg/ml 71,0% 58,0%
EtOH 200mM 102% 85,0%

Legenda: 24-WP (dvacetictyijamkova desticka), 6-WP (Sestijamkova desticka), LPS
(lipopolysacharid z E. coli); EtOH (ethanol)

Pro ucely vyzkumu byly na zaklad¢ vysledkii MTT testu pouzity pro kultivaci
hepatocyti 6-WP.
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Tabulka 4: Zivotnost bunék u vzorkii pouzitych pro nasledujici analyzy.

Zivotnost %

Kontrola 100 %
LPS 15 pg/ml 70 %
20% EtOH 100 %

Legenda: LPS (lipopolysacharid z E. coli); EtOH (ethanol); zivotnost byla stanovena pro 3
skupiny vzorkd, kontrolni skupinu bunék kultivovanych v kompletnim médiu, skupinu bunék
kultivovanou v roztoku LPS o koncentraci LPS 15 ug/ml a skupinu bunék z potkana, kterému
byl po 6 dni podavan gavazi do Zaludku 20% roztok ethanolu (buniky byly nasledné

kultivovany pouze v kompletnim médiu).

5.3 Stanoveni koncentrace proteinu

Tabulka 5: Koncentrace proteinu ve vzorcich pouzitych pro ndsledujici analyzy
stanovené Lowryho metodou a metodou vyuzivajici BCA.

BCA [mg/ml] Lowry [mg/ml]
Kontrola 6,02 5,43
LPS 15 pg/ml 5,17 5,19
20% EtOH 8,33 6,52

Legenda: LPS (lipopolysacharid z E. coli); EtOH (ethanol); byla métena kontrolni skupina
kultivovana v ¢istém médiu, skupina kultivovana s roztokem LPS o koncentraci 15 pg/ml a
skupina buné¢k z potkana, kterému byl po 6 dni podévan gavazi do zaludku 20% roztok
ethanolu (butiky byly nésledné kultivovany pouze v kompletnim médiu). Uvedené

koncentrace proteinu v mg/ml odpovidaji mnozstvi bungk 1-10°.

5.4 Stanoveni miry lipidové peroxidace

Tabulka 6: Vysledky z méreni miry lipidové peroxidace u zmrazenych a Zivych bunék.

¢ [nmol/mg proteinu gca] ¢ [nmol/mg proteinu Lowry]

Kontrola zmrazené bunky 0,161 +£0,004 0,179 +£ 0,004
LPS 15 pg/ml zmrazené buiiky 0,194 + 0,003 0,193 +£ 0,004
Kontrola zivé bunky 0,724 + 0,067 0,803 £ 0,074
LPS 15 pg/ml zivé bunky 0,956 +£ 0,019 0,953 +0,019
20% EtOH Zivé bunky 0,899 + 0,037 1,149 + 0,047
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Legenda: LPS (lipopolysacharid z E. coli); BCA (kyselina bicinchoninova); EtOH (ethanol).
Vysledky uvedeny ve tvaru koncentrace + SEM, n = 6, p < 0,05 (plati pro vSechny vysledky
v Tabulka 6). Byla méfena kontrolni skupina kultivovana v kompletnim médiu, skupina

kultivovana s roztokem LPS o koncentraci 15 pg/ml a skupinu bunék z potkana, kterému byl
po 6 dni podavan gavazi do zaludku 20% roztok ethanolu, (buiiky byly nasledné kultivovany
pouze v kompletnim médiu).Vysledky byly vztazeny na koncentraci proteinu uréenouobéma

zvolenymi metodami.

5.5 Stanoveni mnoZstvi ROSN pomoci DHR

Pfed samotnym méfenim mnozstvi ROSN touto sondou bylo nezbytné nalézt vhodnou
vlnovou délku pro emisi a pro excitaci na ndmi pouzivaném pfistroji (Infinite pro 200, Tecan;
USA). Na zakladé téchto proméfenych spekter byla vybrana vinové délka 503 nm pro excitaci
a vlnova délky 536 nm pro emisi. Dale bylo tieba ovéfit zda jsme schopni pomoci DHR
detekovat ROSN. K tomuto tcelu bylo provedeno méieni dvou vzorki, kdy jeden obsahoval

systém generujici Fentonovu reakci a druhy ne.

Tabulka 7: Porovnani miry flourescence detekované DHR u systéemu generujiciho
Fentonovu reakci se systémem negenerujicim Fentonovu reakci.

Negenerujici systém  Generujici systém

Mira fluorescence pii Ex/Em=503/536nm 435+44 1280,0+43,5

Legenda: Systém generujici Fentonovu reakci obsahoval:

110 ul PBS + 5 pl FeSO4 + 5 pl FeCl; + 10 ul DHR + 10 pl 1% H>O» (poméry jednotlivych
slozek ve smési byly stanoveny experimentalng).

Smés bez systému generujiciho Fentonovu reakci obsahovala:

120 ul PBS + 5 pl FeSO4 + 5 ul FeCls + 10 ul DHR. Vysledky uvedeny ve tvaru mira

fluorescence + SEM.

Béhem métfeni mnozstvi ROSN jednotlivych vzorkli jsme mételi intenzitu fluorescence
u kontrolni skupiny, skupiny kultivované s roztokem LPS o koncentreci 15 pg/ml a skupiny
vzorkll z potkana, kterému byl po 6 dni podavan gavazi do zaludku 20% roztok ethanolu. Dale
jsme pozorovali rozdil v intenzité fluorescence u bunck zivych a bunék, které byly po izolaci
zmrazeny a uskladnény v kapalném dusiku. Poslednim bodem, kterym jsme se zabyvali, bylo

pozorovanim mnozstvi ROSN vytvoienych pomoci TBHP.
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Obrazek 12: Méreni mnozstvi ROSN pomoci DHR.

Obrazek 12: Porovndni hodnot intenzity fluoresce jednotlivych méfenych vzorki
v zavislosti na Case. Byly méfeny vzorky kontrolni skupiny, vzorky skupiny kultivované s
roztokem LPS o koncentraci 15 ug/ml a vzorky bunék z potkana kultivované v kompletnim
médiu, kterému byl po 6 dni podavan 20% roztok ethanolu. Vysledky uvedeny ve tvaru
koncentrace + SEM, n=6, *p <0,05 proti hodnoté¢ kontroly odpovidajiciho casového

intervalu.
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Obrazek 13: Meéreni mnozstvi ROSN pomoci DHR.
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Obrazek 13: Porovnani hodnot intenzity fluorescence zmrazenych vzorki a
nezmrazenych vzorkll v zavislosti na ¢ase. Byly méfeny vzorky kontrolni skupiny a vzorky
skupiny kultivované s LPS o koncentraci 15 pg/ml. Vysledky uvedeny ve tvaru koncentrace
+ SEM, n =6, *p < 0,05 (kontrola mrazenych bunck proti kontrole nemrazenych bunck
v odpovidajicim ¢asovém intervalu; vzorky s LPS mrazené proti nemrazenym vzorkiim s LPS

v odpovidajicim ¢asovém intervalu).
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Obrazek 14: Méreni mnozstvi ROSN vyvolanych pomoci TBHP.

Obrazek 14: Porovnani hodnot intenzity fluoresce jednotlivych métfenych vzorki
v zavislosti na Case. Pro vytvoreni ROSN byly pouzity koncentrace 100uM a 150uM TBHP.
Byly méfeny vzorky kontrolni skupiny, vzorky skupiny kultivované s roztokem LPS o
koncentraci 15 pg/ml a vzorky bunék z potkana, kterému byl po 6 dni podavan gavazi do
zaludku  20%  roztok ethanolu. Vysledky uvedeny ve tvaru koncentrace
+ SEM, n =6, *p < 0,05, ** p <0,001, ***p <0,001, proti hodnoté¢ kontroly o pfislusné

koncentraci TBHP a odpovidajiciho ¢asového intervalu.

5.6 Stanoveni miry oxida¢niho stresu pomoci DCFDA

Pted samotnym méfenim mnozstvi ROSN sondou bylo opét nezbytné nalézt vhodnou
vlnovou délku pro emisi a pro excitaci na nami pouzivaném pfistroji (Infinite pro 200, Tecan;
USA). Na zéklad¢ prométenych spekter byla vybrana vinova délka 485 nm pro excitaci a

vlnova délky 530 nm pro emisi. Déle bylo tieba ovéfit zda jsme schopni pomoci DCFDA
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detekovat ROSN. K tomuto ucelu bylo provedeno obdobné méfeni méteni dvou vzorkt jako u
DHR, kdy jeden vzorek obsahoval systém generujici Fentonovu reakci a druhy ne. SloZeni
smési vSak bylo jiné. Jak jiz bylo zminéno v kapitole (2.10). DCFDA reaguje s bunéénymi
esterasami za vzniku DCFH, ktery dale reaguje s ROSN pii¢emz emituje fluorescencni zateni.

Do smési byl pfidan bunécny cytosol pro zajisténi pfitomnosti bunéénych esteras ve smési.

Tabulka 8: Porovnani miry fluorescence detekované DCFDA u systému generujiciho
Fentonovu reakci se systémem negenerujicim Fentonovu reakci.

Negenerujici systém  Generujici systém

Mira fluorescence pii Ex/Em = 503/536nm 107,5+ 6,5 1654,5 £ 149,5

Legenda: Systém generujici Fentonovu reakci obsahoval:
100 pl PBS + 5 ul FeSO4+ 5 pl FeCl; + 10 pl DHR + 10 pl 1% H202 + 10 pl cytosol.
Smés bez systému generujiciho Fentonovu reakci obsahovala:

110 ul PBS + 5 pl FeSO4 + 5 ul FeCls + 10 ul DHR + 10 pl cytosol. Vysledky uvedeny ve
tvaru koncentrace + SEM.
Béhem méteni oxida¢niho stresu jsme se zamételi na stejné problémy jako pii méfeni

pomoci DHR viz kapitola 5.5.
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Obrazek 15: Méreni mnozstvi ROSN pomoci DCFDA.
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Obrazek 15: Porovndni hodnot intenzity fluoresce jednotlivych méfenych vzorki

v zavislosti na Case. Byly méfeny vzorky kontrolni skupiny, vzorky skupiny kultivované s
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roztokem LPS o koncentraci 15 pg/ml a vzorky bunék z potkana, kterému byl po 6 dni podavan
gavazi do zaludku 20% roztok ethanolu. Vysledky uvedeny ve tvaru koncentrace
+ SEM, n =6, *p < 0,05, ** p <0,001, *** p <0,001 proti hodnoté¢ kontroly odpovidajiciho

¢asového intervalu.
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Obrazek 16: Meéreni mnozstvi ROSN pomoci DCFDA.

Obrazek 16: Porovnani hodnot intenzity fluorescence zmrazenych vzorki a
nezmrazenych vzorki v zavislosti na ¢ase. Byly méfeny vzorky kontrolni skupiny a vzorky
skupiny kultivované s rozotokem LPS o koncentraci 15 pg/ml. Vysledky uvedeny ve tvaru
koncentrace + SEM, n = 6, *p < 0,05, ** p < 0,001, ***p < 0,001 (kontrola mrazenych bun¢k
proti kontrole nemrazenych bun¢k v odpovidajicim ¢asovém intervalu; vzorky s LPS mrazené

proti nemrazenym vzorkiim s LPS v odpovidajicim ¢asovém intervalu).
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Obrazek 17: Mereni mnozstvi ROSN vytvorenych pomoci TBHP.

Obrézek 17: Porovnani hodnot intenzity fluoresce jednotlivych méfenych vzorkll v
zavislosti na ¢ase. Pro vyvolani oxidac¢niho stresu byly pouzity koncentrace 100uM a 150uM
TBHP. Byly méteny vzorky kontrolni skupiny, vzorky skupiny kultivované s roztokem LPS o
koncentraci 15 pg/ml a vzorky bunék z potkana, kterému byl po 6 dni podavan gavazi do
zaludku  20%  roztok ethanolu. Vysledky wuvedeny ve tvaru koncentrace
+ SEM, n =6, *p < 0,05, ** p <0,001, *** p <0,001, proti hodnoté¢ kontroly o pfislusné

koncentraci TBHP a odpovidajiciho ¢asového intervalu.
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6 Diskuze

Cilem bakalarské prace byla optimalizace a vzdjemné porovnani metod vyuzivanych
pro stanoveni miry oxidacniho poSkozeni, cozZ ma zasadni vyznam pro vyzkum antioxida¢nich
vlastnosti ptirodnich flavonoidnich latek s antioxida¢nimi G¢inky. Mira oxida¢niho poSkozeni
byla méfena na primarnich potkanich hepatocytech. Hepatocyty jsou vhodnym modelem,
protoZe v nich probihé biotranformace vétSiny xenobiotik. Pro studii byly pouZity hepatocyty z
potkana, kterému byl dlouhodobé podavan ethanol, a hepatocyty z potkana, které slouzily jako
kontrola. Byly porovnavany tfi typy vzorki, kontrolni vzorky hepatocyti vici vzorkiim z
potkana vystaveného ethanolu a hepatocytim, které byly béhem kultivace vystaveny
lipopolysacharidu z E. coli (LPS). Izolované bunky byly nasledné pouzity pro stanoveni
mnozstvi malondialdehydu (MDA), ktery je ukazatelem miry lipidové peroxidace. V
izolovanych hepatocytech bylo déle stanovovano mnozstvi reaktivnich forem (ROSN) pomoci
fluorescen¢nich sond DHR a DCFDA.

Dale bylo zkouméno, zda mrazeni a uchovavani bunék v kapalném dusiku bude mit vliv
na méfeni oxidacniho poSkozeni ¢i na mnozstvi detekovanych ROSN. Byl také ovéfovan
predpoklad, zda peroxid (TBHP) dokaze v izolovanych buiikach navysit miru oxidac¢niho stresu
a zda bude tato hodnota u bunck vystavenych davkam ethanolu nebo LPS vyssi ve srovnani s
bunkami kontrolni skupiny.

Pro dalsi postup ve vyzkumu bylo tfeba nejprve zjistit, zda velikost plotny pro kultivaci
bunék ovliviuje zivotnost kultivovanych bun¢k. Metodicky by bylo vhodné kultivaci provadét
na 96-jamkovych destickach. Vysledky MTT testu ovSem poukazuji na to, Ze Zivotnost bun¢k
je meénsi v pfipadé bun€k kultivovanych na mensich plotnach. Proto byly buniky pro dalsi
experimenty kultivovany na Sestijamkovych plotnéch.
piipad¢ hepatocytli potkana, ktery byl exponovan ethanolu bylo zjisténo, Ze Zivotnost téchto
bunc¢k je shodnd s zivotnosti bunc¢k kontrolni skupiny. Tuto skuteCnost lze vysvétlit
regeneracnimi schopnostmi hepatocyti jiz exponovanych ethanolu [60].

Na Obrazek 10, ktery zachycuje kontrolni skupinu bunék, je velmi dobte viditelna
charakteristicka ,,dlazdicovita struktura®, kterou hepatocyty tvoti, kdyz piilnou ke dnu plotny.
U bungk, které byly béhem kultivace vystaveny LPS je tato schopnost mnohem mén¢ viditelna.
Mnozsvi mrtvych neuchycenych bunék je na snimku po oSetfeni LPS oproti kontrole vyssi.

Tyto skutecnosti potvrzuji to, ze LPS ma na hepatocyty negativni efekt [59].
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Pro ucely méfeni oxida¢niho poskozeni bylo nezbytné najit vhodnou techniku pro
stanoveni koncentrace proteinu. Byla testovana technika stanoveni s vyuzitim BCA a technika
stanoveni podle Lowryho [57] [58]. V testovanych systémech se koncentrace proteinu v
jednotlivych vzorcich stanovenych obéma technikami se téméf neliSi. Stanovené obsahy
proteinu jsou ve shod¢ s mnozstvim bunck v jednotlivych vzorcich priméarnich hepatocytt dle
publikovanych vysledkt [61]. Pro Gcely dal§iho vyzkumu bude proto mozno pouzivat jednu z
testovanych technik.

Pti pozorovani oxida¢niho poSkozeni hepatocytli bylo stanovovano nejprve mnozstvi
malondialdehydu (MDA) ve vzorcich. MDA je jednim z produktd lipidové peroxidace.
Vzhledem k tomu, Ze produktl lipidové peroxidace je vice, nelze stanovené mnozstvi MDA v
bunice oznacCovat jako celkovou miru lipidové peroxidace. Z tohoto diivodu je tato technika
povazovana pouze za orientacni [41]. Lipidy reaguji pouze s nékterymi druhy ROSN. Pro
celkové hodnoceni oxida¢niho poskozeni hepatocytt je tedy tfeba vyuzit i dalSich metod, které
jsou selektivni i pro jiné druhy ROSN.

Vysledky méifeni ukazuji, ze LPS je schopen v buiikach navodit oxidacni stres, ktery se
projevi zvySenou peroxidaci lipidii. Ve vzorcich vystavenych piisobeni LPS bylo stanoveno
vy$$i mnozstvi MDA jak vaci kontrole, tak vici buikdm vystavenym pravidlenym davkadm
ethanolu. Z naméfenych dat dale vyplyva, Ze hepatocyty z potkana vystaveného ethanolu maji
také vyrazné vyssi hodnotu MDA nez kontrolni skupina. Tyto vysledky se shoduji s jiz
publikovanymi vysledky [61].

Dale bylo zjisténo, ze mnozstvi MDA ve zmraZenych buiikéch je nizs$i nez u bungk,
které procesem mrazeni neprosly. Nebyla nalezena z4dna publikovand data, kterd by tento
vysledek potvrzovala.

Vysledek také nepotvrdil prepoklad, Ze se oxidacni poskozeni vlivem mrazeni zvysuje.
Tento predpoklad je zaloZen na studii, kterd se zabyvala vlivem mrazeni na mnoZzstvi volnych
radikali a posSkozeni bunéénych membran. V této studii je uvedeno, Ze mrazeni primérnich
hepatocyti mize vyvolat zvySenou produkci superoxidii. Pokles teploty totiz zvySuje
rozpustnost kysliku v extracelularni tekuting; kyslik zacne prochazet skrz bunéénou membranu
a akumuluje se v bunice. ZvySené mnozstvi kysliku dale zptisobi vznik superoxidi, které mohou
dale ovlivnit lipidovou peroxidaci [62].

Mimo stanoveni MDA, kter¢ je ukazatelem lipidové peroxidace v butikach, byly pouzity
dv¢ fluorescencni sondy (DHR a DCFDA), které kvantifikuji ur¢ité druhy ROSN. Kazda z
téchto sond je selektivni pro jiny typ radikald. DHR je latkou Siroce vyuzivanou predevsim pro

detekci hydroxylovych radikala ¢i peroxynitritového aniontu. Reakce se superoxidovym anion
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radikalem a s peroxidem vodiku téméf neprobiha [41]. DHR tedy na rozdil od DCFDA nelze
povazovat za sondu schopnou detekovat celkovou miru oxida¢niho poskozeni. DCFDA je
povazovana za nej¢asteji vyuzivanou latku pro stanoveni ROSN v bunkéch. Tato sonda reaguje
s celou fadou ROSN a neni piili§ specificka pro jeden urc¢ity druh. Z tohoto divodu byva
pouzivana pro stanoveni celkového mnozstvi ROSN v buiice [41].

Bylo optimalizovano konkrétni nastaveni méticiho pfistroje, tak aby bylo mozno sondy
vyuzit. Bylo nutné zjistit spravny interval mezi vinovou délkou excitace a emise, tak aby se
excitacni zafeni neprekryvalo s emisnim zafenim. Zaroven byla ovéiena spravna funkce sond
pokusem, kdy byl Fentonovou reakci generovan hydroxylovy radikdl. Na zaklad¢ dat
prezentovanych v Tabulka 7Tabulka 8 je zfejmé, ze DHR 1 DCFDA jsou vysoce selektivni pro
hydroxylovy radikal, jak je uvadéno také v literatuie [63].

Dalsi pokusy s bunkami potvrzuji, ze oxidani poskozeni miize byt zplsobeno
vystavenim bun¢k LPS ¢i ethanolu, coz bylo zjisténo pii stanoveni MDA. Buiiky vystavené
LPS obsahovaly oproti kontrole vyrazné¢ vys$Si mnozstvi ROSN. Hepatocyty z potkana
vystaveného ethanolu vykazuji oproti kontrole vyrazné vyssi mnozstvi ROSN a zaroven 1 vyssi
miru lipidové peroxidace. Tento vysledek je velmi zajimavy v souvislosti se stanovenim
Zivotnosti bunék. Zivotnost bunék byla srovnatelna s Zivotnosti kontrolni skupiny. Z toho
vyplyva, Ze hepatocyty se pravdépodobné adaptovaly na pravidelné davky ethanolu a jejich
zivost, tak nebyla snizena 1 za podminek oxida¢niho poskozeni.

V ptipad¢ mrazenych bunék bylo stanovené mnozstvi ROSN vyssi, coz potrvzuje nés
ptedpoklad, Ze mraZzeni bun€k zvysuje jejich oxidaéni poSkozeni. Pfedpoklad byl zaloZen na
vySe zminéné studii, ve které je uvedeno, Ze mrazeni primarnich hepatocytli miize vyvolat
zvysenou produkcei superoxidii [62].

Pro dosazeni validnich vysledki pti dalSim vyzkumu ROSN pomoci DHR a DCFDA
by tedy bylo vhodné vyuzivat vzdy Cerstvé izolované bunky. Pti porovnani vysledk ziskanych
pomoci DCFDA a DHR, lze pozorovat, Ze rozdil mezi kontrolnimi vzorky a vzorky
vystavenymi LPS a ethanolu je u DCFDA vyssi nez u DHR. Rozdil je dan selektivitou DHR.
Vysledky DHR ukazuji, Ze mnozstvi hydroxylovych radikalti a peroxylovych aniontii (a dalSich
ROSN, pro které¢ je DHR selektivni) je u vzorkil vystavenych LPS a ethanolu vyssi oproti
kontrole. V ptipadé¢ DCFDA hovotime spise o celkovém mnozstvi ROSN, proto je rozdil mezi
kontrolou a vzorky vystavenymi LPS ¢i ethanolu vyraznéjsi. Celkové je v bunikach vétsi
mnozstvi ROSN neZ je mozné pomoci DHR detekovat. Stejné je tomu 1 pfi porovnani vysledka
porovnavani zmrazenych a nezmrazenych vzorkli v zéavislosti na ¢ase. Pro vSechny pokusy

plati, ze mnozstvi ROSN v zévislosti na ¢ase vzrusta.
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Posledni otdzkou ktera nds zajimala bylo, zda lze dosahnout pomoci ptidavku TBHP u
bun¢k vystavenych LPS ¢i ethanolu vétsiho oxida¢niho poskozeni (vétSiho mnozstvi ROSN)
oproti kontrolnim vzorkiim. Na zaklad¢ vysledki lze predpokladat, ze tomu tak je. Nami
naméfend data se shoduji s jiz pulikovanymi vysledky [64]. TBHP byva pouzivan pii méteni
pomoci fluorescenénich sond jako pozitivni kontrola.

Zavérem je mozno konstatovat, Ze ani jednou z testovanych technik nelze pfesné urcit
celkové mnozstvi ROSN ve sledovanych vzorcich. Zarovei neni mozné sledovat pouze urcity
druh radikalu, nebot’ radikdly podléhaji vzajemné konverzi. Navic vSechny uvedené techniky
jsou skupinové selektivni, tedy selektivni pro vice druhtt ROSN. Dal§im smérem ve vyzkumu
by proto mé¢lo byt méteni ROSN pomoci ESR. Tato metoda nabizi v souc¢asné dob¢ nejpiesnéjsi
zpusob pro sledovani ROSN. Pomoci ESR jsme schopni pozorovat jednotlivé druhy radikalt
selektivné.

V predklddané praci se podafilo optimalizovat 3 vybrané techniky meétfeni miry
oxidac¢niho poskozeni, a prokazat, ze jsou vhodné pro méteni ROSN v bunéénych kulturach.
Tyto techniky mohou byt v budoucnu vyuzity ve vyzkumu antioxidacnich vlastnosti ptirodnich
flavonoidnich sloucenin. V ramci dalSich praci budou tyto techniky porovnavany s ESR v

souvislosti s antioxidacnim ptsobenim vybranych flavonoidnich slou¢enin.
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7 Zavér

Predkladana bakaldiskd prace se zabyva optimalizaci a vzdjemnym porovnadnim
vybranych technik pro sledovani miry oxida¢niho poskozeni priméarnich potkanich hepatocytt.
Konkrétné stanovenim malondialdehydu a stanovenim rGznych druhii reaktivnich forem
kysliku a dusiku pomoci fluorescencich sond DCFDA a DHR. Stanovené¢ cile této bakaléaiské
prace byly naplnény. Konkrétn€ bylo dosazeno nasledujicich vysledkd:

V druhé kapitole (2) je provedena reSerSe dosavadnich vysledkd, tykajicich se tématu.

1. Byly uspésné izolovany hepatocyty z potkanich jater kontrolniho potkana a
potkana vystaveného pravidlenym davkam ethanolu, kdy ¢ast hepatocytli byla béhem kultivace
vystavena pusobeni lipopolysacharidu.

2. Byly optimalizovany vSechny tfi vybrané techniky: stanoveni malondialdehydu
a méteni mnozstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku pomoci fluorescencnich sond DCFDA a
DHR.

3. Pomoci téchto technik bylo zjisténo, ze lipopolysacharid je latkou, ktera je
schopna vyvolat jak lipidovou peroxidaci, tak zvysit mnozstvi ROSN v buiikach.

4. Obdobné poskozeni jako ptsobenim lipopolysacharidu bylo pozorovano 1 u
hepatocytli z potkana vystaveného pravidlenym davkam ethanolu. U téchto bunck bylo navic
zjisténo, ze hepatocyty jsou schopné se na pravidelné davky ethanolu adaptovat a jejich
zivotnost tak pfes detekované oxidacni posSkozeni neni ovlivnéna.

5. Bylo zjisténo, ze pro vyzkum oxidacniho poSkozeni nelze bunécéné vzorky
uchovavat ve zmrazeném stavu, protozese tim mira poSkozeni samovolné zvysuje.

6. Piidavek TBHP indukuje v jiz poskozenych buiikach vétsi mnozstvi ROSN
oproti buitkdm kontrolni skupiny.

Ziskané vysledky budou pouzity pro studium antioxidacnich vlastnosti vybranych

flavonoidii v modelu potkana exponovaného ethanolu.
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