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1. Cile prace

Porovnani efektisomei HBCD v burgé¢né jaterni epitelidlni linii potkana WB-F344:

1. Literarni reSerSe

2. Toxicita HBCD na bu&iné urovni (cytotoxicita, apoptéza, modulace &un&ho
cyklu)

3. Toxické efekty HBCD na plasmatickou membranu (irdebGJIC, superse AJ a
Whnt signalni drahy)



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Uvod

Hexabromocyklododekany (HBCD ;4Ei1gBrs) jsou nearomatické cykloalkany,
které jsou vyraény ve velkych objemech a Siroce pouzivany jako loneené
zpomalovae haeni (brominated flame retardants = BFRsjin®rslow jsou HBCD
vyrabiny bromaci 1, 5, 9 — cyklododekatnigdimz vznika snis stereoisomér Ackoli
jsou tyto latky celositové Siroce pouzivany, stereochemie jednotlivych HB@Rin
piresré znama. Z tohototidvodu nebyly az donedavna studovany jako individiualn
sloweniny s odlisSnymi fyzikal&chemickymi vlastnostmi. Teoreticky je moznych 16
raiznych enantiomdr piicemz nejvyznamgsimi isomery jsow-, - ay- HBCD,
jejichz jednotlivy obsah v technickych &sich je zastoupen 1 — 13%4HBCD, 1 — 12%
B-HBCD a 75 — 90%y-HBCD (obr.¢. 1) (Heeb et al., 2005).

Nejvice se HBCD uplatiji ve stavebnictvi, neligsou sodasti gnového
polystyrenu (EPS), extrudovaného polystyrenu (X&8puzevnatého polystyrenu
(HIPS), ktery se pouziva v elektrotechnice (Wedythik, 2009). Jsou také pouzivany
jako zpomalovée haeni v potahovych textiliich, v metrovém textilu atnacich
(Morose, 2006). Maximalni koncentrace HBCD pouZzé/arextiliich, pryzi a
plastickych hmotach se pohybuje od 1 do 30% (US ,EXA6).

Z davodu omezeni pouzivani technickychésimpolybromovanych difenylethier
(PBDE), vzrostla na g@itku tohoto desetileti produkce HBCD a v &mné dob jsou
vyrakeny v mnozstvi nad 20 000 t/rok (Sellstrom et @002, Heeb et al., 2007).
HBCD tvarily uz v roce 2001 ze vSech pouzivanych BFR 87 se stalyietim
nejvice pouzivanym zpomalatem hdeni, hned po tetrabromobisfenolu Aifpizné
59%) a dekabromodifenyletheru (26%) (Morose, 2006).



Obr.¢. 1 Strukturan, B-, y-HBCD enantiomat (Heeb et al.; 2007)

2. 2 HBCD v zivotnim prostedi

HBCD nejsou v polystyrenu kovalegtmazany a tudiz mohou byt uvehy do
Zivotniho prostedi, a to jak progednictvim emise dhem vyrobniho procesu, tak
pramyslové aplikace a ro¢# z produkd béhem a po jejich pouZziti. Diky své
persistenci byly HBCD detekovany a distribuovanycpté severni polokouliéetns
arktické oblasti (Haukas et al., 2009). Jejich Kghi¢-chemické viastnosti neumidji
transport vzduchem na dlouhé vzdalenosti, avSakljstavazany na prachovastice
nebo rozpug&né v mdskeé vod, mohou byt distribuovany na velké vzdalenosti (ks
et al., 2009). Zatimco v sedimentech byyi#omen pedevSimy-HBCD (> 90%), biota
obsahuje vysoké koncetrageHBCD. B-isomer vZdy zaujima nejmensi procentualni
podil (DeBoer et al., 2002). Akumulace HBCD v Zivion prostedi a v Zivych

organismechini tyto latky moznymi persistentnimi organickynalptanty (POPS).
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2. 3 Toxické &inky HBCD na zdravi

HBCD jsou vysoce lipofilni a bioakumulativni latky potravinovénietzci se
zvysuje jejich hladina a popuiai studie v Evrop, Japonsku, Rusku a USA
zaznamenaly gfitelné koncentrace HBCD v plazm matéském mléce (Covaci et al.,
2006). HBCD nevykazuji té#h Zzadnou nebo jen nizkou akutni toxicitu, drazdiyvost
mutagenitu nebo karcenogenitu, avSak opakovanéydidkozuiji jatra, ovliuji
hormony §titné Zlazy a #pobuji poruchy plodnosti. Byly tak& vitro zaznamenany
neurotoxické efekty (Canton et al., 2008; Liliertbiaal., 2008; van der Ven et al.,
2009).

Hlavnimi expozinimi cestami HBCD jsou:ifjem potravy (akumulace HBCD v
tukové tkani u potravin zivaSného fivodu) a inhalace (,indoor exposition“) (Roosens
et al., 2009). Vyloteni HBCD z tukové tk&hje vyrazre pomalejSi nez z ostatnich
tkani, pol@as eliminace trvadgkolik tydna az nésioi. Tkarg obsahuji vysoké
koncetracer-HBCD, coZ je pravépodobré zpaisobeno biotransformadi- ay-isomeru
(Roosens et al., 2009).

Jak jiz bylo zmiano, HBCD maji negativni vliv na nervovou soustavu.
Doposud byl pozorovan n&pnivy vliv na weni a chovani u mysi (14nol/kg €lesné
hmotnosti) (Eriksson et al., 2006) a oxidastres v nervovych mozkovychiikach ryb
(28 denni expozice, 5Q@/l) (Zhang et al., 2008). Mechanistickevitro studie o
neurotoxicit HBCD jsou omezené. Zatim byla zaznamenana pol#gi¢e uvohovani
dopaminu v synapsich a synaptickyckioiéh a nekréza granulodyt mozku po
24hodinové expozici (Mariussen, Fonnum, 2003; Rdist al., 2006). Row vliv
HBCD na imunitni systém nebyl dosuili§ prozkouman, nicmérbylo zjis€no, Ze
HBCD snizuji lytickou funkci a hladinu ATP v lidskfi lymfocytech (naturall killer
cells) (Hinkson, Whalen, 2009).

HBCD maiji také vliv na hormony §titné Zlazy: shitdadinu tyroxinu a zvysuji
hladinu tyrotropinu (Chengelis, 2001). vitro studie prokazaly antiandrogenni aktivitu
HBCD, rovrez byla pozorovana interakce s receptory steroidn@moni a inhibice
aromatazy (Hamers et al., 2006). Je tedy pflawdobna role HBCD jako endokrinniho
disruptoru (van der Ven et al., 2009).

Opakovanou expozici HBCD u potkadochazi ke zvySeni hmotnosti jater a
aktivité jaternich enzyiin (Chengelis, 2001). HBCD v jatrech ramindukuji
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metabolické biotransforndai enzymy jako je cytochrom P450 (CYP) (Germer et a
2006) a také mohou vyvolat rakovinu nemutagennirohaeismem. Bohuzel sétgina
souwrasnych studii zkoumajicich toxicitu HBCD nezsdinje na jednotlivé isomery
HBCD, ale zkouma tyto latky ve sisi (Zhang et al., 2008). Existuje velmi malo studii
téchto latek na urovni jednotlivych stereoisoheavsak jednotlivé enantiomery jiz byly
pomoci HPLC usgsns separovany (Heeb et al., 2005). Pro &jisekologického rizika
je tedy nutné stanovit potencialni toxicitu jedivgtth isometi (Zhang et al., 2008).
PredevSim mozné negenotoxické mechanismy souviseajig@lorovou promoci nebyly

u HBCD uibec studovany.

2. 4 Mezibuné¢na komunikace

Meziburé¢na komunikace je Klbva pro existenci mnohob&tnych organism,
neba’ umoziuje koordinaci vSech zakladnich pochqgdko je st, vyvoj, dleni a
organizace butk do tkani. Zakladnimi typy mezib&mné komunikace jsou: b&éna
spojeni, neuralni, endokrinni, parakrinni a autokrkomunikace (Alberts et al., 2008).
Bunécné spoje Ize rozidit do tri funkénich skupin: &sné spoje (tight junction, TJ),
ukotvujici spoje (anchoring junction), mezi kteadpadherentni spoje (adherent
junction, AJ) a komunikani (mezerove) spoje (obf. 2) (Hartsock, Nelson, 2008;
Alberts et al., 2008).

12
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2. 4. 1 Adherentni spoje

Hlavni funkci adherentnich sgige umozini vzajemné adheze mezi
sousednimi bitkami; podileji se ale také na regulaci intracehil&ignalizace a
transkrigni regulaci (Hartsock, Nelson, 2008). Adherentmij § tvaren interakci C&
zavislych transmembranovych proteirodiny kadherif (E-kadherin) a katenin
(p120,0- , B-katenin). Cytoplasmaticka doména kadh&naze submembranovy plak
proteini B-katenini nebo plakoglobit (y-katenin), ktery je spojen k cytoskeletarnimu
aktinu pomocti-kateninu (Nagafuchi, 2001; Hartsock, Nelson, 2008&)ligni
transformaceéasto doprovazi zasadni &ny v organizaci cytoskeletu, snizeni adheze a
intracelularni signalizace, ve které se uflg predevsim volny-katenin. NaruSeni
normalni bugicné adheze v transformovanychikach rispiva k zvySené migraci a
proliferaci nadorovych butk, coz vede k jejich invazivita metastazovani (Conacci-
Sorrell et al., 2002).
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2.4.1. 1 E-kadherin

E-kadherin je hlavnim proteinem rodiny kadh&rm@xprimovanym v
epiteliainich bitkach. Jedna se o transmembréanov§’@avisly glykoprotein; obsahuje
pét charakterisitickych extracelularnich repetetivtndmmeén, které tudtrans —
kadherinové interakce mezi sousednimikami a iniciuji bugénou adhezi a vznik
adherentnich spbj(Halbleib, Nelson, 2006). Pro spravnou konformeadracelularni
kadherinové domény je nezbytna vazba*C¥ cytoplasmatické domérsou d
ponerné presré definované katenin-vazebné domény (CBD), obsain@dic
aminokyselinovych juxtamembranovych domén, ktet& yal20-katenin a C-koncem
vazi B-katenin (Hartsock, Nelson, 2008). Kadherinem zppeatkovana mezibwina
adheze je vysoce dynamickd a utngz reorganizaci rozptylenych btkopri
normalnim vyvoji a fi karcinogenezi. V nadorech ztrata bameé adheze koreluje se

supresi E-kadherinu a zvySenim proliferace a ivitgziumoru (Batlle et al., 2000).

2. 4. 1. 2p-katenin

B-katenin obsahuje 13 repetetivnich domén, ktené feareny 42
aminokyselinami, které vytwéji trojitou Sroubovicip-katenin se vaZze na C-konec
cytoplasmatické domény E-kadherinu a je regulowedfofylaci (Hartsock, Nelson,
2008). Hladina cytosolickeh@kateninu je v biice za normalnich okolnosti nizka,
neba’ B-katenin vdzany v AJ je stabilni, zatimco vopajtatenin je fosforylovan
glykogensyntaza-kinazol3GSK-3B) a asociovan v komplexu s proteiny axinem a
APC (adenomatosis polyposis coli) a nastedegradovan ubikvitin-proteasomalni
cestou (Cavallaro, Christofori, 2004). Dojde-li ew$k potl@eni rekterého z
mechanism regulace tohoto proteinu, dochazi k aktivaci Whdthg (viz obr ¢. 3);
volny B-katenin je koaktivator této drahy. Klasicka Wndlth je aktivovana po
navazani Wnt ligandu na receptor Fz (Frizzled) r@&eptor LRP5/6 (Low Density
Lipoprotein Receptor-Related Protein). Na receptose navaze protein Dvl
(Dishevelled) a vznikly komplex Fz/Dvl fosforylufgRP5/6. Fosorylovany LRP5/6
umozni navazani Axinu k LRP. Vazbou Axinu na Dvilgstrukni komplex
zablokovan, neltbnedochazi kignosu fosfatové skupiny ifiakatenin a tedy ani k jeho

degradaci proteazomem (Komiya, Habas, 200&gatenin se akumuluje v cytoplagma
14



po dosazeni dité koncentrace dochazi k jeho translokaci do jakita se navaze na
transkrigni faktor LEF/ TCF (lymphoid enhancer factor/ Tel ¢actor),cimz je
indukovana transkripce axinu2, cyklinu D1, c-mydadSich geti (Hartsock, Nelson,
2008). Wnt draha je klova lthem embryonalniho vyvoje, avSak jeji aktivace
zpiusobena deregulapikateninu byla potvrzena v mnoha typech lidskyctionia
(Conacci-Sorrell et al., 2002).

B-catenin
A accumulation

Target genes

Obr.¢. 3 Klasicka Wnt signalizace betitomnosti Wnt ligandu a po navazani Wnt liganduriifya,
Habas, 2008)

2. 4. 2 Mezerove spoje (Gap junctions)

Gap junctions (GJs) jsou jedinymi znamymi &tmymi strukturami, které
umoziuji piimy transport signalizaich molekul z bikky do buiky pomoci
transmembranovych hydrofilnich kataHlavni funkci GJ je zproistdkovani
meziburgéné komunikace (GJIC), kterd je ddva pro udrZzeni homeostazy, nezbytna
pro spravnou regulaci proliferace, diferenciac@aepédzy a hrajeieZzitou roli @i
tkanové odpo¥di na hormony; dale slouzi jako elektricka synapseurord, burek
hladkého svalstva, sréigich myocyt a podili se na regulaci embryonalniho vyvoje
(Segretain, Falk, 2004; Alberts et al., 2008). Kédoho bylo zjis¢éno, ze konexiny

(stavebni proteiny GJ, viz dale) maji jediné a specifické funkce; mohou hrét
15



vyznamnou roli pi tvorbé nestabilnich transitnich mezihtémych kontaki (Segretain,
Falk, 2004). Jsou-li mezerové spoje naruseny, dodhenhibici mezibugcné
komunikace. PoSkozena meziktuna komunikace je typicka u nadorovych Bkin
Schopnost chemickych latek inhibovat mezi&aunmou komunikaci mezerovymi spoji je
typickym markerem nadorovych promaigqRosenkrantz et al., 2000; Machala et al.,
2003; Simeékova et al., 2009a).

2. 4. 2. 1 Struktura mezerového spoje

Meziburé¢né spoje maji velmi kratky palas Zivota, pouzedkolik hodin, poté
se spoj rozpada a nasleduje ubikvitinace nebo tysaini degradace (Mese et al., 2007,
Berthouda et al., 2004). Mezerovy spoj vznika napiop dvou parovych
transmembranovych proteinovych komplekonexori. Samotny konexon je sloZzen z
Sesti homomernich nebo heteromernich podjednotiicizh do proteinové rodiny
konexini. Mezi konexiny je prazdny prostor, jimz mohou grézet malé molekuly
(< 1,5 kDa) (Perkins et al., 1997).

Konexin obsahujétyti transmembranové domény, kteréiivainu kanalu.
Tyto domény jsou spojeny &wi extracelularnimi smskami, které jsou vyznamné pro
meziburé¢né rozpoznani. Sniia obsahujeit konzervativni cysteinova rezidua, ktera
vytvareji intrakonexinové disulfidické aistky (viz obr.¢. 4). Cytosolovy N-konec
konexinu je vysoce konzervativni, zatimco C-konécualmi variabilni sekvenci a
délku (Mese et al., 2007). Jednotlivé konexinyi&enholekulovou hmotnosti, proto
jsou jednotlivé konexiny ozgany¢islici, ktera je rovna jejich molekulové hmotnosti,
nap. Cx43 ma 43 kDa (Sohl, Willecke, 2004).

Kanalky se mohou otevirat/uzavirat na zaklaekny tercialni struktury
konexini indukované nap fosforylaci. Uzavirani mezerovych sp@g navozeno
apoptickymi a stres-indukujicimi signaly, ale mié&achrannou funkci, naiklad pred

Sirenim toxini.

16



A B

Cytoplasmic

Channel formed Normal extraceliuiar

by pores in space
each membrane

| Transmembrane

Extracellular

E2
cg0 ©%Fe

Obr.¢. 4 Schéma mezerového spoje (Sohl, Willecke, 2004)
Tmavsi odstin ozrtalje ¢ast konexonu zafienou do membrany, valcéguistavuji transmembranové
domény (M1-M4). Smyky mezi prvnim a druhym a mezetim actvrtym valcem pedstavu;ji

extracelularni (E1 a E2) transmembranové doményiafid jsou havazanai tysteinova rezidua.

2.4. 2.2 Konexin 43

Konexin 43 (Cx43) je nejvice exprimovanym a Siretglovanym proteinem
rodiny konexiri.. Zivotni cyklus Cx43 je komplexni, vysoce reguloya velmi
dynamicky proces (Berthoud et al., 2004).

Konexin 43 je syntetizovan v endoplasmatickénkuddi (ER), v post —
ER/Golgiho aparatu je oligomerizovan do struktuopéxonu a pak dopravovan
pomoci Golgiho aparatu do plasmatické membranytrséoZeny nebo nevhodn
oligomerizovany Cx43 je vracen&po ER a &tpen proteasomalni
(polyubikvitinovou) nebo lysozomalni cestou (vizr08). Nekteré konexiny/konexony
putuji ihned po sekreci do membrany do lysoépastatni vytvéi mezerovy spoj.
Konexin v mezerovém spoji je na konci Zivotniholoylosforylovan (existuje ¢kolik
fosforylatnich mist — tyrosinovych a serinovych) a poté ubikeovan (Berthoud et al.,
2004).

Tyto modifikace/signaly jsou rozpoznany a indulantocytosu. Nagklad,
EGF (epidermal growth factor) inhibuje GJIC aktivRRAP (mitogen activated protein)
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kindz ERK1/2, které hyperfosforyluji Cx43, coz védgeho degradaci a rozpadu
konexonu (Cameron et al., 2003).

Nejvice studovany klasicky inhibitor mezikigné komunikace a tumorovy
promoter 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetat (TPk)\auje proteinkindzu C, kterd pak
hyperfosforyluje Cx43, ktery je nasleduabikvitinovan, v dsledku¢ehoz dochazi k

inhibici meziburg¢né komunikace (Leithe, Rivedal, 2004).

5 J Connexin
s}
Ub% ;%-E Y286 L N  Misfolded connexin
‘%’gg?%\ “~ Ub ‘é‘ééé‘\ %} v Connexon
Internalized 35 %, KX ub )l  Gap junction channel
Gap Junction Ub% v Boec it
D Ub  Ubiquitin
%@ Y286 Tyrosine-based sorting signal
P roteasom\ @ =3 Proteolytic products
Y © P.M. Plasma membrane
— P Phosphate

Obr.¢. 5 Degradéni cesty konexinu (Berthoud et al., 2004)

2. 5 Burgény cyklus

Bungény cyklus je vysoceizeny proces,ibkterém dochazi k rozteni
matdské buiky na d¥ dceinné. Je rozélen do interfaze a M-faze (zahrnujici mitosu a
cytokinesi).

V interfazi se bitka nachazi mezi @wmi buré¢nymi délenimi a je pipravnou
fazi pro @¢leni buiky. Dochézi zde k syntéze molekul a kontrole spo&tirproces
nutnych pro vznik nové lilky. Zahrnuje postmitotickou G1- (gap 1) fazi, ktega
vyznauje metabolickou aktivitou kiky, je v ni syntetizovana RNA a probiha

proteosyntéza, nikoli vSak replikace DNA. Btny cyklus je v této fazi ovlikovan
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negativnimi a pozitivnimidastovymi signaly. Projde-li hika bodem restrikce, cozZ je
prvni kontrolni bod butné proliferace, vstupuje do S- (syntetické) faz&-fazi je
replikovdna DNA a syntetizovany histony. Po S-féasleduje G2- (gap 2,
premitotickd) faze, ve které jsou syntetizovanytgiry nutné pro vstup do M-faze a
dochézi k dalSimu 2tSovani buiky. V G2-fazi se nachazi druhy kontrolni bod, ktgry
fizen komplexem MPF (Mitosis Promoting Factor),ijieif vstup buiky do mitosy
(Alberts et al., 2008). U diferencovanych Bkife mozna jestGO-faze, klidovy stav
buiky. Do GO-faze biika vstupuje, nema-liffznivé podminky pro &eni.

Vyrazre kratSi oproti interfazi, avSak velmi dynamickdjefaze. Zahrnuje
mitosu (ctleni jadra), odpovida za roddni dcéinnych chromosorina je zavrSena
cytokinesi.

Mimo hlavni lontrolni body G1/S a G2/M existuji jg¢dalSi dva: prvni se nachazi
v S-fazi a zastavuje baény cyklus, neni-li DNA Upla zreplikovand. Druhy kontrolni bod
zastavuje 8eni buiky v M-fazi, pokud neni spra¥rvytvoreno @lici vieténko(Garret,
2001).

2. 5. 1 Regulace bu&ného cyklu

Prechod mezi jednotlivymi fdzemi b&ného cyklu jeizen cykliny, které
s cyklin-dependentnimi kinazami (CDKSs) vyte# aktivni komplexy (viz obr. 6).
CDKs maji v buice klicovou ulohu, nelwjejich aktivace cykliny nebo inaktivace CDK
inhibitory (CKI) tvoii molekularni podstatu regulace aného cyklu (Malumbres,
Barbacid, 2009).

Jak jiz bylo zmigno, pechod z G1 do S-faze je ovl&m pritomnosti fistovych
faktoni. Jejich gitomnost je nezbytna pro syntézu cyklinu D, kteytv&eji s CDK2,
CDK4 a CDK®6 aktivni komplex, ktery fosforyluje Rie{inoblastoma) protein.
Fosforylace zfisobi uvolgni Rb proteinu z vazby na tranktig faktor E2F¢imz je
spuséna transkripce génpro S-fazi (viz obr¢. 7) (Israel, Israel, 2000). Na&ku S-
faze dochazi k expresi cyklinu A a naslednému wzkiximplexu cyklin A/Cdk2, ktery
fosforyluje protein Cdc6, ktery spousti replikadiB. Ke konci S-faze se komplex
cyklin A/Cdk2 rozpada, cyklin A vytw@vazbu s Cdkl a hika prechazi do G2-faze. Vv
G2-fazi je exprimovan cyklin B; ten se vaZze na Cdkak vznika MPF komplex a

buika vstupuje do mitosy.
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Obr.¢. 6 Schematicky fiibéh burééného cyklu ( Luch, 2002)

B-katenin/TCF signalni drdha zvySuje expresi cyklua sniZzuje expresi
inhibitoru cyklin-dependentnich kinaz, proteinu B2 Je-li narusen reguiai
degrada&ni mechanismug$-kateninu, niZze dojit k nezadouci aktivaci Wnt drahy a
chybné regulaci cyklinu D1, cozirhe fispivat ke ztrat regulaceiistu, ktera je typicka
pro nadorové hiky (Quasnichka et al., 2006, Israel, Israel, 2080)tein p21 hraje
klicovou roli v obou hlavnich kontrolnich bodech Btmého cyklu. Dojde-li z §akého
duvodu k poskozeni bitky (nag. genotoxické poSkozeni cizorodou latkou), jsowjak
odpowd exprimovany tumor-supresorové proteiny p53 a p&re po své aktivaci
zpomaluji nebo dokonce zastavuji Beémy cyklus a navozuji repafiai mechanismy
(Luch, 2002). Protein p53 ma &dualezité funkce: umaiuje reparaci DNA a navozuje
apoptozu. p53-indukovana zastavadameho cyklu v pechodu z G1 do S-faze a/nebo
z G2 do M-faze je zprastdkovana proteinem p24™ (Binkova et al., 2000).
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Obr. ¢. 7 Regulace postupu btimého cyklu kontrolnimi body v G1/S a G2/M fazi fapeno podle
Luch, 2002)

2. 6 Bundéna smrt

Burng¢na smrt je souhrn proaesedoucich k zaniku kiky. Bun¢nou smrt |ze
rozclit podle toho, zda se lilia na svém zaniku aktigrpodili (programovana baéna
smrt) nebo jde-li o pasivni zanik (nekrdza) (viz.@b 8).

NejéastjSim typem programovaneé btimé smrti je apoptdza. Jedna se o
normalni fyziologicky zanik btky, dalezity pro udrzeni Zivotaschopnosti tkani, v
embryonalnim vyvoji a zaji%ije rovnovahu buftné proliferace (Sladek, RySanek,
1999). Proces apoptozyiie byt také navozen u btknnapadenych virem nebo s
chemicky poskozenou DNA.dBem apoptdzy je v j&d i cytoplasmi navozena cela
fada zngn. Jadro se rozpada na fragmenty akiause smndije. Nedochazi vsak, na
rozdil od nekrdzy, k naruseni integrity plasmatiok&mbrany. Apoptotické liky se
rozpadaji na vesikuly obklopené membranou, tzvpagicka Eliska. Tato maji na
povrchu membrany fosfatidylserin, ktery spoustilogni protizatlivych cytokini.
Apoptoticka tliska jsou z tka#odstragna makrofagy nebo jsou fagocytovana
sousednimi bitkami (Taylor et al., 2008). Apoptozu Ize podlélghu rozdlit na dw

kaskady, vnitni a vrEjSi. Oke cesty jsou zavislé na kaspazach (cysteinyl adparta
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proteasy), které aktivuji kaskadu vedouci k t¢axpoptotickychdlisek, fragmentaci
DNA a Sg&peni protei (Johansson et al., 2010).

Oproti apoptdze, nekrdza je obvykle povaZzovanpasavni zfsob burgcné
smrti. Nekroza je vysledkem bioenergetického zheailwyplyvajiciho ze sptgbovani
ATP az na hladinu neslitelnou s pezitim buiky a obvykle nastavarpfyzickém
poSkozeni biikky nebo intoxikacti jinych vngjSich zasazich (Edinger, Thompson,
2004). Morfologicky je charakterizovana vakuolizacporusenim cytoplasmatické
membrany a indukci z&tu. Dochazi ke zémam v jaderné morfologii, nikoli vSak ke
kondenzaci a fragmentaci jako u apoptdzy. Zatinpmp#dza je bikoufizeny proces, u

nekrozy se jedna o proces neregulovany.

NORMAL CELL

NECROSIS APOPTOSIS

Obr. ¢. 8 Nekréza a apopt6za (van der Meer et al., 2010)
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3. Material a metody

3. 1 Testované latky

Testovanymi latkami byly-, B- ay-isomery hexabromocyklododekanu
(HBCD). Purifikovanéu-, B-isomery byly laska¥ poskytnuty prof. Ake Bergmanem
(Stockholm University, Swedenyisomer byl komeiné zakoupen jako technicka $m
(Sigma,CR). Byla provedena LC/MS/MS analyza a stanoven 8, podil y-isomeru
v této technické sisi (viz tab.¢. 1). Modelovymi induknimi latkami byl
2,2°,4,4° 5,5 -hexachlorbifenyl (PCB 153, Promoch&armany) a 12-O-
tetradekanoylforbol 13-acetat (TPA, Signa®) a Dibenzo[a,l]pyren (DBalP,
AccuStandard, Inc., USA). Jako inhibitor proteoztrmhdegradace byl pouzit MG132
(N-(benzyloxykarbonyl) leucinylleucinylleucinal, @na,CR) a jako inhibitor ERK1/2
U0126 (4-diamino-2,3-dikyano-1,4-bis (2-aminofehid butadien, Cell Signaling,
USA). Pozitivni kontrolou pro inhibici meziba&né komunikace byl fluoranthen
(SigmaCR), dimethylsulfoxid (DMSO) byl pouZzit jako rozpaidlo a negativni

kontrola.

Tab.¢. 1 LC/MS/MS analyza technické gsi HBCD

Analyt RT [min]| Area Area%
a-HBCD 10,430 40 0,41
p-HBCD 10,644 80 0,82
y-HBCD 10,854 9812 98,77

3. 2 Bunééna linie WB-F344

Bunééna linie WB-F344 je progenitorova nenadorova popallaurek, izolovana
zZ jater dosplého potkaniho samce Fischer-344 (Tsao et al.,)1984o linie byla
laskaw poskytnuta profesorem Jamesem E. Trosko (Easin@grndSA). Prace s
burg¢nymi liniemi probihala sterikhv laminarnim flow boxu za pouZziti sterilnich

roztoki a nastraj.
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3. 3 Rozmrazovani a zamrazovani buf&nych linii

Pri rozmrazovani bustné linie byla zkumavkaipnesena do sterilniho boxu a
do kultivatni lahve (25cm?2) bylo pipetovano 7 niiguSného kultivéniho média.
Rozmrazovani bylo urychleno opakovanyfidavanim média sterilni pasterovou
pipetou a poté byly biky preneseny do kultivai lahve a umishy do termostatu se
stabilnimi podminkami (teplota 37°C, 5% &®Ihkost 95 %). R zamrazovani byla
pasazi ziskana b&mna suspenze i@kna a pipetovana do zamrazovacich zkumavek
po 1,2 ml, poté byloijdano 150ul sterilniho fetalniho bovinniho séra (FBS) a 160
dimetylsulfoxidu (DMSO). Suspenze byla promicharzkamavky uloZzeny do
zamrazovaci krabky (NALGENE, Sigma C1562) napiné isopropanolem, ktera byla
umis€na do mraziciho boxu, kde probihalo gradientovéazowani a poté byly iy
uchovavany v kapalném dusiku (-80°C).

3. 4 Kultivace bunééné linie WB-F344

Bunééna linie WB-F344 byla steritnkultivovana v termostatuip37°C v
kultivacnich nadobach a v kultignim méediu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Gibco, UK) s fenolovogerveni, obohaceném o 5% fetalni bovinni sérum
(FBS, Sigma{R), NaHCQ (20 mM, LachnerCR), HEPES (10 mM, Sigm&R) a
antibiotikum gentamicin (10 mg/ml, Sigm@R)

3. 4. 1 Slozeni média DMEM s fenolovoéerveni

Reagencie byly rozpugty v 11 deionizované miliQ vody a pH upraveno na
7,1 —7,15. Poifdani antibiotika gentamycinu bylo médium steripitefiltrovano.

Praskové medium DMEM.......................... 10,00 g/l

NAHCGs. ... 2,00 g/l

HEPES ...t 2,39 g/l
GentamyCin.........ooeevevviviiiiiiie e e 4,00 ml (10 mg/ml)
FB S i 5% viv



3. 4. 2 Riprava sterilniho fosfatového pufru (PBS)

PBS je uzivan k oplachu b&kh Uvedené navazky chemikalii byly rozpimst v
1 1 miliQ vody a pH upraveno na 7,2. Roztok bykiiteovan v autoklavu 20 minutip
115°C.

NACH ..o 8,00 g/l
Gl e e 0,20 g/l
NAGHPOL. .o 2,89 g/l
KH2POs. .. 0,20 g/l

Jinou moznosti jeffprava PBS z tablet dle navodu vyrobce (Oxoid, &End). |
v tomto gipadt probiha sterilizace v autoklavu 20 mintit p15°C.

3. 4. 3 Pasazovani buik

Ze 75 cmz kultivani lahve bylo odstramo médium biiky oplachnuty 2x 5 ml
sterilniho PBS aijdan 1 ml 0,05% trypsinu — EDTA. Poté bylyitky inkubovany 3 —
5 min v termostatu a po jejich uveéhi ze dna byly sé¢pany do spodristi lahve.
Pridavkem 3 ml kultivéniho média zatatého na 37°C doslo k inhibici trypsinu a
naslednym rozsuspendovanim bylo zabnénshlukovani busk. V 1ahvi po pasazi byla
ponechana cca 1/10 hitmé suspenze d&igdano 10 — 11 ml média. Lahev byla uloZzena

do termostatu a zbyla b&tna suspenze pouzita k dalSimu experimentu.

3. 4. 4 Kiprava vzorka bunék pro testovaniin vitro

Cast zbylé bu#iné suspenze byla pouzita pro sazenitro. Cast bugtk byla
odebrana a rfacéna PBS v porru 1:9 a pomoci Birknerovy kairky byl stanoven
pocet burgk/ml. Dle designu experimentu byly tiky nasazeny do mikrodesek, pop
misek a pemistny do termostatu na 37°C. Po dosazeni konfluenlyelboyiky

exponovany testovanymi latkami.
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3. 5 Testy cytotoxicity

Pro n&teni cytotoxicity byly sterilty nasazeny hiky do 96jamkové desky v
koncentraci 100 000 bak na 1 ml média,ust 48 hodin. Cytotoxicita byla &ena po
24hodinoveé expozici jednotlivych koncentraci testoych latek. Cytotoxicita byla
meéiena démi metodami: pomoci MTT a neutrakdrverg. Vysledky byly néreny
pomoci pistroje IEMS reader MF (Labsystems) a vyhodnoceongm@mmem Genbip

absorbanci 540 nm.

3.5.1 MTT test

Principem této metody je enzymatick&mena Zluté tetrazoliové soli MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-bifenyltetrazoliunrdmid, Sigma(R) na, ve vod
nerozpustny, modry formazan. Pouziva se pro stamaehydrogenasové aktivity ve
tkanich nebodnich tekutinach. Zgnou absorbance (mrtvé iy formazan

neprodukuji) Ize zjistit cytotoxicitu exponovanyiétek.

Po odsani média bylo do kazdé jamky napipetovénd RITT (37 °C; 2,5
mg/ml PBS) a 2 — 3 hodiny probihala inkubace v tetaitu. Enyzmova reakce byla
ukortena pidavkem 10Qd 10% SDS (pH 7,4) a test vyhodnocen (viz vyse).

3. 5. 2 Test cytotoxicity pomoci neutralnéervené (NRU)

Neutralnicervei (Sigma,CR) je kationtové barvivo, které snadno penetriigsp
bunéénou membranu a hromadi se v Btmych lysozomech, kde se v matrix vaze na
aniontova vazebna mista. Poskozené nebo mrtéymiraci schopnost zadrzovat NR,
ktera se Bhem promyvaci/ fixéni procedury z takovych bgk vymyje. Znénou

absorbance tak lze stanovit cytotoxicitu exponoeangtek.

Po odsani média bylo do kazdé jamky napipetov@3qull neutralnicervere
(37 °C, 80ug/ml). Buiky byly s NR inkubovany 3 hodiny v termostatu aépby!

roztok odsat a do mikrodesky bylo pipetovano jibfixac¢niho roztoku
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(1g CaC} ve 100 ml 0,5% formaldehydu) a nasledovala inkalde minut pi
laboratorni tepla@t Nasledsg byly buiky oplachnuty 2x 10Ql PBS, do kazdé jamky
pridano 200Qul lyza¢niho roztoku (1% kyselina octova v 50% ethanolojikrodeskou
bylo po dobu lyzace (30 minufiepano na deskovéepace. Po ukoteni inkubani
doby byly test vyhodnocen (viz vyse).

3. 6 Méreni modulace GJIC (gap junctional
intercelluar communication)

M¢teni GJIC se provadi metodou SL/DT. U této metodsigdovana vzdalenost
transportu fluoresceéni sondy (luciferdzova i) od mista provedediézu v bugéné
monovrsté pies mezeroveé spoje v zavislosti nes@beni sledované latky. Vzdalenost
je od&tena pomoci fluorescéniho mikroskopu.

Bunky byly sterilré nasazeny do 24jamkovych desek v koncentraci 180 00
burék na ml, fist 48 hodin. Po dosazeni konfluence byly v daréasech exponovany
prislusnymi latkami a proveden test.iy byly oplachnuty 2x PBS a do kazdé jamky
bylo pipetovano 250 ul 0,05% luciferazove Zlutirayedeny Jezy. Mikrodeska byla
ponechana 2 — 3 minuty ve &nPPo ukoreni inkub&ni doby byla luciferdzova zfu
odsata a hiky 2x oplachnuty PBS a fixovany 4% formaldehydemh®dnoceni bylo
provedeno fluorescé&nim mikroskopem Nikon ECLIPSE TE200 v programu
LUCIAG.

3. 7 Detekce apoptozy a #feni fazi burééného cyklu

3. 7. 1 Sklizeni buik pro pratokovou cytometrii a barveni DAPI

Bunky byly sterilré nasazeny do 6jamkovych desek v koncentraci 100 000
burék na ml, fist 72 hodin. Konfluentni kiky byly po 24 hodin exponovany
testovanymi latkami a sklizeny. Médium i prvni ailé®?BS byl odsat do ozéenych
zkumavek. Do kazdé jamky byldgigano 30Qul trypsinu a po uplynuti inkulégai doby
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(v termostatu 2 — 3 min) byl trypsin inhibovan 108ztokem FBS v PBS. Biky byly
rozsuspendovany a odsaty do aarg/ch zkumavek. Nasledprobihala centrifugace
(200 g/5 minut) a po uka@eni centrifugace byl supernatant odséran

Pro barveni DAPI a pro &reni fazi bugéného cyklu byly vzorky fixovany
piidanim 2 ml vychlazeného 70% ethanolu a uloZenlgladnicce. Fixace probihala 24
hodin.

Pro detekci fluoresceéni sondou Annexin-V-Fluos byly pouZzity Zivéiiky.

3. 7. 2 Detekce apoptozy fluorescéni sondou Annexin-V-Fluos

Principem této metody je specifickd vazba Annexihoa molekuly
fosfatidylserinu, ktery se nachazi na povrchu cgtematické membrany.éBem rané
faze apoptdzy dochéazi kemistni fosfatidylserinu z vnihi strany cytoplasmatické
membrany na wj)si stranu. Annexin-V je ozian fluorochromem a apoptotickérthy
je tak mozné detekovat pomociifmkového cytometru. S@asti testu je také zdeni
pomoci propidium jodidu (PI) ktery se vaZze na DNDnauje nekrotické biiky,

jejichz membréna ztratila integritu a dovoluje teui§mik Pl do jadra.

Ke st@&enym buikam bylo gidano 100ul inkubaniho pufru (10mM HEPES,
140mM NaCl, 5mM CaG) pH 7,4), 1Qul 6x nacedného propidium jodidu (Alchimica,
2,5 mg/ml) a 1Qul 10x nadedného annexin-V-Fluos (Roche). Poté probihala 15utnin
inkubace v termostatu ¢$ns pied neérenim bylo do kazdé zkumavkyigano dalSich
100ul inkubaniho pufru a poté byla &ena fluorescence naipokovém cytometru
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USAEmisni vinové délce 515 nm
(annexin) a 617 nm (propidium jodid). Procentuabstoupeni apoptotickych a
nekrotickych budk bylo hodnoceno v programu WinMDI 2.8 (Becton Didon, San
Jose, CA, USA).

3. 7. 3 Detekce apoptotické fragmentace jader

DAPI (4°,6-diamino-2-fenylindoldihydochlorid) (Rbe Diagnostics, Germany)

se vaze do mensiho zavitu DNA na AT bohata mistezaiku modré fluorescence.

28



Takto ozn&ené buky Ize pozorovat pod fluoresc&mm mikroskopem a vizuain
odlisit fragmentované hiky.

Buriky fixované v ethanolu byly promichany na Vortexpaapromichani byl
pridan DAPI (lug/ml). Poté byla butna suspenze 3 — 5 minut barvena vé pim
laboratorni teplata nasled& probihala centrifugace 200g/5min. Supernatanbdght
a suspenze byla promichana v 10ul MOWIOLuU (MOWIOABIZO Anti
photobleaching Mounting Media, Calbiochem, Germalg) podloZni skéko bylo
pipetovano 5 pl suspenze a gekyti krycim skiékem dale uchovavana v chladce.
Méteni bylo provedeno pomoci fluoreséaiho mikroskopu Nikon ECLIPSE TE200
(Nikon Instruments Inc, USA). Z ndhatlmybraného pole bylo pozorovano 300 &kin
piicemz byl vyjaden procentudlni podil apoptickych kkn

3. 7. 4 MEreni fazi burééného cyklu pomoci piitokového cytometru

V jednotlivych fazich bugtného cyklu je obsah DNAizny a pomoci
specifického barveni a uzitimgokového cytometru Ize rozliSit na zaktazineny
intenzity fluorescence G1 fazi (obsah diploidni DR®), S fazi (obsah DNA 2n —4n) a
G2/M fazi (obsah DNA 4n). Vysledna data jsou zalees jako poet burgk versus

intenzita fluorescence, ktera je &ma obsahu DNA.

Bung¢nd suspenze, fixovana v ethanolu, bylg@eta i 200g/5 minut a odsat
supernatant. Poté byly #iky centrifugovany s 4 ml studeného PBS, odséat sipent a
piidano 200 pl studeného Vindelova roztoku. Inkubarodihala v termostatu 30 minut
a nasled# byly vysledky vyhodnoceny pomociipokového cytometru FACSCalibur
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) @misni vinové délce 617 nm. Jednotlivé
faze bugcného cyklu byly miteny v programu ModFit LT 3.0 (Verity Software House
Topsham, ME, USA)

Vindeliav roztok (20 ml)
1M TRIS (tris(hydroxymetyl)aminometan)....20@/0

RNASA (SIgMACR).....cveiiieeieeeecee e 2,8m
THEON-X =100....cciiiiiiiiiiiiieeeeee e 200,Qu



Propidium jodid (2,5g/ml, Sigm&R)........... 400,Ql
MiliQ VOda........ooieeiiiiiiiieeeeeee e 16,4 ml

3. 8 Imunocytochemie — detekce konexinu 43

Imunocytochemick&d metoda je zaloZena na poudtilatky k detekci antigenu
v buikach. Principem je fixace proteinu (antigenu) v diuné monovrsty a navazani
specifické primarni a sekundarni protilatky. Selkamnd protilatka je zngena
fluorescenim barvivem a sledovany protein je tak vizualizop&mo v buice.

Bunky byly sterilré nasazeny na kryci skkia ve 4jamkovych deskach v
koncentraci 100 000 bgk na ml, fist 72 hodin. Po dosazeni konfluence byly v danych
¢asech exponovany testovanymi latkami a sklizenyexpozici bylo z jamky odséato
médium, byly oplachnuty studenym PBS (4 °C) a f&y @ges noc v 25@l smesi
aceton: metanol (1:1). Skka lze zamrazit k dalSimu pouZziti nebo pa@kneaat v
nasledujicim postupu.

Jamky byly promyty 3x 10 minut 0,5 ml promyvaciioatoku (sloZeni viz nize)
a inkubovany 60 minut ve 2Q0 3% BSA. Poté byly bitky 2 hodiny inkubovany s
primarni protilatkou (taks. 2). Po odséti primarni protilatky byly jamky prgiy
3x 10 minut 0,5ml promyvaciho pufru a nasledovalkaubace 1,5 hodiny ve thse
sekundarni protilatkou ztianou fluorescami sondou FITC. Po ukéeni inkub&ni
doby byla sekundarni protilatka (tah.2) odséata a skika oplachnuty 3x 10 minut
0,5 ml promyvaciho pufru. Skka s butkami byla vytaZzena a licem dgbiiloZzena do
3 ul MOWIOLu nakapnutém na podloznim skle. Vyhodnod&yid provedeno na
fluorescerini mikroskopu Nikon ECLIPSE TE200 v programu LUGEA

Tab.¢. 2 Pouzitd primérni a sekundarni protilatka

Primarni  Vyrobce Redéni Sekundarni  Vyrobce Redéni

protilatka protilatka

Connexin  Sigma — 400x Fluorescein— GE Healthcare, 50x

43 Aldrich, CR  promyvaci labeled UK promyvaci
roztok Antirabbit IgG roztok
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Promyvaci roztok (1 [)

AMNAC ... 25,0 ml
2M TRIS (PHZ 7,4) e 10,0 ml
Tween20 (SIgMaA).......cuvvrrriiiiiiiieeee e ereeeeeeeeeeeeen 0,5 ml

Uvedené mnozstvi latek bylo poté daio destilovanou vodou na objem 1 1.

3. 9 Detekce proteifi metodou Western Blotting

3. 9. 1 Riprava bunééného lyzatu

Bunky byly sterilré nasazeny do 6jamkovych desek v koncentraci 100 000
burgk na ml, Gst 72 hodin. Po dosazeni konfluence bylo médiunatodeuky byly
oplachnuty PBS (4°C) aiplano 120ul studeného lyzaniho pufru (4°C). Lyzat byl
sklizen pomoci buttné Skrabky, fepipetovan do mikrozkumavek a pro dalSi pouziti
zamrazen na -80°C. Po rozmrazeni bylikyuozvuieny ultrazvukovou jehlou a poté

byl stanoven obsah bilkovin pomoci bicinchoninoygeiiny.

Lyzaéni roztok (1 ml)

LM NGF ..ot 1l
0,IM PMSF ...ttt s 1Qul
LM NBVO L. eeiieiiiiieeiieee e 1l
IMTRIS (PHZ 7,4) e 100ul
10% SDS (dodecylsiran sodny)................. 100u
(€)oo | 10Gul

Uvedené mnozstvi latek bylo poté dafio destilovanou vodou na objem 1 ml
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3. 9. 2 Stanoveni koncentrace bilkovin bicinchoninmu kyselinou

Metoda vyuZziva kyseliny bicinchoninové ke speldtofmetrickému stanoveni
celkovych proteifi. Principem je alkalicka redukcesnatého iontu proteinem na
méd’ny iont a nasledna chelatace vznikléh&aiimého iontu bicinchoninovou kyselinou

za vzniku zabarveni.

Do 96jamkové desky bylo v triplikatech napipetov@@qul proteinového standardu
BSA (bovinni sérovy albumin)¢imz byla vytvdena kalibréni tada o koncentraci BSA
0 mg/ml (PBS), 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mg/ml.

V duplikatech byly pipetovany 3 ¥gdedéné vzorky a poté bylo jednotlivym
vzorkim, standaréim a jako blank idano 200ul roztoku kyseliny bicinchoninové a
CuSQ (50:1). Inkubace v termostatu (37 °C) probihalar@®dut a poté byla
koncentrace bilkovin z#iiena na IEMS readeru MF (Labsystems) a vyhodnocena
programem Genbipabsorbanci 540 nm. Na zaktagjisttnych koncentraci byly
vzorky vzorkovym redukujicim roztokem a lyzam roztokem upraveny na stejnou
koncentraci a povany 5 minut, rozéleny na alikvoty a zamrazeny na -80°C.

Redukujici roztok

0,5M TRIS (PH=6,8)...ccceeeiiiiiiiiiiieiieeeeeeee, 2,6 ml
10% GIYCerol......ccoeeeeeeieiiieeeeii e 2,0 ml
10% SDS.....coiiieee e 4,0 ml
5% merkaptoethanol.....................ccoe s 1,0 Ml
Bromfenolovad motl..........ccccccvvveiiiei, 1,@m
Destilovana voda.........ccocceveeeviveeiiiiieeeeeee, 10,4 ml

3. 9. 3 SDS-PAGE elektroforéza

Tato technika je uzivana k separaci prataia zaklad jejich elektroforetické
pohyblivosti.
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Priprava geli

Do stojanku s wistenymi skly byla nalita sis pro sepakai gel a pevrstvena
isobutanolem nasycenym vodou. Po zpolymerizovai (@ea 1 hodina) byl isobutanol
odsat a geligvrstven ekvilibranim roztokem, ktery byl po 5 min ro¥h odsat a na gel
byla nalita smis na zaosbvaci gel a vloZzen 10jamkovy nebo 15jamkowglinek.

Zaostovaci gel polymeroval asi 30 min.

10% separani gel (10 ml)

40% bis-akrylamid...........ccceeeeeeiiiieiei i 2,50 ml
Separani pufr (1,5 mM Tris — HCI, pH 8,8).......... 2,50m
10% SDS....coii e 0,10 ml
Destilovana voda...........ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiie 4,45 ml
TEMED (tetramethylethylendiamin)................ 15,00ul
10 % APS ( persiran amonny)...........ccceeeeennees 30,0Qul

5% zaostrovaci gel (10 ml)

40% bis-akrylamid...........ccceeeiiiiiniiiiiieeeiiieee 1,25 ml
Zaostovaci pufr (0,5 mM Tris — HCI, pH 6,8)......2,50 ml
10% SDS....cooiiieeeeeeee e 0,10 ml
Destilovana voda..........cccccceeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiie 6,15 ml
TEMED..... e 15,00l
10% APS...oooeeeeeee e 30,04l

Po zpolymerovani zadgstvaciho gelu byl odstrgn hrebinek a vzniklé jamky
byly oplachnuty destilovanou vodou. Skla s gelettaloghycena do aparatury pro
elektroforézu, mezi skla i ¥rbyl nalit elektrodovy pufr. Do prvni jamky byl ppovan
proteinovy standard (Fermentas, Thermo Scientiff8A), do ostatnich jamek byly
naneseny vzorky dle rozpisu. K apaiatyxipojeny elektrody a zapnut zdroj
stejnosnirného proudu s konstantnim gdm 80 mV, které bylo po fichodu vzork

zaostovacim gelem zvySeno na 120 mV.
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10x koncentrovany elektrodovy pufr (pH= 8,3)

0,25 M TRIS...ccoiiiii e 3049
GIYCIN. ..t 144 g
190 SDS... e 10g
Destilovana voda..........cccccceeveeiiiiiiiiiiiiiiiii 11

3. 9. 4 Western Blotting

Western blotting je technika na bazi elektroforazanzymatické reakceiip
které jsou za pouZziti protilatek detekovany latkgtpinové povahy. RozliSuji se dva
zpasoby provedeni blottingu: tzv. ,tankovy (tank, wdi)otting a ,polosuchy (semi —
dry)“ blotting. Podstatou semi — dry blottingugienos vzork z gelu na membranu
pomoci blotovaciho z&eni. Nasledna detekce byla provedena pomocifapecih

protilatek. Western bloty bylgensitometricky vyhodnoceny programem ImageJ.

PVDF (polyvinyldifluoridovou, GE Healthcare, LitIChalfont, UK) membrana
byla aktivovana nané@nim na #kolik vtefin do methanolu, poté promyta 5 min v
destilované vo&la geenesena na 10 min do libdného blotovaciho pufru. Dale byla
pripravena blotovaci aparatura: elektrody byly naeity 10xted€nym blotovacim
pufrem a na anodu bylo poloZeno 5 r&&mavliéenych filtra&nich papit, PVDF
membrany a naégely promyté v 10xedném blotovacim pufru s odstiarym
zaostovacim gelem. Membrany s gely bylkegryty navittenymi filtracnimi papiry.

Poté byl okruh uzaen katodou a aparatura zapojena na 1 hod00 mA.

Blotovaci pufr (na 1I)
25 mM Tris, 192 mM glycin, 15% methanol, pH 8,3

3. 9. 5 Detekce proteiit pomoci protilatek

Po ukorteni blottingu byla membrana na 1 hodinu penma do blokovaciho

pufru (5% mléko v promyvacim roztoku s 0,05% TwegrnH 7,15 )¢imz doslo k
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zablokovani nespecifickych vazebnych mist. Membi@rly inkubovany pes noc p
4°C s primarni protilatkou (tak. 3) a po ukodeni inkubace byla membrana 5x po
5 minutach promyvana promyvacim roztokemmz byly odstraény zbytky

nenavazané primarni protilatky. Nasledovala inkeldhbiod sekundarni protilatkou

(tab.¢. 3) konjugovanou s peroxidazoti [aboratorni teplat.

Tab.¢. 3 Rehled primarnich a sekundarnich protilatek

Primarni Vyrobce Redéni Sekundarni | Vyrobce Redéni
protilatka protilatka
Connexin 43 | Sigma — 20 000x Antirabbit GE - 20 000x
(vizualizace Aldrich, CR 5% mléko | IgG Healthcare, 5% mléko
ECL) UK
Connexin 43 | Sigma — 2 000x Antirabbit GE - 500x
(vizualizace | Aldrich, CR 5% mléko | IgG Healthcare, 5% mléko
DAB) UK
E -Cadherin BD 1 500x Antimouse | Sigma — 4 000x
Transduction | 2,5% IgG Aldrich, CR 2,5%
Lab. mléko mléko
Beta-catenin Cell Singnaling 7 000x | Antirabbit GE - 15 000x
5% mléko | IgG Healthcare, 5% mléko
UK
pERK 1/2 Cell Singnaling| 3 000x Antirabbit GE - 6 000x
5% mléko | IgG Healthcare, 5% mléko
UK
Beta aktin, Sigma — 30 000x Antimouse | Sigma — 30 000x
Aldrich, CR 5% mléko | IgG Aldrich, CR 5% mléko

Po ukorteni inkub&ni doby byly membrany @ppromyty 5x 5 min v

promyvacim roztoku a provedena detekce pratggomoci ECL kitu (ECL Plus
Western Blotting Detection Reagents, Amersham Béo®es) na film (Medical X-ray
Film Blue, Alfa Healthcare NV, Belgium). ConnexiB3 Byl vizualizovan také 10 ml (4
ug/ ml) DAB (37, 3" diaminobenzidintetrahydrochlorictakci s 1Qu H,0,.
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3. 10 Real time RT-PCR

Real-time RT-PCR je metoda uniogfici presnou kvantifikaci hledané mRNA
sekvence ve vzorku. Na rozdil o&hbé PCR je fi real-time PCR zaznamenavan kazdy
cyklus PCR ve skutmémcase. Detekce nastajiciho mnozstvi amplikdnje zaloZzena

na nafistu fluorescence.

Pro stanoveni hladiny exprese geékxin2 a PBGD byla pouZita metoda real-
time RT-PCR. Biiky byly sterilrt nasazeny do 6jamkovych desek v koncentraci
100 000 buék na ml, fist 72 hodin. Po dosazeni konfluence bylo médiuro fylito,
bunky byly oplachnuty 2x 50@ PBS a pidano 35Qul lyza¢niho pufru, ktery je saidsti
izolatniho kitu NucleoSpifi RNAII, Macherey-Nagel, Diiren, Germany) a 8|3-
merkaptoethanolu (Sigmé&R). Lyzat byl sklizen pomoci b&tné Skrabky,
piepipetovan do mikrozkumavek a pro dalSi pouZitirzalen na -20°C.

Reversni transkripce i vlastni PCR reakce gitdbjednokroko¥ v téZe reakni
smesi. Pro detekci genu Axin2 a housekeeping genu PB@{Dpouzity TagMan
primery a proby (Generi Biotech s.r.o., Hradec &vé&)). Amplifikace probhla ve 20ul
realéni snesi. TagMan proby byly zregny na 3" konci fluorescénim zhaséem Black
Hole 1 a na 5"- konci reportérovym fluoroforem Barboxyfluoresceinem (FAM).
Reverzni transkripce a amplifikace byla provedepstroji LightCycler (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim ghhecko) v nasledujicim nastaveni: reverzni
transkripce 20 minip50 °C, aktivace HotStarTaq DNA polymerazy &ani
denaturace DNA 15 minip20 °C. Pro amplifikaci 30 — 40 cykl 15 s i 95°C a 60 s
pii 60°C. Vysledna relativni exprese gdoyla vypd@itana na zéklagdkomparativni
metody vztahem 2*“' (Livak, Schmittgen, 2001).

Reakéni smés

QuantiTect Probe RTPCR Master Mix........... 10,0 pl
QuantiTeCt RT MiX.......ccovvvveveiiiiiiiiiieeeeeennnns 10,2 pl
Roztok primeti a proby...........ccoeeeeviiiiviiiiiiiiiii, 20
VZOIEK..ooviiiiiiieieeee et 2,0 ul
V0 1o F- T 5,8 pul



4. Vysledky

4. 1 Efekty isomefi HBCD na buné¢éné populace

4. 1. 1 Cytotoxicita

Cytotoxicita byla nstena v bug¢né linii WB-F344 d¢mi metodami: pomoci
MTT a neutralnterverg (Neutral Red Uptake, NRU). Expozice byla provedetase
24 hodin v koncentracich 5, 10, 25,44 o-HBCD a 5, 10, 2M B- ay-HBCD.
Vysledky byly néteny pomoci fistroje iEMS reader MF (Labsystems) a vyhodnoceny
programem Genbipabsorbanci 540 nm.

Vysledky obou metod daé vzajems korelovaly. Pro jednotlivé isomery byly
stanoveny cytotoxické koncentrace {pbburék < 90% kontroly)3-HBCD pasobil
cytotoxicky uz od 1M, proy- HBCD byla stanovena 28M koncentrace a 40M
proa-HBCD (viz tab.¢. 4). Na z&klad vysledki méfeni cytotoxicity byla pro

24hodinoveé expozice vybrana jako nejvyssi netoxidkaM koncentrace.

Tab¢. 4 Stanoveni cytotoxicity NRU (A) a MTT — testem (B)

A B
Neutral Red Uptake test MTT test
% kontroly % kontroly
exp. HBCD UM pramér exp. HBCD UM pramér
24 h 40 83 24 h 40 86
24 h alfa 25 100 24 h 25 96
24 h 10 100 24 h alfa 10 94
24 h 5 112 24 h 5 98
24 h 25 42 24 h 25 67
24 h beta 10 72 24 h beta 10 87
24 h 5 90 24 h 5 101
24 h 25 69 24 h 25 74
24 h gama 10 97 24 h gama 10 91
24 h 5 103 24 h 5 104
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4. 1. 2 Detekce apoptozy

Hladina apopt6zy byla stanovena wikach WB-F344 exponovanych
jednotlivymi isomery HBCD. Byly pouzity 10M a 25uM koncentracex -, -, y-
HBCD a 25uM a 40uM PCB 153. Jako negativni kontrola bylo pouzito59@2DMSO
(dimetylsulfoxid), jako pozitivni kontrola 100 nMlenzo[a,l]pyren (DBalP). Expozice
byly provedeny po dobu 24 hod. Apoptdza byla stenavdémi metodami:
mikroskopicka detekce apoptotické fragmentace jaderenim DAPI (4°,6-diamino-2-
fenylindol-dihydrochlorid) a detekce apoptdzy flascekinimi sondami Annexin-V-
Fluos a propidium jodidem (PI) vigokovém cytometru.

Bunky byly obarveny fluoresc&nim barvivem DAPI a stanoveni ¢ia
fragmentovanych jader bylo provedeno pomoci fluoeasiho mikroskopu Nikon
ECLIPSE TE200. Indukce apoptdzy byla zaznamenérizgbpuM koncentraci (-
HBCD ay HBCD, gi¢emzp-HBCD vykazoval vyssi peet fragmentovanych jader
(obr.¢. 9). Mirné zvySeni pitu fragmentovanych jader bylo také zaznamen&nd
uM a 40uM koncentraci PCB 153. Ostatni isomery vykazovalyze nizkou hladinu
apoptozy.

14 A *x
|

* %k

% fragmentovanych jader

HAEENN

DMSO «10uM o25uM f10puM B25uM y10uM y25uM PCB 153PCB 153 DBalP
25uM  40uM 100 nM

Obr. ¢. 9 Detekce apoptotické fragmentace jader barv&il. Experiment byl proveden v 5
opakovanich (* p< 0,05; ** p< 0,01)
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Tato data koreluji s detekci apoptdzytpkovou cytometrii. Touto metodou
byly fluorescerini sondou Annexin-V-Fluos a Pl detekovanyérapoptotické, pozdn
apoptotické a nekrotické blay. Fluorescence bylagena na pitokovem cytometru
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USApmisni vinové délce 515 nm
(annexin) a 617 nm (propidium jodid). Procentuabmstoupeni apoptotickych
a nekrotickych bukk bylo hodnoceno v programu WinMDI 2.8 (Becton Ditdon, San
Jose, CA, USA). 2aM koncentracg- ay-HBCD indukovala vySSi procento pozdn
apoptotickych bugk, u 25uM B-HBCD pak také mirtivyssi, ale statisticky
nevyznamny pé&et raré apoptotickych buk (viz obr.¢. 10).

Opozdné apoptotické

35 q Orané apoptotické
*k

N | [
25 4

*k
20

1 .
e i
10 - l l

% apoptotickych bunék
—

DMSO «10uM o25uM B10pM B25uM y10uM y25uM PCB 153PCB 153 DBalP
25uM  40pM  100nM

Obr.¢. 10 Detekce apopdzy fluores¢ensondou Annexin-V-Fluos. Experiment byl provedestiv

opakovanich

4. 1. 3 Méreni fazi buré¢ného cyklu

Bunéény cyklus byl néfen na biikach linie WB-F344. Pro expozice byly
pouzity 10uM a 25uM a -, B-, y-HBCD a 25uM a 40uM PCB 153. Jako negativni
kontrola bylo pouZzito 0,25% DMSO, jako pozitivnirkoola 100 nm DBalP. Expozice
byly provedeny po dobu 24 hod. Po obarveni propidiodidem byly na zaklad

razného obsahu DNA rozliSeny jednotlivé fazesbhi bylo provedeno naigokovem
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cytometru FACSCalibur (Becton Dickinson, San J&&, USA) @i emisni vinové
délce 617 nm a na¥fena data byla vyhodnocena v programu ModFit LT3.0.
Pozitivni kontrola (100 nM DBalP)igobi genotoxicky a vyrazrsnizoval
G2/M-fazi a zvySoval S-fazi, coz vedlo k zastéwurccného cyklu a apoptoze (viz kap.
Detekce apoptozy). U 28V B-HBCD bylo zjis€no mirné snizeni G1-faze a vyrazné
zvySeni busk v G2/M a S-fazi, oproti tomu 10M B-HBCD vykazuje op&ou
tendenci: G1-faze byla velmi mirzvySena, G2/M-faze nebyla ovligtma a mirné
snizeni bylo zaznamenano v S-fazigghto dat, sefetelem na vysledky zji&né v kap.
Detekce apoptdzy, Ize odlisné chovaniubd a 25uM B-HBCD vyswitlit tak, Ze ke
zvysSeni G1 a S-faze dochazidstedku proliferace butk v uvolninych mistech po
apoptoze. Expozice 4M PCB 153 vykazuje row zvySenou S-fazi, avSak menez

u25uM B-HBCD. U ostatnich isomémebyl vliv na bus¢ny cyklus zaznamenan.

Gl-faze
120 -
100 -
© 80 -
N
©
I 60 -
o
S 40
20 -
0,
DMSO ulO (x25 1310 325 le y25 PCB PCB DBalP
uM 1532515340100 nM
uMm uM

25 - S-faze

% S-faze

DMSO «l10 a25 B10 p25 y10 y25 PCB PCB DBalP
uM uM M uM uM uM  1532515340100nM
uM uM
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G2/M-faze

=

PO R NWAUUON®OO

% G2/M-faze

DMSO @10 25 10 25 y10 y25 PCB PCB DBalP
uM uM uM uM uM pM 1532515340100 nM
uM um

Obr.¢. 11 Flow-cytometrické gfeni jednotlivych fazi bufgného cyklu po expozici isomery HBCD,
PCB 153 nebo DBalP. Experiment byl proveden v &kopanich

4. 2 Efekty v plasmaticke membrag bunék WB-F344

4. 2.1 Inhibice GJIC HBCD

Méieni GJIC se provadi metodou SL/DT (scrape loadohge/transfer). Mira
inhibice mezibuscné komunikace byla stanovena na zaklaxireni vzdalenosti
transportu fluoresceéni sondy (luciferdzova z{) od mista provedediézu v bugéné
monovrsté pies mezerove spoje v zavislosti nes@beni sledované latky. Vzdalenost
byla odétena pomoci fluorescéniho mikroskopu Nikon ECLIPSE TE200 v programu
LUCIA G. Nangiené hodnotyy(m) jsou procentuéthvztazeny k negativni kontrole,
DMSO, na jejimz zakladje vypaitena hodnota IC50 (koncentraceigpbujici 50%
inhibici GJIC proti negativni kontrole) a IC25 (kmemtrace zfisobujici 25% inhibici
GJIC proti negativni kontrole).

Byla pouzita 1, 5, 10, 25 a 40 koncentraces —HBCD a 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 25
a 40uM koncentrace- ay-isomeru HBCD a 2nM a 40uM PCB 153. Jako negativni
kontrola bylo pouzito 0,25% DMSO, jako pozitivnirkmla 100 uM Fla (fluoranthen).
Expozice byly provedeny &asech 15, 30, 60 min a 24 hod. Dale byla provedena
expozice 10 uM inhibitorem proteasomalni degraddGd.32 a 10 uM inhibitorem
MAPK U0126 v¢asech 1 a 6 hodin.
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NejsilngjSim inhibitorem GJIC v bufgné linii WB-F344 byly-isomer;3-HBCD
vykazoval velmi podobné inhitni aktivity. Isomer-HBCD inhiboval GJIC pouze
cast&né a @i 40 uM koncentraci jeho inhilsni efekt nedosahoval IC50 (viz tah.5).
Inhibice GJIC nebyla reversibilni, trvala i po 24ihmvé expozici (v fipad B-HBCD
uz @i koncentraci 1M a uy-isomeru po expozici 2bM). V tab.¢. 5 jsou shrnuty
hodnoty IC25, IC50 a maximalni dosazena inhibiceCBBObr.¢. 12 ukazuje

koncentr&ni zavislost inhibice GJIC isomery HBCD ve vSech@zinichcasech.

Tabulkac. 5 Vliv jednotlivych isomek HBCD na inhibici mezibuwtné komunikace; pt stanoveni 5

% kontroly
isomery exp.¢as | IC50 (uM) | IC25 (uM) [ max. dosazené inhibice  koncentize (UM)

a-HBCD 15 min - 37 66 40
o-HBCD 30 min - 28 61 40
a-HBCD 60 min - 25 52 40
a-HBCD 24 hod - 31 68 40
B-HBCD 15 min 15 8 12 25
B-HBCD 30 min 8 5 0 25
p-HBCD 60 min 7 3 0 25
B-HBCD 24 hod 7 4 36 10
v-HBCD 15 min 13 7 0 25
y-HBCD 30 min 12 6 0 25
y-HBCD 60 min 11 5 0 25
v-HBCD | 24 hod 13 6 0 25
A
a-HBCD
——o-HBCD 15 min
120 - —&—a-HBCD 30 min
100 7 @><’3\m a-HBCD 60 min
> 80 .‘\A
s \q a-HBCD 24 h
2 60 o X
S
< 40 -
20 1
0 T )
1 /uM 10 100
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B-HBCD
——[B-HBCD 15 min
120 —&—(3-HBCD 30 min
100 ;I“zt:\ —4—B-HBCD 60 min
> 80 - B-HBCD 24 h
o
2 60 - \
g
X 40 7 \
20 - \
0 T T -
0,1 1 10 100
c/uM
C
y-HBCD
——vy-HBCD 15 min
120 -| y-HBCD 30 min
100 4=\ y-HBCD 60 min
> 801 —e—y-HBCD 24 h
£ 60 o
g
< 40 1
20 A
0 —8—
0,1 1 10 100
c/uM

Obr.¢. 12 Zavislost inhibice GJIC na koncentraci a dédgeozice jednotlivych isomér
HBCD (% kontroly = délka gmiku (um) luciferazové Zluti u jednotlivych expozic, protealre
vztaZzena k negativni kontrole, 0,25% DMSO)

Dale byly stanoveny inhibice GJIC isomery HBCD #aqgmnosti chemického
inhibitoru kindzy MEK1, ktera fosforyluje MAP kindzy ERK 1/2 — U0126 nebo
inhibitoru proteasomalni degradace — MG132. Cilgpeementu bylo ukazat, jestli
aktivace ERK 1/2 nebo proteasomalni degradace unepgoojeny do mechanismu
inhibice GJIC po expozici isomery HBCD. InhibitoOWLR26 nendl vyznamny vliv na
inhibi¢ni potenci HBCD isomér(tab.¢. 6). Naopak 20 nM TPA-indukovand inhibice
GJIC byla po pedchozi expozici 10uM U0126 snizena, coz potvrzigenhibice GJIC
navozena TPA je Zsobena aktivaci PKC a MAPK. Jako kontrola inéitiho efektu
U0126 na ERK1/2 byl proveden Western blot, kde loytebice ERK1/2 po 1 a po 6
hodinové expozici 10 uM U0126 potvrzena (viz @brl3). Vysledky zaroveukazuiji,
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Ze nejen TPA a PCB 153, ale také isomery HBCD alitzRK 1/2 drahu, aktivace
ERK 1/2 vSak neni zapojena do mechanismu inhibii€ @o expozici HBCD.

Tab.&. 6 Vliv koexpozice chemického inhibitoru MAPK-ERK21drahy a isomérHBCD na GJIC;
expozice 1 h (A) a 6 h (B); pmér ze 3 nezavislych experimdént

A B
expozice 1 hodina expozice 6 hodin
% kontroly % kontroly
5MSO bezlggm 10 “%50126 bezU0126 | 10 uM U0126
1 2
a-HBCD 25 uM 104 88 DMSO 4080 24
B-HBCD 25 uM 0 0 o-HBCD 25 M
y-HBCD 25 uM 0 0 p-HBCD 25 uM 0 0
TPA 20 nM 0 54 v-HBCD 25 uM 0 0
PERK 1/2 bez U0126 PERK 1/2 s U0126
HBCD HBCD
25uM, 1h 25uM, 1h
DMSO a LE; v PCB TPA DMSO a B y PCB  TPA
1h 1h 1h 1h
T — -_
HBCD HBCD
25uM, 6 h 25uM, 6 h
DMSO o B y PCB TPA DMSO o B y PCB TPA

6h 1h

—
| T —— -

L e A TR e

6h 1h

— - -

Obr.¢. 13 Stanoveni ERK1/2 po 1 a 6 hodinové expozigi¥dU0126

Expozice 10 uM MG 132 snizovala meziktnou komunikaci u kontroly
(DMSO) a u 25uMi-HBCD po 1 i 6 hodinach (viz tab. 7 a 8). Zablokovani

proteasomalni degradace tedy vede k z

esilené ani@iC.
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Tab.¢. 7 Vliv inhibitoru MG 132 na GJIC po 1 hodinoggpozici. Chemicky inhibitor proteasomalni

degradace, MG132, v koncentraci 10 uM &labiZzoval mezibutnou komunikaci , nicménblokovani
proteasomalni degradace neoiitival.

expozice 1 hodina

% kontroly
bezMG132 |10 uM MG132
DMSO 100 91
a-HBCD 25 pM 89 27
B-HBCD 25 pM 0 0
y-HBCD 25 uM 0 0
PCB153 40 pM 0 0

Stanoveni hladinizre fosforylovanych forem Cx43 bylo provedeno separaci
v PAGE a detekovano pomoci Western blottingu. EiqeokG132, ktera blokuje

proteasomalni degradaci protiiwvizualizovala hyperfosforylovanou formu Cx43 (obr
& 14, 15).
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25 uM HBCD
25 uM HBCD +MG132 10 M, 30°
DMSO B y TPA  PCBIS3DMSO B y TPA PCB153
20nM  40uM 20 NM 40uM

p—

T — —————. — —

o

«  Ocelkovy Cx43P3

% kontroly

DMSO | a-HBCD | 8-HBCD | y-HBCD | PCB153 DMSO | a-HBCD | B-HBCD | y-HBCD | PCB153

bez MG132 s10 pM MG132
-50 1 1h

Obr.¢. 14 Hyperfosforylovana forma Cx43 pozorovatelntvaici ERK 1/2 (A). ERK 1/2 jsou zapojeny

do procesu proteasomalni degrad&edensitogram Western blotu (5 opakovani)

Tab.¢. 8 Vliv inhibitoru MG 132 na GJIC po 6 hodinoggpozici. Po delSim expaziim case MG132
dochazi k zesileni inhibice GJIC

expozice 6 hodin

% kontroly
bezMG132 | 10 uyM MG132
DMSO 100 72
a-HBCD 25 uM 66 0
B-HBCD 25 uM 0 0
v-HBCD 25 uM 0 0
PCB153 40 uM 0 0
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25 uM HBCD

25 yM HBCD +MG132 10 pM, 30°

DMSO ¢ B y TPA PCB153 DMSO B Y TPA PCB153
20nM  40pM 20 nM 40uM

gai-un=analg

140 Bcelkovy Cx43 mP3

120

I T

60

% kontroly

40

20

DMSO ‘ a-HBCD ‘ p-HBCD | 7-HBCD ‘ PCB153 ‘ TPA
510 UM MG13:

DMSO a-HBCD B-HBCD y-HBCD PCB153 TPA
bez MG13:

Obr.¢. 15 Aktivace ERK 1/2 inhibici proteasomalni degaaede k hyperfosforylaci Cx43. DelSi
expozéni doba MG132 koreluje s nétem hladiny hyperfosforylované formy Cx43 (A).d&nsitogram
Western blotu (5 opakovani)

4. 2. 3 Imunocytochemicka lokalizace Cx43

Pomoci této metody bylo v Bkach WB-F344 sledovano, jak Zma lokalizace
konexinu 43 koresponduje se @mou fosforylace tohoto proteinu po jednotlivych
expozicich. Biky byly exponovany 2aM a-, B-, ay-HBCD v ¢ase 1 hodina a 24
hodin. Pro srovnani byly pouZity tkly exponované negativni kontrolou, DMSO. Jako
pozitivni kontrola bylo pouzito 20 nM TPAdase 1 hodina a 40M PCB 153 wase 1
hodina a 24 hodin. Vyhodnoceni bylo provedeno naréiscetini mikroskopu Nikon

ECLIPSE TE200 v programu LUCIA G.
a7



Byla zjiS€na zn¢na lokalizace Cx43 u 2oM B- ay-HBCD a 40uM PCB 153
po 24 hodinach (viz obk. 16), coz koresponduje se gmou fosforylace tohoto

proteinu (viz obr. 14) a sniZzenou GJIC.

DMSO 1 hod DMSQ4 hod

25uM o-HBCD 1 hod 29 o-HBCD 24 hod

25uM B-HBCD 1 hod 25uM B-HBCD 24 hod
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25uM y-HBCD 1 hod 52V y-HBCD 24 hod

40uM PCB 153 1 hod 40uM PCB 153 24 hod

20 nM TPA 1 hod

Obr.¢. 16 Internalizace Cx43 byla pozorovana po 24 rmdérexpozici 2uM B- y-HBCD a 40uM
PCB 153
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4. 2. 4 Hladiny membrano¥-vazanych proteini GJ a AJ

V lyzatech budk WB-F344 byly stanoveny hladiny protéikonexinu 43f-
kateninu, E-kadherinu a pERK 1/2 po expozici 1Gau®l a-, f- ay-HBCD v case 1
hodina a 10 pM-, B- ay-HBCD v ¢ase 24 hodin. Jako pozitivni kontrola pro pokles
fosforylace Cx43 a celkovych hladin adherentniastgani byl pouzit 40 uM PCB 153
v ¢ase 24 hodin a jako kontrola pro hyperfosforylac4®820 nM TPA wase 1 hodina.
K prislusnym expozinim ¢asim byly pouzity buiky exponované negativni kontrolou,
DMSO. Jako kontrola stejného mnozZstvi proidigl u vSech vzork stanoverf-aktin.
Reprezentativni vysledky jsou uvedeny na nasleidhjicbrazcich (obg. 17 — 21).

Po expozici 20 nM TPA a 10 uptHBCD byla hladina E-kadherinu mirn
zvySena, 40 uM PCB 153 naopak hladinu tohoto pratsiirreé sniZzuje.

Ani jeden z isomer HBCD nengnil hladinup-kateninu, na rozdil od 40 uM
PCB 153, ktery hladinu tohoto proteinu n@snizuje.

Celkova hladina konexinu 43 se po 1 a 24 h exp®#8CD velmi mirrg sniZila
pouze u 10 uMi-HBCD (24 h) a vyraz&ji po expozici 40 uM PCB 153 (24 h), avSak
byly zaznamenany z¢ny fosforylace Cx43. Po 1 h expozici 25 |fMay-HBCD doslo
k vyrazné hyperfosforylaci konexinu 43, podobnédrjgsforylaci indukované 20 nM
TPA, avSak po 24 h expozici 10 y ay-HBCD doslo naopak k hypofosforylaci Cx43
jako u 24 h expozice 40uM PCB 153.

Tyto vysledky odpovidaji zjishym znénam v hladig ERK1/2, kdy po 1 h
expozici 25 uM3- ay-HBCD byla zaznamenéana vyzna#rzvySena hladina celkového
ERK1/2. 25 uMa-HBCD (1 h) vykazoval row¥ vySSi hladinu ERK1/2, avSak nieén
nezp- ay-isomer a velmi miribyla zvySena hladina ERK1/2 po 1 h expozici 40 uM
PCB 153. Protein ERK2 byl v likdch exprimovan ve&Sim mnoZstvi nez ERK1. Po
24 h expozici HBCD doslo k celkovému sniZzeni ERK&( koreluje se zémou

fosforylace konexinu 43.
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HBCD
10uM, 24 h
DMSO PCB 153 TPA :
a B y 40uM  20nm  Praktin

140 +

120
100
80 -
60 |
40 1
20

0 ,
DMSO 0-HBCD p-HBCD y-HBCD PCB153

% kontroly

Obr.¢. 17 A: Hladina E-kadherinu po expozici 10 uM HBCD (244(),uM PCB 153 (24 h) a 20 nM
TPA (1 h) B: densitogram Western blotu (3 opakovani)
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% kontroly
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DMSO oa-HBCD B-HBCD y-HBCD PCB153

Obr.¢. 18 A: Hladiny pB-kateninu po 24 h expozici 10 uM HBCD nebo 40 uMBPX53 B: densitogram

Western blotu (3 opakovani)

HBCD

2S5UM 1h - pepiss TRA B-aktin
DI a B vy 40uM 20nM

4000 - * H ERK? 2000 -
1800
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -

800 -

*
*
600
400 A
200
0 —

DMSO «-HBCD B-HBCD y-HBCD PCB153 TPA

3500 -

3000 -
2500 -
2000 -

% kontroly
% kontroly

1500 4
1000 4
500 4

DMSO o-HBCD B-HBCD y-HBCD PCB153 TPA

Obrg¢. 19 Fosforylace ERK1/2 po 1 h expozici (A, B) &koea hladina ERK1/2 (C) B,C: densitogram

Western blotu (3 opakovani)
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Obrg. 20 Fosforylace ERK1/2 po 24 h expozici (A,B) &koea hladina ERK 1/2 (C). B, C: densitogram

Western blotu (3 opakovani)
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Obrg&. 21 Fosforylace ERK1/2 po 24 h expozici (A,B) &koea hladina ERK 1/2 (C). B, C: densitogram

Western blotu (3 opakovani)

4. 2. 5 Vliv HBCD na genovou expresi zavislou na Wig-kateninove

signalni draze

Hladina volného cytosolovélfkateninu reguluje Wnt signalni drahycioliv
hladina celkovéh@-kateninu byla po expozici HBCD neZngna, v nasledujicim

experimentu bylo zjigho, zda HBCD neovlituje tuto signalni drahu.
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Metodou real time RT-PCR byla stanovena hladinaigexn2 v burgcné linii
WB-F344. Jako referéni gen byl pouzit PBGD, jako pozitivni kontrola VBA (20
ng/ml, 24 hod), jako negativni kontrola 0,25% DM3$3pozice byly provedeny gase
24 hodin 10 pM-, p- ay-HBCD a 40 pM PCB 153.

Po expozici vSemi isomery Ize pozorovat vyznamokigs hladiny genu Axin2,
hladina genu byla také vyznagsniZzena po expozici 40 uM PCB 153 (viz abr22).
Tyto vysledky dokazuji, Ze isomery HBCD suprimujnifs-kateninovou signalni drahu

a genovou expresi.

*%

Indukce Axin2
w

* *
* *%

0 = T :
10pM 10 pM 10 pM 25 uM
a-HBCD B-HBCD y- HBCD PCB 153

0,25%
DMSO

0 )
20ng/ml
Wnt3a

Obr.¢. 22 Detekce hladiny genu Axin2 metodou real tRiePCR
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5. Diskuze

HBCD predstavuje jeden z vyznamnych novych organickychdmmant
Zivotniho progtedi. Toxické efekty jsou intenzi¥studovany teprve v poslednich 10
letech a naSe znalosti 0 mechanismea@openi jsou nedpiné. HBCD jéifomen v
prostedi a organismech vzdy jako &risomei; vétSina toxikologickych studii byla
provedena s pouZzitim technickych&hHBCD. Dosud bylo provedeno pouzskalik
studii pro zjis¢ni mechanismu toxicity HBCD na urovni isoraer
HBCD isomery jsou relativhmalo toxické v experimentélnich modelaclvivoa
piedpoklada se, Zze maji negenotoxické vlastnostiweidoendokrinni disrupci,
vyvojove toxicot a neurotoxicit (viz kap. 1. 2 Toxickeé &inky HBCD na zdravi).
Nadorow¥ promani vlastnosti HBCD dosud nebyly zkoumany. Cilenlatipové prace
bylo proveést pilotni studii moznych toxickych efékiBCD. Bylo uzito systémin
vitro méieni vybranych markér které byly prokadzany jako indikatory tumor-
promanich vlastnosti organickych latek, ftapPA nebo PCB 153. Tyto dvatky
byly také vybrany jako kontrolagtenych efeki, spolu se siléxgenotoxickym DBalP.
Pomoci vybranych metad vitro byly mgieny v jaterni bugtné linii WB-F344 po
expozici jednotlivymi isomery HBCD zény na Urovni bu&iné populace a efekty na
funkce plasmatické membrany a na membrén@zané proteinové komponenty

meziburgcnych spojeni.
1. Efekty na bunéénou populaci

Pomoci NRU a MTT testu byla poe, B- ay-HBCD zjiS€na jako nejnizsi
netoxicka 1QuM koncentrace, ixcemza-HBCD oprotip- ay-isomeru vykazoval
vyrazreé mensi cytotoxicky efekt. Zji§hy vyznamsjSi cytotoxicky efekt (p- ay-

HBCD koreluje s vysledky MTT testudtanku Zhang et al., 2008, kde byla cytotoxicita
stanovena v jaternich HepG2itkach.

Vysledky tesi cytotoxicity odpovidaji nagtené hladis apoptdzy; tato byla
stanovena dsmi metodami: detekci apoptotické fragmentace jadevenim DAPI a
detekci apopt6zy fluoresaim sondou Annexin-V-Fluos. Tato metodika byla ptau¥i
fads studii o toxicit polycyklickych aromatickych uhlovodikSvihalkova-Sindlerova
et al., 2007). U obou typmeieni vykazoval indukci apoptézy po 24hodinové expiozi

pti 25 uM koncentrac-isomer >y-isomer, po expozici 2bM a-HBCD nebyla
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apopt6za navozena. Jako pozitivni kontrola bylyZggunodelové latky 4gM PCB

153 a genotoxicky100 nM DBalPiipemz PCB 153 vykazoval nizSi indukci apoptozy
nezp- ay-HBCD. Isomery3- ay-HBCD tedy vykazovaly nizsi, ale signifikantni
indukci apoptdzy. Mechanismy apoptézy vSak daleylyetledovany. Lze
piedpokladat, Ze isomery HBCD v toxickych koncentraohou v jaternich
epitelidlnich bitkach produkovat oxidativni stres a tim navozovatpapzu, analogicky
jako v hepatoma hikach HepG2 (Zhang et al., 2008) a v modelech neatoburék
(Mariussen and Fonnum, 2003).

Dle vysledk testi cytotoxicity a nfeni hladiny apoptdzy bylotekavano, ze
jednotlivé isomery budou mit také vliv na regulbanécného cyklu. Jako pozitivni
kontrola pro toto ré¥eni byl pouzit 100 nM DBalP, kteryipobi genotoxicky a
zastavuje buktny cyklus. a- ay -HBCD nevykazovaly Zadny vliv na regulaci
buné¢ného cyklu, avSak zajimavé data byla sgna po 24hodinové expozicidd -
HBCD: G1-faze byla velmi mighzvySena, G2/M-faze nebyla ovli&ma a mirné snizeni
bylo zaznamenano v S-fazi. Tyto vysledky potvrzigi i 10 uM koncentrac-HBCD
dochézi ke snizeni b&né proliferace, avSak po 24hodinové expozicu®b -HBCD
byla tendence ogaa: doslo k mirnému snizeni G1-faze, av3ak ke waam zvySeni
G2/M a S-faze, coz ukazuje na zvySenou prolifeNdzhledem k tomu, Ze 28V -
HBCD zarové indukuje apoptézu, je pradplodobné, Ze k proliferaci bk dochazi v
dusledku vzniku uvolénych mistech po apoptoze.

2. Efekty na plasmatickou membranu

Dale byl zji¥ovan vlivisomelt HBCD na mezibu&nou komunikaci. Byly
sledovény efekty na mezerové a adherentni spdpet’gto jsou kl€ovymi pro
regulaci fistu a neoplastickou transformaci BknMétreni GJIC bylo provedenou
SL/DT metodou. NejsilgjSim inhibitorem byly-isomer, ktery inhiboval GJIC jiZzip
10 uM koncentraciB-HBCD vykazoval velmi podobné inhiini aktivity, avSak
inhibice byla navozena a#i25 uM koncentraci. Isomex-HBCD inhiboval GJIC
pouzecasté&né. Inhibice mezerovych spbpebyla vratna jako u modeloveé latky TPA,
trvala i po 24hodinové expozici stéjjako u modelové latky PCB 153 (Sitkeva el
al., 2009a). Mechanismus inhibice GJIC je zavislgnmené konformace konexinu 43
raznymi post-transknimi modifikacemi molekuly. Zatimco po expozici TRIAchazi k

hyperfosforylaci Cx43, PCB 153 tento protein naopggofosforyluje (Leithe, Rivedal,
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2004; Simékova et al., 2009a). Vzhledem keprvavajici inhibici GJIC bylo
piedpokladano, Zze HBCD maji podobny mechanisnduskd jako PCB 153, avSak
meéteni hladiny konexinu 43 metodou Western blottingaike, Ze jde o jiny, dosud
neznamy mechanismus. Celkova hladina Cx43 po hadidové expozici HBCD se,
na rozdil od 24hodinové expozice il PCB 153 nesnizovala. Navic, po 1 hodinové
expozici 25uM B- ay-HBCD byla zjiS€na hyperfosforylace jako u 20 nM TPA. Po 24
hodinoveé expozici ale dochazi k hypofosforylaajrst jako u 4@M PCB 153. Tato
méteni korelovala s nagtenymi hladinami ERK1/2. 2pM a-, B- i y-HBCD vykazuji
po 1hodinové expozici fosforylaci ERK1/2 st&jako TPA, ale po 24 hodinové
expozici jiz k aktivaci ERK1/2 nedochazi.

Pro ugresréni drahy indukujici hyper- a naslednou hypofosfacylCx43 byla
provedena 1 a 6 hodinova expozice 10 uM inhibitopeoteasomalni degradace
MG132 a 10 pM inhibitorem ERK1/2, U0126. InhibicdIG po TPA je zavisla na
aktivaci PKC a ERK1/2 (Leithe, Rivedal, 2004). Bejli k inhibici ERK1/2, inhibice
GJIC po expozici TPA je blokovana a mezibtma komunikace afh navozena. HBCD
také indukuji aktivaci ERK1/2, ale expozice HBCDkps inhibitorem U0126 po 1
hodins vSak, pekvapiw, vedla dalSimu sniZzeni mezil&iné komunikace; po 6
hodinové expozici nebyl zaznamenan zadny vliv. Kdrjosforylaci Cx43 tedy
nedochazi fes ERK1/2, ale jinou cestou. Aktivace MAPK ERK1g2dobr jako po
expozici PCB 153 (Sin#kova et al., 2009a), #ie hrét roli v nasledné degradaci Cx43.
1 a 6hodinova expozice inhibitorem proteasomalgiraidace, MG132, vedla k dalSimu
mirnému sniZeni mezib&né komunikace a indukci hyperfosforylace vSech edm
HBCD i PCB 153. Zablokovani proteasomalni degradedg zviditelnilo
hyperfosforylovanou formu Cx43, o které sedqpoklada, Ze je prvnim stufin pred
vlastnim procesem degradace.

Zmena fosforylace konexinu byla také zkoumana imunmayemicky: touto
metodou bylo zjiovano, zda po jednotlivych expozicich korespondujpna
lokalizace konexinu 43 se Zmou fosforylace tohoto proteinu. Tyto &ny odpovidaly
jiz nametenym vysledikm: u 25uM B- ay-HBCD a 40uM PCB 153 po 24 hodinach
byla zjiS€na internalizace Cx43, coz koresponduje sérmm fosforylace tohoto
proteinu.

Vznik a funkce adherentnich spgg zavisla na proteinech E-kadherinf-a
kateninu. Snizena hladinghto proteiri vede k dysfunkci adherentnich spajjejich

rozpadu. Jak jiz bylofdéve publikovano, 4@M PCB 153 po 24 hodinoveé expozici
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indukuje degradaci proteirE-kadherinu $-kateninu (Sim&kova el al, 2009b).
Hladinap-kateninu po 24 hodinové expozici 10 uM HBCD nelmi@&néna, ale hladina
E-kadherinu po expozici 20 nM TPA a 10 ;MHBCD byla mirg zvySena. Expozice
40 uM PCB 153 (pozitivni kontrola experimentu) nalojpladinu obou proteinmirng
snizila.

Adherentni proteifi-katenin méa vSak také dalSi funkci — je pozitivmagulatorem Wnt
signalni drahy, ktera je zapojena jak ve vyvojnikdak také v karcinogenezi
(Thompson, Monga, 2007).¢koli po expozici HBCD isomérnedoslo ke zgn¢ v
hladirg B-kateninu, na urovni mRNA byl zji& vyznamny pokles hladiny genu Axin2,
coz je cilovy gen Wnftkateninové signalni drahy a genoveé exprese. Hiattihoto
genu byla také vyznamirsnizena po expozici 40 uM PCB 153. Vysledky naajaze
expozice HBCD vede k supresi Witatenin-dependentni genové exprese. Tato draha
ma velky vyznam wad typa rakovin; tSinou jep-katenin zmutovan, tato varianta
proteinu neni degradovana a je tak zesilenapAkatieninova genova exprese
(Thompson, Monga, 2007). \fipad HBCD vSak opény efekt (snizeni Wnt
signalizace) mize vést k selektivnimu tlaku — zvyhdgaim burek s mutantni variantop-
kateninu, jak je toiedpokladano po expozici jiné persistentni latkyGBRL53
(Simezkova et al., 2009b). Existuje Skala moznosti, j@zenbyt Wnt draha
deregulovana po expozici HBCD, rrapodulovanim glykogensyntazykinazg, Xtera
v normalni tkani reguluje degradaci (hladifishateninu. Hledani mechanim
vedoucich k supresi Wnt drahy budegn®tem dalSich studii.
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0. Zaver

Pomoci vybranycim vitro metod jsme charakterizovakiaky o-, f- ay-HBCD v
potkani jaterni bugtné linii WB-F344, které mohou souviset s cytotoiaia
nadorovou promoci. Pro jednotlivé isomery byly stany nejvyssi netoxicke
koncentrace a #iiena hladina apoptézydase 24 hodinn-HBCD oprotif3- ay-isomeru
vykazoval vyrazta mensi cytotoxicky efekt, indukce apoptézy u tobanmeru nebyla
detekovana-HBCD vykazoval nejvyssi cytotoxicitu a indukci ggdzy, srovnateka
pusobil y-HBCD. Expozicen- ay-HBCD v ¢ase 24 hodin neprokézala vliv na bémy
cyklus, pouze $ 10 uM koncentracp-HBCD dochazi ke snizeni btimé proliferace,
zarove ale vysoka 2pM B-HBCD vykazuje opé&nou tendenci, avSak proto, Ze tato
koncentrace zarowendukuje apoptdzu, je pravplodobné, Ze k proliferaci bek
dochézi v dsledku vzniku uvolénych mistech po apoptéze. Regrbyla nérena
akutni a 24hodinova inhibice GJIC. Nejgjgim inhibitorem byly-isomer, srovnateth
pusobil B-HBCD. a-HBCD inhiboval GJIC pouzéast&n¢. Inhibice nebyla vratna a
persistovala i po 24 hodinach. Metodou Westerrtibipbyly meteny znény ve
fosforylaci konexinu 43. Zatimco po 1hodinové expb25 uMp- ay- HBCD byl
konexin 43 hyperfosforylovan, stéjjako po expozici modelového nadorového
promoteru 20 nM TPA, po 24 h expozici 10 |pMay- HBCD doslo naopak k jeho
hypofosforylaci, podolhjako po 24 h expozici 40pM PCB 153. Zmy ve fosforylaci
Cx43 odpovidaji zji$né aktivaci ERK1/2. Déle byladrena inhibice GJIC po
koexpozici isomery HBCD a inhibitorem ERK1/2, UO12&6etodou Western blotting
byla sice potvrzena aktivace ERK 1/2 drahy, takv$eni zapojena do mechanismu
akutni inhibice GJIC. Rowz bylo pomoci chemického inhibitoru proteasomalni
degradace, MG132, zji§to, Ze zablokovani proteasomalni degradace vedsilené
inhibici GJIC. Se zrgnou fosforylace Cx43 a snizenou GJIC po 24h exp@sigM -
ay-HBCD a 40uM PCB 153 koresponduje zma lokalizace tohoto proteinu, ktera
byla zji¥ovana imunocytochemickym barvenim.

Bungéna linie WB-F344 byla dale charakterizovana na dgrovembranoy
vazanych proteiinadherentnich spidj Pomoci metody Western blotting bylyirany
hladiny E-kadherinu3-kateninu. Hladina E-kadherinu po expozici 20 nMAT&10 pM
B-HBCD byla mirg zvySena, 40 uM PCB 153 naopak hladinu tohoto protenirns
snizuje. Akoli hladina celkovéh@-kateninu po expozici HBCD nebyla na proteinové
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arovni znénéna, na arovni MRNA byl nagben vyznamny pokles hladiny genu Axin2
po expozici isomery HBCD i PCB 153. Toto zist ukazuje, Ze HBCD suprimuji
Whnt/B-katenin-dependentni genovou expresi, tedy jed#ieZitych pochod vyvoje

tk&dni a nadorové promoce.
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8. Seznam pouzitych zkratek

Al Adherent junction

APC Adenomatous Polyposis Coli

BFR Brominated flame retar$a

CBD Catenin-binding domain

CDK Cyclin-dependent kinase

Cx43 Connexin 43

CYP450 Cytochrom P450

DAPI 4" 6-diamino-2-phenylindoldihydrochloride

DMSO Dimethylsulfoxide

Dvl Dishevelled

FBS Fetal bovine serum

Fz Frizzled

GJ Gap junction

GJIC Gap junction intercelutommunication

GSK-3p Glycogen Synthase Kinasg-3

HBCD Hexabromocyklododecane

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

HRP Horseradish peroxidase

MAP Mitogen activated praotei

MPF Mitosis Promoting Factor

PAH Polycyclic aromatic hydrocarbon

PBDE Polybrominated diphenyl ethers

PCB Polychlorinated biphenyl

PKC Protein Kinase C

TCF/LEF1 T Cell-specific Transcription Factor/LymphoidHamcer-binding
Factor 1

TPA 12-O-tetradecanoylplotrb3-acetate

WB-F344 The diploid epithelial cell line, WB-F344, which waolated

from the livefran adult, male Fisher-344 rat
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