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UvoD

Nanomaterialy jsou hojné diskutovanym tématem soucasné védy. Poslednich par let
je pozornost vénovana grafen oxidu, latce z fad uhlikovych nanomateriald, kterd nachazi
vyuziti v mnoha odvétvich. Ackoliv doba pokrocila a véda vcetné mediciny a farmacie
taktéz, stale existuji nemoci, na které¢ nema zadné z té€chto odvétvi feseni. Studie zkoumajici
grafen oxid a jeho Gc¢inky se snazi tuto skute¢nost zménit.

Je dulezité vénovat, nejen noveé objevenym, nanomaterialiim pozornost, protoze
jejich vlastnosti mohou poskytnout nové moznosti a v jedinecnych vlastnostech zajisténych
prave velikosti téchto materiali muze byt skryty velky potencial.

Na pochodech lidského téla a na 1é¢be patologickych stavli se podili transkripéni
aktivita jadernych receptort, at’ uz formou metabolismu xenobiotik ¢i zvySenou produkci
potfebnych hormont. Na regulaci pochodi v lidském téle, prostiednictvim aktivity
jadernych receptort, se muze podilet také grafen oxid, at’ uz jejich aktivaci nebo inhibici.
Otézka jeho pisobeni vyvolava potfebu vénovat Cas a usili pro objeveni spravné odpoveédi
a odhaleni jeho funkce a schopnosti.

Tato prace odhaluje dal$i z mnoha schopnosti grafen oxidu a zaroven slouzi
z didaktického hlediska jako odhaleni védeckého svéta studentlim stfednich Skol a gymnazii
a poskytuje autorovi, jakozto budoucimu pedagogovi, S§irSi rozhled ohledné studia
biologickych obort, diky ¢emuZz bude schopen poskytnout svym studentiim cenné informace
a zkuSenosti ohledné jejich pomaturitniho studia.

Cilem této prace je uréit toxicky efekt GO na vybrané jaderné receptory a odhalit
jeho piipadnou schopnost aktivovat ¢i inhibovat tyto receptory s ndslednym uréenim exprese

konkrétnich genti.



1. TEORETICKA CAST

1.1 JADERNE RECEPTORY

v

Jaderné, nebo téZ nuklearni, receptory (NR) jsou jednou z nejhojnéjSich tiid
transkrip¢nich regulatorti u mnohobunécnych zivocichl. V této skuping€ se nachazi 48 druht
receptort v piipadé lidského organismu, ackoliv ne vSechny jsou spojeny s ligandy. Tyto
regulatory maji na starost rizné funkce, jako je homeostaza, reprodukce, vyvoj
a metabolismus (Overington et al., 2006; Robinson-Rechavi 2003).

Déleni jadernych receptori mtize byt dvoji. Bud’to je zaloZzené na sekvencni
homologii nebo DNA-vazebné/dimerické partnerské specifité (homodimery, heterodimery,
monomery) nebo do 3 skupin na steroidni receptory, obligatni heterodimerni partnefi
retinoidnich receptorti (nesteroidni receptory) a sirotéi receptory (Mangelsdorf et al., 1995;
Robinson-Rechavi et al., 2003)

Steroidni receptory — Jedna se skupinu receptorti, jejichZz ligandem neboli
aktivatorem, je steroidni hormon. Pokud neni ligand navdzan, nachazi se tyto receptory
v multiproteinovém komplexu chaperonti s heat shock proteiny (Hsp90, Hsp56), které drzi
receptor v inaktivni konformaci, ale pfipraveny k reakci s ligandem. Do této skupiny nalezi
receptory napiiklad glukokortikoidni, progesteronovy, mineralokortikoidni, androgenni atd.
(Beato et al., 1995).

Nesteroidni receptory — jsou to receptory, které po navazani piislusné¢ho ligandu
dimerizuji s retinoidnim X receptorem (RXR) a vytvaii tedy heterodimer, ktery nasledné
naseda na pfisluSnou oblast DNA a spousti transkripci urc¢itého genu. Do této skupiny patii
thyroidni receptor, receptor pro vitamin D apod. (Sipes et al., 1997; Mangelsdorf et al.,
1995).

Sirot¢i receptory — podskupina NR s neidentifikovanym endogennim ligandem.
Jedna se o velké mnoZzstvi jadernych receptori, které byly identifikovany pomoci podobnosti
sekvence ke zndmym receptorim, ale jejich fyziologicky ligand nebyl zatim nalezen
(Robinson-Rechavi et al., 2003). Piikladem sirot¢ich receptori je jaterni receptorovy
homolog 1 (LRH-1), steroidogenni faktor 1 (SF-1) nebo testikularni receptor 2 (TR2)
(Garattini et al., 2016).

Jaderné receptory mohou mit rtznou velikosti, ktera se urCuje podle poctu
aminokyselin. Jejich délka miiZe byt od cca 400 aminokyselin po téméf 1000 aminokyselin.

Ackoliv mize byt délka jadernych receptorii riznd, strukturdlni organizaci maji spole¢nou
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(Obr. 1). Jsou kédovany geny, které se obvykle skladaji z 8 exonti a maji molekularni
strukturu se 4 funkénimi doménami, coz se odrazi v organizaci exont a intront v genu.

Prvni doménou je N-termindlni oblast (A/B doména), ktera zahrnuje funkci
transkrip¢ni aktivace a interakce s kofaktory. Obsahuje tedy alespon jednu pfirozen¢ aktivni
transaktivacni oblast (AF-1) a n¢kolik autonomnich transaktivaénich domén (AD). Tato
doména je kodovana pouze jednim exonem, jeji délka je velice variabilni a doména je malo
konzervovana.

Druhou doménou je nejvice konzervovana doména C a to DNA-vazebnd doména
(DBD), ktera zejména obsahuje P-box — kratky motiv odpovédny za DNA-vazebnou
specificitu na sekvence typicky obsahujici AGGTCA motiv, a podili se na dimerizaci
nukledrnich receptori (homodimerizaci i1 heterodimerizaci). Je kdédovana 2 exony,
z nichz kazdy koduje jeden motiv zinkového prstu.

Nasledujici D doména je méné konzervativni, chova se jako pruzny pant mezi C a E
doménami a obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (NLS), ktery v nékterych receptorech hraje
roli v transkripénim uml¢ovani.

Posledni doména (E doména) je ligand-vazebnd doména (LBD), ktera je nejvétsi a je
mirné konzervovana. Tato doména byva kodovana 5 exony. Kromé toho, zZe obsahuje misto
pro navazani ligandu, podili se na dimerizaci, regulaci transkripce a interaguje s proteiny
teplotniho Soku a kofaktory.

Né&které nuklearni receptory mohou na C-terminalnim konci E domény obsahovat
také doménu F, jejiz sekvence je extrémné variabilni a jeji struktura a funkce nejsou znamé

(Robinson-Rechavi et al., 2003; Mangeldorf et al., 199; Wurtz et al., 1996).

Ligand binding
Dimerization
I ———
N-C aB | ¢ [D] E |F)-C
(]

AF-1 '_l_' AF-2

DNA binding

Obr. 1 Struktura jaderného receptoru (Zakladni 4 domény pfitomné v kazdém receptoru + 5. doména F. Prvni
N-terminalni oblast A/B doména s transaktivacni oblasti AF-1 (na ligandu nezavisl4), C doména s DNA vazebnym mistem
(zodpovédna za spravné rozeznani piislusné DNA sekvence), D doména spojujici domény C a E a E doména
s ligand-vazebnym mistem, kde se nachazi transaktivaéni oblast AF-2, ktera je na rozdil od oblasti AF-1 je striktné
ligandem aktivovatelna. Na C-terminalnim konci doména F, ktera se vyskytuje jen u nékterych receptort a jeji funkce neni
znama) (Pievzato z: Aranda & Pascual, 2001).
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Aktivita jadernych receptori je klasicky rozdélena do tii krokd — represe, dereprese
a transkrip¢ni aktivace. Béhem represe receptor rekrutuje korepresorovy komplex s histon
deacetylazovou aktivitou (HDAC). Dereprese nastane nasledujicim navazanim ligandu,
ktery disociuje tento komplex a dochazi k navazani prvniho koaktiva¢niho komplexu
S histon acetyltransferdzovou (HAT) aktivitou, coz mad za nasledek dekondenzaci
chromatinu. V posledni fazi se HAT komplex rozpadd a navaze se druhy koaktivacni
komplex, ktery vede k aktivaci transkripce cilového genu. Tento mechanismus neni ovSem
obecné aplikovatelny, protoze nékteré jaderné receptory mohou pusobit jako aktivatory
bez ligandu a jiné jsou schopny interagovat s cilovym promotorem genu v nepfitomnosti
ligandu (Robinson-Rechavi et al., 2003).

Protoze NR védzou malé molekuly, které mohou byt snadno v Iékaiském odvétvi
upravovany do podoby léku a kontrolovat funkce spojené s nemocemi jako je rakovina,
osteopordza ¢i cukrovka, jsou slibnym farmakologickym cilem (Gustafsson, 1999;

Robinson-Rechavi et al., 2003).

1.1.1 Glukokortikoidni receptor

1.1.1.1  Charakteristika a struktura receptoru

Glukokortikoidni receptor (GR) je ¢lenem steroidnich jadernych receptorti. Lidsky
gen pro GR se nachazi na chromosomu 5q31-32 a je sestaven z 9 exonii (Nicolaides et al.,
2010). Exonl nepodléha jako jediny procesu translace (Cain & Cidlowski, 2015).
Podle ptislusnosti GR do podrodiny 3 jadernych receptord, skupiny C jakoZto ¢len 1, byva
tento gen oznac¢ovan zkratkou NR3Cl1. Jedna se o ligandem aktivovany transkripcni faktor
regulujici expresi genil fizenych glukokortikoidy (Nicolaides et al., 2010).

Glukokortikoidni receptor je protein skladajici se ze 4 riiznych regionil. Prvnim je
N-terminalni transaktivaéni doména (NTD), kterd je kodovana exonem 2, za ni je
DNA-vazebnd doména (DBD) kodovana exonem 3 a 4, a pantova oblast a C-terminalni
ligand-vazebna doména (LBD) jsou kodovany exonem 5 — 9 (Obr. 2) (Nicolaides et al.,
2010; Oakley and Cidlowski, 2013).

Prvni doména piedstavuje aktivacni funkéni doménu (AF-1), ktera je na ligandu
nezavisla. Tato doména se podili na interakci GR s molekulami potfebnymi pro iniciaci
transkripce. Takovymi molekulami jsou koaktivatory a bazalni transkripéni faktory,

jako naptiklad RNA-polymeraza nebo TATA-vazebny protein (Nicolaides et al., 2010).
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DNA-vazebna doména je nejvice konzervovanou doménou jadernych receptord.
Zakladni kostru této domény tvofti dva zinkové prsty, diky kterym GR rozpozné a vaze se
na specifické¢ sekvence DNA znamé jako glukokortikoidni responzivni elementy (GRE)
vV promotorové oblasti cilového genu (Helsen & Claessens, 2014; Nicolaides et al., 2010;
Oakley & Cidlowski, 2013). Dale jsou zinkové prsty dilezité pro receptorovou
homodimerizaci a jadernou translokaci GR (McMaster & Ray, 2007).

Ligand vazebna doména slouzi pro rozeznani a navazani ptisluSné¢ho ligandu,
chaperonii a dalSich proteint. Zahrnuje aktiva¢ni funkéni doménu AF-2, ktera je na rozdil
od AF-1 zavisla na ligandu. Kromé¢ ligandu umoziuje kompletni navazani dal$ich proteint

jako jsou koaktivatory a korepresory (Kumar & Thompson, 2005).

°352r8 k3 32 3% 8
COORED ©® &P ®
DBDlHJ:l LBD J}
1 421 4BE 528 T

AF1

AFz N
Dimerization I I
Nuclear Localization [ I

Hepd0

Obr. 2 Struktura glukokortikeidniho receptoru (Receptor je slozen z N-terminalni domény obsahujici na ligandu
nezavislou AF1, DNA vazebné domény, pantu a Ligand-vazebné domény obsahujici na ligandu zavislou AF2)
(Pfevzato z: Oakley & Cidlowski, 2013)

Ackoliv je GR produktem jednoho genu, m& mnoho isoforem, které vznikaji
(Lu & Cidlowski, 2005). Tyto zmény jsou nezbytné, aby se buiiky a tkan¢ mohly ptizpisobit
riznym koncentraci glukokortikoidl. Alternativni sestfih GR prekurzorové mRNA dava

vzniknout 5 podtypum GR proteinti — GRa, GRB, GRy, GR-A a GR-P (Obr. 3) (Nicolaides

pro translaci dava kombinacni potencial pro 40 raznych isoforem GR proteinu
(Cain & Cidlowski, 2015). Alternativni sestiih v exonu 9 v blizkosti konce GR primarniho
transkriptu vede ke vzniku 2 isoforem, které jsou nejCastéjsi, a to GRa a GRp

(Bamberger et al., 1996; Oakley et al., 1996). GRa je odvozen od konce exonu 8 napojeného
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na zacatek exonu 9, zatimco GRP pochazi od konce exonu 8 napojeného na pozd¢jsi ¢ast
exonu 9 (Obr. 3) (Kino et al., 2009; Lewis-Tuffin & Cidlowski, 2006). Pouze jedna z forem
GR vaze glukokortikoidy a to GRa. GRJ sice interaguje s DNA, ale ne s glukokortikoidy,
takze muze teoretiky fungovat jako dominantni inhibitor glukokortikoidové aktivace tim,

7e zabrani navazani GR na DNA (Lewis-Tuffin & Cidlowski, 2006).

i - S B B B 8- G [ S

GRy GRA  GRP GRa GRB

‘Ah‘ernative splicing

GRa 1[ n imj' ;\:n Leo \:- 77
R 1 HID i 43
Ry E—

GRy 1 GO | H | LBD |78

Arg-452 Inserted

GR-A 1 pep | 502

Ala-480 to Ser£74 Delsied
GR-P 1| m !asn JH | J':)sra
4

Obr. 3 Struktura lidského genu pro GR a alternativni sestfihy vyslednych receptori.
(ptevzato z: Oakley & Cidlowski, 2013)

GR Splice Variant Isoforms

1.1.1.2  Aktivace receptoru

V nepfitomnosti ligandu je GR umistény v cytoplazmé v multiproteinovém
komplexu s chaperony (hsp90, hsp70 a p23), ¢leny FK506 rodiny imunofilini (FKBP51
a FKBP52) a nereceptorovymi tyrosin kinazami (Grad & Picard, 2007, Wu et al., 2013).
V tomto komplexu je GR neaktivni jakoZto transkrip¢ni faktor, ale vykazuje vysokou afinitu
pro glukokortikoidni ligandy. Nésledné navazani ligandu na GR zpiisobi zmény konformace,
které oddéli receptor od multiproteinového komplexu (Cain & Cidlowski, 2015).
Strukturalni preskladani receptoru odhali 2 jaderné lokaliza¢ni signaly (NLS), které jsou
rozeznany skupinou translokac¢nich proteint, a GR je okamzité pfenesen do jadra skrze
jaderné pory (Oakly & Cidlowski, 2013; Smoak & Cidlowski, 2004). Jakmile se GR dostane
do jadra, vaze se na glukokortikoidni responsivni element (GREs) a reguluje expresi
cilovych gent (Beato, 1989; Freedman, 1992). GR se navazuje na DNA v podobé
homodimeru tvofeného dvéma glukokortikoidnimi receptory (Cain & Cidlowski, 2015).

Po navazani na GRE nasleduje asociace s dal§imi proteiny jako jsou koaktivatory, coz vede
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K nardstu genové transkripce (Hapgood et al., 2016). Sekvence GRE obsahuje dvé mista,
z nichz kazdé slouzi pro navazani jednoho receptoru z ptislusného homodimeru a tato
sekvence se miize nachdzet v promotoru, intronu nebo exonu cilového genu. Navazanim GR
dochazi k zapojeni chromatin-remodelujicich komplexii a koregulatort, které reguluji
transkripci pomoci RNA polymerazy II (Jenkins et al., 2001; Rosenfeld & Glass, 2001;
Lonard & O’Malley, 2005).

CLASSICAL GC-MEDIATED GR ACTIVATION

EXTRACELLULAR

T YT YYTY
.

e ek el Dt bt b el

GR Phosphorylation*

GR Dimerization**

CYTOPLASM

i GR Nuclear Translocation

DIRECT DNA BINDING
NUCLEUS

‘ Cofactor Recruitment

DNA Binding
(direct/tethering)

| Transcriptional Effect

Obr. 4 Aktivace glukokortikoidniho receptoru (GR se nachazi v cytosolu buiiky v multiproteinovém komplexu
s chaperonovymi proteiny. Po navazani ligandu se GR uvolni, dimerizuje s jinym aktivovanym GR za vzniku homodimeru
a po presunuti do jadra se tento homodimer navazuje na DNA na glukokortikoidni responsivni element a je spusténa
transkripce pfislusného genu) (pfevzato z: Hapgood et al., 2016)
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1.1.1.3 Ligand

Ptirozenym ligandem GR jsou glukokortikoidy (GC). Ty hraji Gstfedni roli ve vétsing
fyziologickych funkci, véetné homeostazy, zanéti, chovani, metabolismu, ukladani tuku
a obezity, imunitnich funkci a souvisejicich chorob u lidi (Baschant & Tuckermann, 2010;
Countinho & Chapman, 2011; Lee et al., 2014). GC reguluji vSechny aspekty imunitni
funkce a zanétu, véetné bunécéné proliferace, sekrece cytokininti a chemokinint, cytolytické
aktivity, diferenciace, efektorové funkce a produkce protilatek v imunitni bunécné funkci
(Padgett & Glaser, 2003).

Glukokortikoidy se fadi do rodiny steroidnich hormond, které jsou si chemicky
podobné a jsou generovany z cholestrerolu multienzymovym procesem zvanym
steroidogeneze (Miller & Auchus, 2011). Protoze nejsou steroidy rozpustné ve vodg, jsou
transpoftrovany krvi k jejich cilové tkani nejcastéji spojené s proteinem transkortinem.
Glukokortikoidy volné projdou skrze bunécnou membranu, kde vytvori komplex
S ptislusnym receptorem a jsou piesunuty do jadra (Nicolaides et al., 2010).

GC jsou produkovany v nadledvinkach. Biologicky aktivni glukokortikoid je
v ptipadé c¢loveéka kortizol. Produkce tohoto hormonu v nadledvinach je regulovana
hypotalamus-hypofyza-nadledvinkovou (HPA = hypothalamic-pituitary-adrenal) osou. Jako
odpovéd” na neuralni, cytokininovy ¢ endokrindlni signdl je produkce
kortikotropin-uvolnujiciho hormonu (CRH), ktery stimuluju adrenokortikotropni hormon
(ACTH) uvoliiovany z ptedniho laloku (Webster et al., 2002). ACTH v nadledvinkach
indukuje syntézu glukokortikoidl a jejich naslednou sekreci do krevniho ob&hu. Cely tento
systém funguje na zaklad¢ zpétné vazby, kdy zvySeni cirkulujicich GC vede k redukci
exprese CRH a ACTH. Produkce GC je spojena s dennim rytmem. U lidi je nejvyssi
koncentrace kortizolu v krvi rano a postupné béhem dne klesa. Svého minima dosahuje
v noci (Derek & Cidlowski, 2015).

U zdravych jedinct je pouze 5 % cirkulujiciho kortizolu biologicky aktivni. 80-90 %
je navazano na kortikosterod-vazebny globulin (CBG) a 5-15 % je navazano na albumin,
ktery drzi kortizol v neaktivni formé&. CBG slouZi jako naraznik proti kortizolovému napéti
a hraje dulezitou roli pfi uvolnovani kortizolu do tkan¢ (Oakly & Cidlowski, 2013).
Glukokortikoidova aktivita je regulovana na bunééné trovni enzymy 11b-hydroxidsteroid
dehydrogenazové (11b-HSD) rodiny. 11b-HSD1 podporuje pieménu kortizonu (neaktivni

prekurzor kortizolu) v kortizol, ¢imz zvySuje lokalni glukokortikoidni aktivitu,
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ktera neodpovidd predurcené urovni cirkulujiciho kortizolu. Naproti tomu 11b-HSD2
katalyzuje kortizol na kortizon, ¢imz snizuje aktivitu glukokortikoidi v bunkach.
(Derek & Cidlowski, 2015; Cooper & Stewart, 2009).

Glukokortikoidy, = znamé  také pod  oznaCenim  glukokortikosteroidy
mnoha chronickych zanétlivych a imunitnich onemocnéni, jako napf. astmatu (Barnes,
2008). HPA osa reaguje jako soucast stresového systému, ve kterém je spojena detekce
fyzického nebo emociondlniho stresu s uvoliiovanim glukokortikoidi. HPA osa je
stimulovana prozanétlivymi cytokiny, vcetné¢ IL-1, TNFa, IL-6 a interferony typu I,
které jsou zahrnuty v odpovédi na patogeny nebo tkanové poskozeni (Derek & Cidlowski,
2015).

Syntetick¢é GC (napf. prednisolon, dexamethason) jsou Siroce uzivané pro lécbu
zanétlivych a imunitnich poruch, véetné revmatoidni artritidy, roztrousené sklerdzy, zanétu
stiev, sarkoid6zy a neurotického syndromu (Bal et al, 2017; Rhen & Cidlowski, 2005). Casto
jsou také ptedepisovany k zabranéni odmitnuti transplantovaného organu a k 1é¢bé rakovin
lympfoidniho systému, jako je leukémie, lymfomy a myelomy (Rhen & Cidlowski, 2005,
Miner et al., 2005). OvSem lé¢ba glukokortikoidy sebou nese také mnozstvi nezadoucich
ucinkl vcetné hyperglykémie a osteopordzy. Mimo to si pacienti, ktefi jsou vystaveni
dlouhodobému ucinku GC, vypéstuji viici t€émto latkdm rezistenci. Z tohoto ditvodu nartsta
snaha navrhnout vhodné ligandy s protizanétlivou G¢innosti konvenénich glukokortikoida
za co nejmensiho rozsahu nezadoucich uc¢inkt (Oakly & Cidlowski, 2013; Trebble et al.,
2013).

1.1.2 Androgenni receptor

1.1.2.1  Charakteristika a struktura receptoru

Androgenni receptor (AR) je Clenem rodiny jadernych receptorit a fadi se mezi
steroidni receptory. Lidsky gen pro AR se nachazi na chromozomu Xq11 a je tvofen 8 exony.
Podle ptislusnosti genu do podrodiny 3 jadernych receptort skupiny C, jakozto ¢len 4, byva
oznac¢ovan NR3C4 (Lu et al., 2006).

Jednotlivé exony v rizném pocetnim zastoupeni kéduji N-terminalni doménu (NTD)
—exon 1, DNA vazebnou doménu (DBD) — exon 2 a 3, zavésny region — exon 4, a ligand
vazebnou doménu (LBD) —exon 5 — 8 (Higa & Fell, 2013). NTD zahrnuje aktiva¢ni funkéni

17



doménu (AF-1), ktera zajistuje veétSinu AR aktivity (Jenster et al., 1995). AF-1 je tvofena
dvémi jednotkami — na ligandu zavislou TAUI a na ligandu nezavislou TAUS (Monaghan
& McEwan, 2016). Za NTD nasleduje DBD se dvéma zinkovymi prsty, které zodpovidaji
za dimerizaci, rozeznavaji odpovidajici androgenni responzivni element (ARE) a upeviuji
receptor k rozeznanym sekvencim (Verrijdt et al., 2006; Brinkmann et al, 1989).
Pro rozpoznani a navazani na ARE slouzi P-box, a D-box zprostifedkovava dimerizaci
receptoru na DNA (Kumar & McEwan, 2012). Zavésny region obsahuje jaderny lokaliza¢ni
signal tvoieny sekvenci RKLKKL, ktery je cilem pro acetylaci, ubiquitinaci a metylaci.
Velice duilezitou roli hraje pantové oblasti pii translokaci receptoru do jadra a pti vazbé DNA
(Clinckemalie et al., 2012; Cutress et al., 2008). LBD obsahuje ligand vazebnou kapsu,
kterd je dulezita pro rozpoznani piisluSného ligandu. Jednd se o misto pro navazani
endogenniho androgenu a exogenniho antiandrogenu. Kromé toho tato doména obsahuje
AF-2 doménu, kterd je na ligandu zévisla a je dilezita pro formovani vazebného mista
pro koregulatory, stejn¢ tak jako pro zprostfedkovani interakce mezi N-terminalni a ligand
vazebnou doménou (N/C interakce) (Matias, 2000; Slagsvold et al., 2000; Wilson, 2011).

Stejn€ jako GR 1 AR ma vice moZnosti vzniku a existuje tedy vice jeho podob.
Jednotlivé varianty se oznaCuji jako AR-VX a ty mohou vznikat mutacemi
nebo alternativnimi sestiihy (Shweizer & Yu, 2015). Ruzné varianty vykazuji rozdilné
interakce s koregulujicimi proteiny, transkripénimi faktory, DNA a léky vyuzivanymi
pro 1é¢bu rakoviny prostaty (Dehm et al., 2008; Sun et al., 2010).

AR je ligandem aktivovany transkrip¢ni faktor, ktery kontroluje expresi specifickych
gend zatazenych do mnoha fyziologickych a patologickych procest (Mangelsdorf et al.,
1995; Higa & Fell, 2013). Tento receptor se podili na umoznéni muzské sexualni
diferenciace a produkci spermii, mimo to ma svou roli v metabolismu, nervovém systému
a podnécuje rast lebecnich svalti (Davison & Bell, 2006; Sinnesael et al., 2012). Ma vliv
na pubertalni vyvoj primarnich a sekundarnich sexudlnich znaki, Groven mentalni energie,
libido a silu svalstva. V dospélosti se podili na celkovém spravném fungovani, u muza
ovlivituje plodnost a je zahrnut do nastupu rakoviny prostaty a prsu (Pietri et al., 2016;
Higa & Fell, 2013).
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Obr. 5 Umisténi a struktura genu pro AR, struktura transkriptu a finalniho proteinu (AR se skladd z N domény,
DNA-vazebné domény, zavésného regionu a Ligand-vazebné domény. Alternativni sestiihy RNA transkriptu vedou
ke vzniku riznych variant AR.) (Pfevzato z: Monaghan & McEwan, 2016)

1.1.2.2  Aktivace receptoru

Neaktivovany AR se nachazi v cytoplazmé Vv neaktivnim komplexu s heat shock
proteiny (HSP70 a HSP90) a imunofiliny v tzv. chaperonovém komplexu. Chaperonové
proteiny udrzuji receptor poskladany v takové konformaci, kterd usnadiiuje navazani
specifického hormonu (Kumar & McEwan, 2012; Koryakina et al., 2014). Interakci mezi
AR a HS a chaperonovymi proteiny zprostiedkovava LBD (Heinlein & Chang, 2002).
Po navazani ligandu dochazi ke zméné konformace LBD a receptor je uvolnén
z chaperonového komplexu, coz mu umoznuje presunout se do jadra a navazat se
naelementy DNA, které jsou umistény v obou smérech — proximaln¢ i distalné
vuci transkripénimu pocatku (Wang et al., 2009). DBD umoziiuje rozeznani a navazani
na AREs a dimerizaci receptoru na DNA, coZ vede k vytvofeni AR-transkripcniho
komplexu s transkripéni aktivitou skrze interakci NTD-LBD (Kumar & McEwan, 2012;
Koryakina et al., 2014). Jakmile se navaze na DNA, AR rekrutuje koaktivatory a generalni

transkripéni faktory k upravé transkripce a translace cilového genu (Obr. 6). Agonisté
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rekrutuji koaktivatory aby se rozsitila transkripce a translace cilovych gent, proti tomu
antagonisté receptoru brani koaktivatorim ve spojovani S AR, nebo ponechévaji AR
V cytoplasmé v inaktivni formé (Naranyanan & Dalton, 2016). Po dokon¢eni molekularni
aktivity je AR-transkrip¢ni komplex okamzité odloucen a pienesen do cytoplazmy pomoci
chaperoni. AR je také predmétem posttranskripénich modifikaci jako je fosforylace,

ubikvitinace a metylace (Kumar & McEwan, 2012; Koryakina et al., 2014).

Transcription of
AR-dependent genes

Nucleus

Obr. 6 Aktivace androgenniho receptoru (Bez ligandu je AR v cytoplazmé v multiproteinovém komplexu, ktery jej drzi
Vv inaktivni formé, ale zajistuje vysokou afinitu vzhledem k ligandu. Po navazani ligandu dochazi k uvolnéni z komplexu,
dimerizaci s dalsim AR a pomoci HSP27 dochazi k lokalizaci jadra, v némZ dochéazi k navazani na ARE a spusténi
transkripce.) (Pievzato z: Azad et al., 2014)

1.1.2.3 Ligand

Tento receptor je aktivovan Sirokou skupinou steroidnich hormonid zvanou
androgeny (napf. testosteron, dihydrotestosteron (DHT)) (Jenster et al., 1995). Vsechny
pfirodni steroidni hormony jsou syntetizovany =z cholesterolu v nadledvinkach
a/nebo pohlavnich zlazach. Jsou hydrofobni povahy, coz jim umoziuje snadny prichod
skrze bunéénou membranu. Syntetizované steroidni hormony jsou pienaseny krvi navazané
na proteinovy nosic, jako je napt. albumin nebo pohlavni hormon vazajici globulin (SHBG)
(Cooper et al., 2013).

Androgeny jsou muzské pohlavni hormony potfebné pro rozvoj muzského
reprodukéniho systému a sekundarnich pohlavnich znakti (Davey & Grossmann, 2016).

Testosteron je produkovan v nejvétsi koncentraci. Jedna se 0 19-C steroid s androgennimi
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a anabolickymi Gc¢inky v téle. Primarn¢ je produkovan pohlavnimi zlazami — Leydigovymi
buitkami ve varlatech a vuritém mnozstvi i u zen v Theca bunkach vajecnik.
Mimo to mize ale vznikat v kife nadledvinek a periferni pfeménou androstendionu
(Palacios, 2007). Testosteron mtize byt pieveden na biologicky aktivnéjsi formu DHT,
ktery poté zprostiedkovava svou akei skrze transkripéni aktivitu AR. Afinita AR viaci DHT
je 2x vys$i nez pro testosteron a rychlost disociace je u DHT 5x nizsi nez u testosteronu
(Grino et al., 1990).

Testosteron ma v téle mnoho fyziologickych ucinkti — stimuluje rast svalt a jejich
udrzeni, podrporuje vyvoj kosti a inhibuje jejich resorpci, zvySuje mnozstvi C¢ervenych
krvinek a hladinu hemoglobinu, zvysuje libido a erektilni funkce, zlepSuje naladu
a kognitivni funkce. Naopak nizka hladina testosteronu nebo deficit androgenii obecné
vyvolava slabost, sarkopenii, hypertrofii tukové tkdn€¢ a sniZzenou neurotransmisi
(Coope et al., 2013).

Dalsi androgeny jsou slabymi ligandy androgenniho receptoru. Jednd se
o dihydroepiandrosteron (DHEA), androstenediol a androstenedion. Ackoliv jde o slabé
agonisty AR, mohou byt pfeménény na testosteron nebo DHT, které se pak na receptor
navazou (Chan & Dehm, 2014).

Mimo endogenni steroidni hormony byly identifikovany exogenni zdroje, jako
napf. lusténiny, sdja, bataty a pramyslovych chemikalie, které mohou pusobit jako
endokrinni disruptory ¢i jako toxické latky (Sikka & Wang, 2008).

Androgeny maji své vyuZiti jako anabolické steroidy. Jsou nejucinnéjs$i formou
sportovniho dopingu a jsou pfi testovani nejcastéjSim typem zjiSténé latky pro zvySeni
vykonu. Svou oblibu si ziskaly diky schopnosti zvysit podil svalové hmoty, sniZit tukovou
hmotu, zvysit vykon a udrzovat intenzivni tréninkové obdobi (Yesalis, 2000). Nadmérné
uzivani mize ovSem vést k vaznym klinickym nasledkim jako je abnormalni jaterni funkce,
gynekomastie, t¢zké psychologické a psychiatrické poruchy, zvySené riziko
kardiovaskularnich onemocnéni a u Zen poruchy menstruace a rozvoj muzskych
sekundarnich pohlavnich znaki (Kickman, 2008). N¢které androgeny nejsou pii klasickém
testovani na doping zjiStény, a proto testovani ¢innosti AR bylo zvoleno jako alternativni
testovani pro kontrolu sportovniho dopingu (Cooper et al., 2013).

Kromé¢ vyuziti jako dopingu se ovSem androgeny vyuZzivaji pro klinické ucely
pro 1écbu fady riznych lidskych onemocnéni a stavil, jako je obstrukéni plicni nemoc, t€zké

popaleniny, v souvislosti s ibytkem svali vlivem HIV, nebo pii 1é¢bé stavi vyplyvajicich
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Z nedostatku produkce androgent, jako je konstituéni zpomaleni ristu a hypogonadismus.
Androgenni terapie muze byt provadéna ordlné, intramuskularnim podanim (injekce)

¢i pomoci gelt a krémt (Demling & Orgill, 2000; Cooper et al., 2013).

1.1.3 Thyroidni receptor
1.1.3.1 Charakteristika a struktura receptoru

Thyroidni receptor (TR) nalezi stejné jako predchozi receptory do skupiny jadernych
receptort. Jednd se o ligandem aktivovany transkrip¢ni faktor, ktery vaze thyroidni hormon.
Na rozdil od steroidnich receptorti, TR reguluje transkripci obéma zpiisoby — V ptfitomnosti
I v nepfitomnosti ligandu (Yen, 2001; Harvey & Williams, 2002; Zhang & Lazar, 200;
Torchia et al., 1998). Tyto receptory jsou formovany z jednoho jediného peptidu, ktery je
sloZen ze tfi funk¢énich domén: N-termindlni doména (A/B doména), centralni DNA-vazebna
doména (DBD) a C-terminalni ligand-vazebna doména (LBD) (Ortiga-Carvalho et al.,
2014).

V A/B doméné se nachazi aktivacni region (AF-1) jehoz funkce je méalo pochopena
(Brent, 2012). Stejn¢ jako u ostatnich jadernych receptorii i zde DBD obsahuje 2 zinkové
prsty. Mezi DBD a LBD se nachazi pant obsahujici jaderny lokalizaéni signal. LBD urcuje
specifitu receptoru pro ligand a moduluje kapacitu pro formovani jak homodimeru,
tak heterodimerti s ostatnimi ¢leny superrodiny jadernych receptord. Obsahuje mnoho
kontaktnich ploch dulezitych pro heterodimerizaci s jeho partnerem — retinoidnim X
receptorem — stejné¢ tak jako pro protein-protein interakci s korepresory a koaktivatory
(Cheng et al., 2010, Figueira et al., 2011; Yen et al., 2006).

Dva TR geny — THRA a THRB — koduji tfi proteiny S plnou receptorovou funkci
na genomové¢ urovni: TRal, TRPI a TRP2. Kromé téchto forem existuji dal§i zkracené
proteiny postradajici DNA-vazebnou doménu nebo funkéni T3-vazebnou doménu
(Kalayanaraman et al., 2014). THRa a THRJ proteiny jsou si strukturou podobné, ale maji
rozdilné a/nebo komplementarni fyziologické role, které ptesahuji do jejich rozdilné
distribuce v tkanich (Obr. 7) (Bochukova et al,. 2012; Refetoff & Dumitrescu, 2007). Lidsky
THRA se nachazi na chromozomu 17, THRB na chromozomu 3 (Yen, 2001,
Harvey & Williams, 2002; Zhang & Lazar, 2000).

22



Able to Able to
Protein bind T; form dimers

THRBL Yes  Yes AFT ["DBD H LBD  AF2]
THRB2 Yes Yes [ AF1 [CDBDTHLBD  AF2]
THRB3 Yes  Yes T"DBD < LBD  AF-2
THRal Yes  Yes [CAFL TTDBDH LBD  AF-2]
THRa2 No Yes [TAF1 [TDBD_H LBD |
THRa3 No Yes AF-1 [T DBD_H LBD

Obr. 7 Struktura jednotlivych forem thyroidniho receptoru (Thyroidni receptor se nachazi ve dvou formach — THRa
a THRp, které jsou koédovany dvéma rliznymi geny a nachazi se v riznych variantach sestfihd.) (Prevzato z:
Ortiga-Carvalho et al., 2014)

1.1.3.2 Aktivace receptoru

V soucasnosti je toho o distribuci thyroidniho receptoru v bufice v nepfitomnosti
ligandu zndmo jen malo. Zhruba 90 % bézného TR se nachazi v jadre v piipadé absence
| pfitomnosti T3 (trijodthyronin) (Baumann et al., 2001).

Pii absenci ligandu vytvari TR komplex, kdy AF-1 interaguje s kofaktory, jako je
jaderny receptorovy korepresor 1 (CoR) nebo jaderny receptorovy korepresor 2 (CoR2)
(Lavery & McEwan, 2005; Cohen et al., 2001). Korepresor vytvari komplex s histon
deacetylazou, kterd modifikuje chromatinovou strukturu s vysledkem poklesu genové
transkripce (Astapova et al., 2008). Po navazani T3 je tento komplex destabilizovan
a korepresory se uvolnuji, coz vede k uzavieni helix 12. Konformaéni zmény helix 12
v AF-2 doméné vedou k expozici AF-2 a to dovoluje navazani dalSich proteint (kofaktori),
véetn¢ koaktivatort jako je jaderny receptorovy koaktivator 1 (CoA-1) a korepresory, jako
je jiz zminovany CoR (Obr. 8) (Ortiga-Carvalho et al., 2005; Astapova et al., 2008; Feng,
1998).

Kdyz TR navaze T3, LBD prodé€la dramatickou strukturalni zménu, kterd usnadiiuje
spojeni s koaktivatory (Valadares et al., 2008). Fyziologickd vyznamnost a specificka role
koaktivatori a korepresord, které se vazou na AF-2 aby usnadnily T3 fizenou inhibici
transkripce, nejsou dobie zndmé, nicméné bylo prokdzéno, ze tato oblast je rozhodujici

pro T3 zprostiedkovanou transkripéni inhibici (Ortiga-Carvalho et al., 2005).
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T_-ligand-independent repression T_-ligand-dependent transactivation

Obr. 8 Model genové regulace thyroidnimi hormony (V neptitomnosti T3 je korepresor navazan na heterodimer RXR-
THER v mist¢ TRE, ¢imz je aktivné potlacena exprese cilového genu. Ve chvili, kdy se T3 navaze na THR dimer,
korepresor je uvolnénin a ke komplexu je pfipojen koaktivator, ktery umozni aktivaci genové transkripce.) (Pfevzato z:
Ortiga-Carvalho et al., 2014)

Klasicka genomicka akce receptoru zac¢ina tedy navazanim ligandu na receptor TRa
nebo TRP. Receptor rozezné specificky thyroidni responzivni element (TRE) v promotoru
T3 cilového genu a aktivuje nebo potlaci transkripci jakoZto odpovéd’ vyvolanou navazanym
hormonem (Obr. 9) (Yen, 2001). Receptor se vaze na TRE pievazné jako heterodimer
s retinoidnim X receptorem (RXR), ale muze se také vazat ve formé homodimeru

(Yen et al., 2006).
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Obr. 9 Aktivace thyroidniho receptoru (Cinnosti TSH a TRH (viz kapitola 2.1.3.3 Ligand) jsou ve §titné zlaze
syntetizovany hormony T4 a T3. Po transportu do buiiky jsou T4 pomoci deiodinazovych enzymt pfemény na T3 a T3 se
pfesouva do jadra, kde se navaze na THR, ktery dimerizuje s RXR a ve formé& heterodimeru nasedaji tyto receptory
na piislusny responzivni element na DNA a spousti transkripci genu vedouci k syntéze uréitého proteinu.) (Pfevzato z:
Ballini, 2012)
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1.1.3.3 Ligand

Ligandem TR jsou hormony §titné zlazy (thyroxine (T4) a trijodthyronin (T3))
zahrnujici raznorodé fyziologické uCinky jako je regulace ristu, kontrola rychlosti
metabolismu, pozitivni chonotropni a inotropni ucinky na srdce a vyvoj centralniho
nervového systému (CNS). Deficit hormont §titné z1azy ma rtizné ucinky na organismus
podle toho, jak je intenzivni a v jakém obdobi vyvoje nastal. Specifické nacasovani nastupu
muze vést az k nevratnému poskozeni mozku (Bernal, 2005; Koibuchi & Iwasaki, 2006).
Syntéza thyroidnich hormoni (TH) je fizena hypothalamickym thyreotropin uvoliiujicim
hormonem (TRH) a hypofyzarnim §titnou zlazu stimulujicim hormonem (TSH) a naopak T4
a T3 reguluji TRH a TSH syntézu jako ¢ast negativni zpétné vazby. Vstup TH do bunék je
fizen membranovymi transportéry. Uvniti buniky zprostfedkovavaji metabolismus TH
deiodinazové enzymy (DIOs) — DIO1 generuje T3 vV perifernich tkanich, DIO2
zprostiedkovava preménu T4 na T3 v CNS véetné hypofyzy a hypothalamu a DIO3
zprostifedkovava katabolismus TH do formy neaktivnich metabolitt (St. Germain et al.,
2009).

T3 je ptirozenym ligandem TR. T4 muze pisobit skrze TR také, ale afinita receptoru
pro T4 je zna¢n¢ niz$i nez pro T3. Z pohledu genomického konceptu hormonalni aktivace
je T4 spatfovan jako prohormon, ktery dadva pomoci deiodinidzové aktivity vzniknout
metabolicky aktivnimu T3 (Davis et al., 2006; Wu & Koening, 2000). Co se tyce syntézy
hormonu, ve vétSim mnozstvi je produkovan T4 a biologicky aktivni T3 je produkovan
pouze VvV malém mnoZstvi. Nicmén& pravé cCinnosti DIOs je T4 na T3 preménovan
(Bianco et al., 2002).

Mimo T3 a T4 existuje velké mnoZstvi exogennich ligandii zahrnujicich pfirodni
I syntetické latky, Iéky a environemntalni polutanty (napf. PCB, dioxiny), které mohou
naruSovat akci thyroidnich hormoni a tim ovliviiovat normalni funkci endokrinniho systému
(Zoeller, 2005; Boas, 2006). V soucasnosti je snaha syntetizovat thyromimetické 1éky,
kde se ocekava, ze dokazi poskytnout prospésné ucinky T3 (zejména snizeni hladiny

cholesterolu), ale zdroven nebudou mit toxicky vliv na srdce (Figueira et al., 2011).
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1.2 NANOMATERIALY

Nanomateridly jsou v soucasnosti velice ¢astym a oblibenym tématem nejen
na védeckém poli. Evropskd komise stanovuje nanomateridl jako pfirozené¢, nadhodné
nebo uméle ziskany material, ktery obsahuje v nevazaném stavu nebo jako agregat
¢1 aglomerat minimalné 50 % ¢astic, které maji nejméné v jednom rozméru velikost v rozpéti
1-100 nm (Evropska komise, 2012). Jednou z vyznamnych charakteristik nanomateridlli je
nariist poméru plochy povrchu k objemu c¢astic. Dochédzi ke vzristajicimu podilu
povrchovych atomt se zmensenim rozmérti objektii. Povrchové atomy tak maji nizsi pocet
sousedl, nez atomy V objemu materidlu a vytvareji tim paddem mensi pocet vazeb,
coz ovliviyje jejich vazebné energie a jejich prostorové uspotradani (Mayoral et al., 2010).
Tato skute¢nost ma silny vliv na chemické a fyzikalni vazby na hranicich zrn v materidlu
(Anonym?, 2009). Tato prace vénuje pozornost grafen oxidu, ktery se fadi mezi uhlikové
nanomateridly a jeho charakteristiky dané jeho uspotfddanim jsou uvedeny nize. Kromé
uhlikovych nanomaterialii se samoziejmé mizeme setkat s mnohymi dal§imi, jako napiiklad
s nanomaterialy zlata, zeleza, kiemiku atp. Teoreticky mohou byt vytvofeny z jakékoliv
latky a v soucasnosti mame k dispozici cca 44 prvki periodické tabulky a jejich sloucenin,
které se vyskytuji v nanoformé (Kahru et al., 2008).

Nanomaterialy nejsou vysledkem cisté umélé vyroby a vznikaji 1 bez lidského
pric¢inéni po celou dobu existence Zemé&. Mezi zplsoby vzniku nanomateriali fadime lesni
pozary, vulkanickou aktivitu a eroze, ale také naptiklad mikrobiologickou aktivitu. Co se
lidské ¢innosti tyce, podili se na existenci nanomaterialt cilené jejich syntézou, i neimysiné,
napiiklad spalovacimi procesy (doprava, prumysl, energetika) (Bhat & Tripathi, 2011;
Handy et al., 2008a; Klaine et al., 2008).

Svétovy trh s nanomateridly roste velice rychle a odhaduje se, Ze rocné je
produkovano 11 milion tun nanomateridlli v hodnoté 20 bilionti euro (Evropska komise,
2012). Celosvétovy trh s grafenem je pak odhadovén, ze vzroste na 675 milionii americkych
dolart do roku 2020 (McWilliams, 2011). Evropska unie identifikuje nanotechnologie jako
klicovou technologii pro EU, jakoZto jednu z hlavnich technologickych sil inovace
(Savolainen et al., 2013). Potencial nanomateridll je spatfovan zejména ve védé a medicing,
mimo to také v potravinafstvi, elektronice, strojirenstvi, stavebnictvi ¢i kosmickém

pramyslu (Anonym?, 2009).
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Ve zdravotnictvi nachdzi nanocastice své uplatnéni a potencial diky Sirokému spektru
unikatnich fyzikalné-chemickych a biologickych vlastnosti, zahrnujicich velky pomeér
povrch/objem, specifické strukturalni vlastnosti, schopnost navazani specifické agens
na svém povrchu, schopnost projit bunéénou nebo tkanovou bariérou a dlouhou dobu
cirkulace v krevnim systému v porovnani s jinymi latkami (Pitkel et al, 2016).

Na druhou stranu je ale tieba vénovat pozornost rizikim a bezpec¢nosti pii uzivani
nanoléciv a celkovém vyuzivani nanomaterialt a jejich vlivu na zivotni prostiedi. Nejen vliv
na Cloveka, ale vliv 1 na nejmensi ¢asti ekosystému by mohl mit necekané disledky vétSich
rozmérd. Zejména je tfeba veénovat pozornost umeéle sestrojenym nanomaterialim.
Predpoklada se, ze organické bio-degradovatelné nanocastice budou mensim problémem,
protoze budou rozlozeny metabolickymi drahami (Cockburn et al., 2012). Naproti tomu
anorganické biologicky nerozlozitelné nanocastice mohou pfetrvavat po zna¢nou dobu,
a jejich vlivu budou lidé, zvirata i zivotni prostfedi vystaveny dlouhodobé a nasledky tohoto
dlouhodobého vlivu nam zatim nejsou znamy (Hall, 2001; Radomska et al., 2016).
Mimo to uz ted’ vime, ze se nékteré nanocastice dokazou v urcitych piipadech chovat
toxicky (Anonym?, 2009).

Problémem navic mize byt tendence agregace. Ocekava se, ze ve vétsiné pripadi
budou nanomaterialy po vstupu do realného prostredi agregovat, takze pouze ¢ast z nich si
zachova nanoformu. Bude dochéazet ke shlukovani a sedimentaci a ve vodnim prostiedi
tim mohou byt ohroZeny bentické organismy. Stejné tak mlZe dochazet k usazovani latek
Vv télech organismii a jejich kumulaci (Franklin et al., 2007; Baun et al., 2008; Handy et al.,
2008c). Mnoho nanomaterialli se navic diky svému specifickému povrchu mtize v realném
prostiedi vazat na dalsi latky, ¢imz mohou byt ovlivnény vlastnosti téchto materialfi, véetné
toxicity, ¢i mohou pomoci v transportu a distribuci vazanych kontaminanti (Navarro et al.,
2008; Baun et al., 2008; Handy et al., 2008a; Christian et al., 2008). Je proto nutné dikladné

zvazit vSechna mozna rizika.
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1.2.1 Grafen

Grafen je dvourozmérny uhlikovy nanomaterial tvofeny jednou vrstvou atomt. Je
to jeden z nejsilnéjSich kdy testovanych materialti s pevnosti v tahu vy$si nez 100 GPa
apruznosti vtahu 1 TPa (Novoselov et al., 2015). Tloustka grafenového listu Cini
0,35 — 1,6 nm. Tento materidl ma triagonaln¢€ spojené atomy uhliku vazbou sp2, které¢ jsou
pevné uspotradany do hexagonalni krystalové miizky ve tvaru v¢eli plastve (obr. 10) (Kuila
et al, 2012). Diky této hybridizacni vazbé sp2 je grafen dobrym elektrickym vodic¢em
(La Fuente, 2009). Jedna se o hydrofobni latku, ktera je Spatné dispergovatelna ve vodé
(Farré et al., 2009).

Graphene

Obr. 10 Struktura Grafenu (Jednovrstevny nanomaterial ve tvaru hexagonalni krystalové miizky s triagonalné
pospojovanymi atomy uhliku) (pievzato z: Kiew et al., 2016).

1.2.2 Grafen oxid - charakteristika

Grafen oxid (GO) se ziskava oxidaci grafitu, jez se vyskytuje hojné a levné.
Nejpopularnéjsi metodou jeho syntézy je tzv. Hummersova metoda (obr. 11), coz je jedna
za 4 zakladnich metod ziskavani GO (Anonym?, 2017).

Jednd se o oxidovanou formu grafenu, protkanou skupinami obsahujicimi kyslik.
Tato fada reaktivnich skupin usnadnuje aplikaci GO listti v bioinzenyrstvi (Sabourin et al.,
2009). Ptitomnost kyslikovych skupin ve struktufe GO narusSuje sp2 sité, které grafenu
zajistuji vybornou vodivost a na zdklad¢ nasyceni GO kyslikem mutze byt jeho vodivost
sniZena, nebo se GO stava, v pfipadé plného nasyceni, elektrickym izolatorem (La Fuente,

2009). Tvoti jej tedy hydrofobni domény slozené z sp2-hybridizovanych grafenovych
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miizek, ale také hydrofilni domény, kde je grafenovd miizka substituovana kyslikovymi
funkénimi skupinami. Diky pfitomnosti hydrofilnich skupin by listy malé velikosti a o nizké
koncentraci mély byt vice biokompatibilni, ¢imz se stavaji atraktivni pro védu (Wu et al.,
2015). GO obsahuje velké mnozstvi reaktivnich kyslikovych funkénich skupin, zahrnujicich
epoxidové, karboxylové a hydroxylové skupiny. Tyto skupiny se nachdzeji na bazalni roving
a rozich GO a umoziuji mu interagovat s proteiny skrze kovalentni, elektrostatické

a hydrogenni vazby (Lerf et al., 1998; Shih et al., 2012; Gu et al., 2014).

Chemical converted
graphens (CCG)

Obr. 11 Hummersova metoda (Z 3D grafitu je oxidaci ziskan 3D grafit oxide, z n€hoz je exfoliaci odloucena vrstva 2D
grafen oxidu. Naslednou redukci GO miize byt ziskan Cisty grafen) (Prevzato z: Xiang et al., 2012).

Na rozdil od grafenu, ktery je hydrofobni, se GO rozpousti ve vod¢, diky pfitomnosti
polarnich povrchovych skupin a adsorpci rozpusténé organické hmoty na jejich povrchu, coz
zvysuje jeho dispergovatelnost (Handy et al.,2008a; MacCormack et al., 2014). Pfitomnost
kysliku mu zajistuje dobrou dispergovatelnost nejen ve vodé¢, ale i v dalSich organickych
rozpoustédlech ¢i jinych matrix (La Fuente, 2009). Celkova rozpustnost zavisi jak na polarité
rozpoustédla, tak na rozsahu povrchové funkcionalizace ud€lované pii oxidaci. Dobra
rozpustnost GO je dulezita zejména pro aplikaci v biotechnologiich (Hummers et al., 1958).

GO ma vysokou povrchovou plochu, diky ¢emuz miize byt vyuzit jako material
elektrod pro baterie, kondenzatory ¢i solarni clanky. GO je povaZzovdn za snadno
zpracovatelny a jeho vyroba je levnéjsi a jednodussi, nez v piipadé grafenu (Anonym?,
2017).
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Graphene oxide (GO)

Obr. 12 Struktura Grafen Oxidu (Oxidovana forma grafenu, protkana kyslikovymi skupinami, které narusuji
pravidelnost struktury pozorované u ¢istého grafenu) (prevzato z: Kiew et al., 2016).

Vzhledem k zajmu mediciny o aplikaci GO ¢i jinych uhlikovych nanomaterialu je
na misté vénovat pozornosti mozné cytotoxicité zkoumaného materialu. I ptes velky zajem
o uhlikové nanomaterialy existuje zatim pouze malo studii zkoumajicich in vitro cytotoxicitu
GO na bakterialnich nebo savéich buiikach (Sun et al., 2008). Navic zalezi, a to nejen
U cytotoxicity, na typu materialu, a ne pouze na prvku, ze kterého je tvoren. Fullereny,
které jsou stejné¢ jako GO z uhliku, maji jiné toxické vlastnosti nez ultrajemné grafitové
castice (Handy et al., 2008a;, Handy et al., 2008b). Ukézalo se, ze zplisob syntézy daného
nanomateridll mize ovlivnit jeho fyzikalni vlastnosti jako je rozpustnost, povrchova
funkc¢nost a toxicita (Pumera, 2011). Toxicita mize vykazovat riznych hodnot pii odlisnych
velikostech ¢astic GO nebo pii rizném nasyceni kyslikem (Liao et al., 2011).

Hu a spol. zjistili, Ze GO inhibuje bakterialni rust, ale vykazoval minimalni toxicitu
na lidskych bunkach alveolarniho epitelu (Hu et al., 2010). Akhaven a spol. objevili, ze GO
zpusobuje Skody na membranach bakterii  Escherichia a  Staphylococcus
(Geim & Novoselov, 2007; Hernandez et al., 2008). Jeden z vyzkumt demonstroval toxicitu
GO na lidskych fibroblastech zavislou na davce, kdy po piekroceni hrani¢ni davky 50 pg/ml
je toxicita zfetelnd, proti tomu ale dalsi dva vyzkumy ukazuji vysokou biokompatibilitu GO

nanocastic, kdy Chang et al. neodhalili Zadnou zfetelnou toxicitu GO nanocastic (testovano
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na bunééné linii A549 — adenokarcinom lidskych alveolarnich bun¢k) (Wang et al., 2008;
Ryoo et al., 2010; Chang et al., 2011).

Ve vysledku vSechny studie demonstruji vysokou bakteridlni toxicitu, ale nejsou
jednotné v interpretaci ohledné toxicity mnohobuné¢nych organismu (Liao et al., 2011).
Jako vysvétleni se nabizi fakt, ze fyzikaln€ chemické charakteristiky GO, jako je velikost,
povrchovy nédboj, ¢asticovy stav, povrchové funkéni skupiny a zbytkové prekurzory nejsou
vzdy dobfe ovladatelné, ackoliv zrovna ony mohou mit signifikantni vliv
na biologickou/toxikologickou aktivitu (Gil et al., 2010).

Dalsim problémem tohoto tématu je zjistovani cytotoxicity pomoci MTT testu,
ktery je v ptipad¢ urCovani viability/toxicity nejbéznéji vyuzivanym testem. Byla testovana
reakce GO sMTT bez ptitomnosti bunétné linie a diky tomu byla dokazana
neddvéryhodnost tohoto testu, ktery miZze vykazovat fale$né vyssi viabilitu,
nez Ve skute¢nosti je. Tento test neni vhodny pro praci s uhlikovymi nanomaterialy, protoze
jejich vlivem muze dochézet ke spontanni redukci MTT, coz nasledné¢ vede k falesné
pozitivnimu signalu. V praxi to znamena, ze fale$ny signal mize zamaskovat skute¢nou
toxicitu nanomateridlu. Latka vypada na oko netoxickd diky spontinni redukci MTT
na formazan, ktery za normalnich okolnosti vznika pouze v Zivych bunkéach. V tomto
piipadé ovSem mize vznikat i pokud buiky budou usmrceny (Liao et al, 2011;
Monteiro-Riviere et al., 2006; Worle-Knirsch et al., 2006).

1.2.3 Grafen oxid - vyuziti v biologickych oborech

Grafen oxid se v posledni dob¢ stava oblibenou a velice zkoumanou latkou v mnoha
biologickych odvétvich. V soucasnosti je velka pozornost vénovana GO jakoZzto nosici 1ekt
pro 1é€bu rakoviny. Mnoho protinddorovych latek je totiz toxickych nejen pro rakovinové
bunky, ale také pro builky zdravé, a je proto tfeba hledat nové moznosti. Grafen oxid
kombinuje n€kolik dobrych vlastnosti.

Funkcionalizovany GO diky své velké plose (2 600 m? . g!) mize piepravit velké
mnozstvi 1éCiva naraz, které se na jeho povrch snadno navaze (Yang et al., 2010). Na rozdil
od jinych nanomaterialti na bazi uhliku, dvojrozmémy GO, ma plochu i hranu dostupnou
pro biomolekularni interakci, coz mu propijcuje vysokou nosnost 1é¢iv (Kiew et al., 2016;
Hu H. et al., 2012; Zhang et al., 2010). Rakovinové buiiky jsou kyselej$i nez buiiky zdravé,
a proto tym védci vyvinul systém, diky kterému se protilatky, navazané na GO, uvoliuji jen

Vv piipad¢ poklesu pH, coz umozni zvysit davku, protoze zacileny budou pouze buiky
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nemocné. Zeta potencidly GO suspenzi jsou totiz citlivé na pH. GO listy mohou vytvofit
stabilni suspenzi pii hodnoté pH 3 — 12, s tim, Ze nejvyssi stability dosahuji pii pH 7 nebo 8
(Chen et al., 2013). Prave tato skute¢nost umoznila formulaci GO do inteligentniho systému,
ktery mé kontrolovanou uvoliiovaci schopnost v riznych specifickych mikroprosttedich
(napt. pfi slabé kyselosti) (Yang et al., 2008). Timto se zabyvala naptiklad studie Yanga
a kol., Depana a kol a Mendese a kol., ktefi pfisli s faktem, Ze protirakovinna molekula
doxorubioin (DOX) tvoii silné pouto s GO povrchem, a uvolinovani DOX je rozsahlejsi
V kyselém prostiedi nebo nadorovém prostfedi nez v normalni tkani. Nosi¢ nesouci DOX
ho uvolni 6x vice pii pH 5 nez pti pH 7 (Yang et al., 2008; Depand et al., 2011).
Krom¢ intracelularnich zmén v pH, koncentraci iontl a teploty, existuji i vn&j$i metody jako
je ultrazvuk, magnetickd a elektrickd pole, kterd mohou byt vyuzity pro uvolnéni 1é€iv
Z nosi¢e (Wu et al., 2015). Vyzkum se nyni zabyva tim, zda GO, po splnéni své funkce
a doruceni Iéku do cilové buiiky, dokaze opustit télo bez vedlejsich nezddoucich ucinkt
na pacienta (Kiew et al., 2016).

GO muze naraZet v tomto piipad€ ovSem i na dal$i omezeni, at’ uz kvili agregaci
VPBS ¢i na proteiny bohatém médiu, nebo nejednotné velikosti. Prinik do bunky
mu zhorSuje jeho nedostate¢nd tuhost. DalSim problémem je fakt, Ze zatim byl GO zkoumén
pouze in Vvitro a nejsou znamy jeho dopady na Zivy organismus (Kiew et al., 2016;
Sun et al., 2008).

Vyjma dorucovani 1€k se uvazuje o GO jako o pienaSeci gentli, coZ by umoznilo
1é¢bu riznych onemocnéni zplsobenych genetickymi poruchami. Vyuziti syntetickych latek
se uvazuje kvuli neptedvidatelnosti virovych vektori, jakozto prenasect genti (Wu et al.,
2015).

Své vyuziti mize GO také najit ve tkdflovém inZenyrstvi. Studie kupiikladu dokéazaly
schopnost GO podporovat diferenciaci kmenovych bunék v osteogennich, kardiogennich,
neuralnich a adipogennich liniich (Ryu et al., 2012; Kim et al., 2015; Bressan et al., 2014).
Na mnoho dalsich studii zabyvajicich se vyuzitim GO v oblasti tkdniového inzenyrstvi
odkazuje review Wu a spol. z roku 2015. In vitro experimenty ukazaly, ze GO vykazuje
slibné charakteristiky pro regeneraci kostni tkané, obzvlaste¢ diky hydrofilnimu povrchu,
ktery mize podporovat bunécnou adhezi, bunécnou proliferaci a diferenciaci indukovanych
pluripotentnich kmenovych bun€k (Chen et al., 2012; Zhang et al., 2012).

V poslednich letech je mnoho usili vkladano do vyuzivani grafenovych derivati jako

kontrastnich ¢inidel pro intracelularni zobrazovani in vitro a in vivo. V jedné ze studii byl
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syntetizovan hybridni material, ktery se skladdal z organickych barviv, mezoporéznich
nanocastic oxidu kifemicitétho (MSNPs) a GO. Barviva byla vlozena do MSNPs a MSNPs
plochy byly potom zabaleny do ultratenkych GO listi. Takto vytvoreny hybrid byl
biokompatibilni, netoxicky a vykazoval signifikantni potencial pro in vitro fluorescen¢ni
zobrazovani pii méfeni v HeLa bunécné linii (Sreejith et al., 2012).

V ramci magnetické rezonance jsou nejvice vyuzivand kontrastni cinidla
z gadolinia Gd®*, manganu Mn?* nebo Zeleza Fe?*. Gd®*, které v téchto &inidlech dominuje,
za¢ina byt omezovano pii 1é¢bé pacientli postizenych selhanim ledvin a nahrazuje jej Mn?".
Bylo oviem objeveno, ze komplex GO/Mn?*/Dextran (GNP-Dex) pracuje stejné dobfe, je
termaln¢ stabilni a vyvolava pouze zanedbatelnou alergickou reakci a signal tohoto
komplexu je 20-30 x vyssi nez u kontrastnich &inidel zaloZenych pouze na Gd**a Mn?*
(Sitharaman et al., 2013).

1.2.4 Uhlikové nanomaterialy a Zivotni prostredi

V soucCasnosti stale neni dofeSena otazka vlivu nanomaterialt, a tedy ani GO
na zivotni prostfedi. K uvoliiovani grafenovych nanomateriald miize dochdzet v prubéhu
jejich syntézy, stejné tak jako v rGznych stadiich Zivotniho cyklu produktti zaloZenych
na grafenu nebo grafen obsahujici, v€éetné vyroby, zpracovani, pouziti a likvidace téchto
produktt. Nanografenové listy navic mohou byt uvoliiovany do prostfedi nasledkem jejich
cileného vyuziti pomoci na grafenu zalozenych technologii pro cisténi odpadnich vod
nebo odsolovacich zatizenich (Wang & Karnik, 2012; Xu et al., 2012).

Ackoliv je vsoucasnosti koncentrace grafenovych nanomateridld v Zivotnim
prostiedi zanedbatelna, ocekava se, ze vlivem nartstu jich vyroby dojde k vytvoteni jistych
,hot spots* (oblasti zvySeného vyskytu), a to zejména v blizkosti Cistiren odpadnich vod
a mistech produkce nebo zneskodnovani. Grafen jakozto hydrofobni material se bude
usazovat na povrchu t€l organismill, na dnech, anebo, jako sediment na rozhrani vodni
hladiny. GO naopak diky pfitomnosti polarnich skupin zvysi svou disperzibilitu, a to mize
vést k jeho piitomnosti ve vodnim prostfedi. Odtud jsou mu vystaveny vodni organismy,
do nichz se mize dostavat pozienim ¢i dychanim (Farre et al., 2009; Handy et al., 2008c;
MackCormack et al., 2013).

GO byl ve spojitosti se zivotnim prostfedim zkouman jako problém zaloZeny
na principu trojského koné pifenasejiciho latky prostfedi zne€istujici. GO ma vynikajici

kapacitu pro adsorpci organickych polutanti, jako jsou PAHs (polycyklické aromatické
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uhlovodiky) a PCBs (polychlorované bifenyly) (Karamani et al., 2013). Pokud se na néj tyto
latky navazou, dokaze je GO dostat skrze plasmatickou membranu do cytosolu bun¢k. Tento
jev byl zkouman na jaterni bunééné linii PLHC-1 ryby z ¢eledi Fundulidae, a to skrze
transkrip¢ni aktivitu aryluhlovodikového receptoru (AhR). Studie dokézala, ze GO spolecné
S vybranymi agonisty piislusného receptoru, zvysil aktivitu receptoru vice nez samotny
agonista, kterymi  byly  PB-naftoflavon  (B-NF),  benzo(k)fluoranten  (BkF)
a3,3,4,4°5,5¢-hexachlorobyphenyl (PCB169). Receptor vystaveny samotnému GO
nevykazoval zddnou aktivitu v porovnani s negativni kontrolou. Stejnych vysledki dosahl
také karboxyl grafen (CXYG), ktery taktéz néalezi mezi grafenové nanomaterialy. Ty tedy
mohou piisobit jako nosice pro aromatické latky znecist'ujici ovzdusi (Lammel et al., 2015).

Ackoliv tedy samotné nanomaterialy nemusi pro Zivotni prostfedi piedstavovat
7zadné nebezpe¢i vlastni toxicitou, nezndme zatim jejich vliv ve spojeni s jinymi
kontaminanty. Specifické vlastnosti téchto nanomaterialti, které je vedou do poptedi zajmi

védct, mohou byt také vlastnosti, které mohou zpiisobovat rizné nezadouci ucéinky.
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2. POUZITY MATERIAL

2.1 CHEMIKALIE

Chemikalie Vyrobce/Dodavatel

2-Propanol Sigma-Aldrich, 19516 — 500 mL
(Lot: #BCBQY9033V)

ATP Sigma-Aldrich (Cas N.: 34369-07-8)

Bunééné linie

Public Health England

Caston Essay — Real Time
Ready — IL6

Roche, Assay ID: 144013 (Lot: 0000036388)

Caston Essay — Real Time
Ready — PCK1

Roche, Assay ID: 113980 (Lot: 0000026748)

Caston Essay — Real Time
Ready — TSC22D3

Roche, Assay ID: 101316 (Lot: 0000036390)

CoA Sigma-Aldrich(CasN: 85-61-0)

dATP 100mM TaKaRa (Code: 4026; Lot: B1053A)

dCTP 100mM TakaRa (Code: 4028; Lot: B1050A)

DEX Sigma-Aldrich (Cas N.: 50-02-2)

dGTP 100mM TaKaRa (Code: 4027; Lot: B1058A)

DHT Sigma-Aldrich (Cas N.: 521-18-6)

D-Luciferin Sigma-Aldrich (L9504; Cas N.: 2591-17-5)
DMEM Sigma-Aldrich, 500 mL, D6546 (Lot: RNBF 6342)
DMSO Lach-Ner, s. r. 0. (Cat: 20022 — CTO; CAS: 67-68-5)
DTT Sigma-Aldrich (Cas N.: 3483-12-3)

dTTP 100mM TaKaRa (Code: 4029; Lot: B1048A)

EDTA Sigma-Aldrich (Cat N.: 60-00-4)

Ethanol Penta (Index ¢.: 603-002-00-5; Kat: 71250-11000)
FBS Sigma Aldrich, F6178

Grafen Oxid > 500 [ug/ml]

Bimake (Cat: B51231, Lot: 710005)

Grafen Oxid 200 - 500 [ug/ml]

Bimake (Cat: B51221, Lot: 710005)

Grafen Oxid 50 — 200 [pg/ml]

Bimake (Cat: B51211, Lot: 710005)

HygB Sigma-Aldrich (Cas N.: 31282-04-9)

Chloroform Sigma-Aldrich, 432 — 25 mL (Lot: #SHBD99;
PCode: 101441076)

L-Glutamine Sigma-Aldrich, G8540 — 1000 G (Lot: #091M0023V;
PCode: 101150216)

Lyzac¢ni pufr Promega (Lot: 0000123655; Ref: E397A)

MEEM NEAA 100 mL, M7145, Lot: RNBF 3037

MgS04.7H20 Sigma-Aldrich (CasN: 10034-99-8)

M-MuLV Buffer 10x cont.

BioLabs, #B0253S (Lot: 0101504)

M-MuLV Reverse Transcriptase

BioLabs, #M0253L (Lot: 0281603)

MTT

Sigma-Aldrich (Cas N.: 57360-69-7)

PBS

Biosera (Cat: LM-S2041/500; Lot: O15BS118)

Primer GAPDH-For-UPL

Generi Biotech (Lot: 1082G0)

Primer GAPDH-Rev-UPL

Generi Biotech (Lot: 1082G1)

Probes Master na LightCycler
480 11

Roche

35
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Tris-acetatovy pufr: Tris Base
(kys. octovou upraveno na pH
7,8, konc. 1M)

Sigma-Aldrich, (Cas N.: 77-86-1)

RNAse Inhibitor, Human
Placenta

BioLabs, #M0307L (Lot: 0321511)

RPMI-1640 Sigma-Aldrich, 500 mL, R0883 (Lot: RNBF 6095)

RU486 Sigma-Aldrich (Cas N.: 84371-65-3)

T3 Sigma-Aldrich (Cas N.: 1217676-14-6)

TRI Reagent Sigma-Aldrich, T9424 — 100 mL (Lot:
#MKCB2851V; PCode: 1002355581)

Triton X-100 Serva (37240)

Trypanova modf Sigma-Aldrich, T6145-25 G, 23796 BJ

Trypsin Sigma-Aldrich (Cas N.: 9002-07-7)

UPL Sonda #60 Roche (04 668 589 001; 152514)

Voda Sigma-Aldrich, W4502 (Lot: RNBF0860)

Charcoal stripped FBS

Sigma Aldrich (F6765)

Tab. 1 Seznam pouZzitych chemikalii a jejich dodavatelé.

2.2 PRISTROJE

Pro uskute¢néni vyzkumu bylo zapotiebi nékolik malo pfistroji. Pro kultivaci
a uchovavani bunéénych linii byl vyuZzivan inkubator Mitre 4000 (CONTHERM). Sterilni
prostiedi pro praci s bunéénymi liniemi zajistoval Flow-box ESCO Class Il Type A2.
Pro urychleni rozmrazovani pii pokojové teploté byl pouzivan Shaker-Rocker MR12
od firmy BIOSAN. K mrazeni bunék na -80°C byl vyuzit hlubokomrazici skiifikkovy box
SANYO MDF-U53V. K homogenizaci roztokti dopomohl vortex znacky Heidolph.
Pro méteni absorbance a luciferazové aktivity byl pouzit spektrofotometr Infinite M200
od firmy Tecan Trading AG. Koncentraci RNA v roztoku a jeji ¢istotu méfil spektrofotometr
NanoDrop Lite od THERMO Scientific. Pro oddéleni RNA od zbytku bunéénych struktur
byla pouzita centrifuga 5451R od firmy EPPENDORF. Pro zahiivani mikrozkumavek
slouzily termobloky LabNet nebo MajorScience. K méfeni genové exprese byl pouZit
LightCycler 48011 od firmy Roche.

Z laboratorniho vybaveni byly pouzivani jednoduché i multikanalové pipety a Spicky
o tfech riznych objemech, jednoduché nebo s filtrem, od znacky eppendorf. Kultiva¢ni lahve
velikosti 25 cm?, 75 cm?a 150 cm? byly od firmy TPP. Pro experimenty byly vyuZivany
96 jamkové a 6 jamkové desticky taktéz od firmy TPP.
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2.3 BUNECNE LINIE

2.3.1 AZ-GR

AZ-GR je bunéénd linie odvozend od HeLa bunécné linie (buniky lidské rakoviny
dé€lozniho ¢ipku). Buiikky HeLa bunééné linie byly transfektovany reportérovym plazmidem
pGL-4.27-GRE, ktery zahrnuje 3 kopie GRE, ktery byl vloZzen proti sméru luciferazového
reportérového genu. Takto byla vytvofena lidska bunécnd linie s reportérovym genem
umoznujicim detekci ligandi GR prostfednictvim luciferdzové aktivity — AZ-GR.
Ze 17 kloni byly vybrany dva, které nejlépe reagovaly na oSetfeni dexamethasonem
ptislusnou luciferazovou aktivitou. Byla provadéna analyza reakce buné¢né linie na oSetfeni
22 riznymi ptirodnimi a syntetickymi steroidy se zavislosti na davce. AZ-GR projevila
vysokou specificitu a citlivost na glukokortikoidy, velice nizkou odpoveéd
na mineralokortikoidy a na estrogeny, gestageny nebo androgeny nevykazovala zadnou
odpoved'.

Bunky byly na dva tydny zmrazeny a uchovany v tekutém dusiku a po rozmrazeni
byla métena jejich schopnost detekce aktivity GR prostfednictvim luciferazové aktivity.
Reakce bun€k po kryokonzervaci na oSetfeni glukokortikoidy byla stejnd jako
pfed zmrazenim. Kryokonzervace tedy nema signifikantni vliv na buné¢nou linii.

Takto vytvofend bun&fnd linie plné reaguje na glukokortikoidy po 32 dni
a pres 16 pasazi bez znatelnych zmén. AZ-GR buiky umoziuji detekci GR aktivatort
po 14 hodinach kultivace od oSetteni.

Byla vytvofena stabilni linie umoZziujici rychlou, citlivou a selektivni detekci GR
aktivator s moznym uzitim pro preklinicky vyzkum a environmentélni aplikace.

Pti porovnani bun¢k HelLa bunécéné linie a linie AZ-GR byly pozorovany drobné

morfologické rozdily (Novotna et al., 2012).

2.3.2 AIZ-AR

AlZ-AR je bunétnd linie odvozena od bunécné linie lidského prostatického
karcinomu 22Rv1. Tato bunéfna linie byla tranfektovana reportérovym plazmidem
p3ARR/ARE-luc2P/minP/hygro, ktery obsahuje 3 kopie androgenniho responzivniho
regionu (ARRs), za nimiZ nasleduje jedind kopie androgenniho responzivniho elementu

(ARES) z promotorové oblasti lidského genu pro prostaticky specificky antigen (PSA).
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Takto zkonstruovana lidska reportérova bunécnd linie AIZ-AR slouzi pro testovani
transkrip¢ni aktivity lidského androgenniho receptoru.

Z 23 ptvodnich testovanych klonii byly déale vybrany a charakterizovany klony 8
a 14, které vykazovaly nejvétsi signal pfi méfeni luciferazové aktivity. Bylo prokéazano,
ze AlZ-AR buiky zajistuji plnou funkénost po vice nez 60 dni a pfes 25 dni v pasazi.
Vyzkum také ukazal, ze Cerstvé buiiky a buniky které prosly zmrazenim na -80°C nevykazuji
rozdilné vysledky, kryokonzervace tedy neovliviiuje funkcnost této bunééné linie.

Krom¢ androgenii maji na transkripcni aktivitu AIZ-AR bunék vliv glukokortikoidy
a progesteron, které ale maji 2-3x slab$i signal v porovnani sandrogeny. Estrogeny
a mineralokortikoidy nevykazovaly zadnou aktivaci.

Byla sestrojena rychle, citlivé a selektivné odpovidajici, reprodukovatelna bunécéna
linie pro detekci lidskych AR ligandd s potencidlem pro vyuziti ve farmakologii

a environmentalnich aplikacich (Bartonkova et al., 2015).

2.3.3 PZ-TR

PZ-TR je buné&¢na linie odvozena od HepG2 bunécné linie (bunky lidského
hepatocelularniho karcinomu). Tato bunécna linie byla sestrojena pro méfeni transkripéni
aktivity thyroidniho receptoru prostfednictvim luciferdzové aktivity a jedna se tedy
0 reportérovou bunéCnou linii. Linie byla transfektovana reportrérovym plazmidem
pGL4.14-TRE. Po transfekci HepG2 bunék reportérovym plazmidem a kultivaci
pod selekénim tlakem hygromycinu B bylo ziskano 21 Hygromycin B rezistentnich, stabilné
transfektovanych klont. Z nich byl vybran jediny klon s nejvyznamnéj§imi reakénimi
vysledky na oSetfeni T3 a ten byl dale charakterizovan.

Bunky byly po dobu jednoho tydne uchovavany zmrazené v tekutém dusiku.
Po rozmraZeni byla namétena stejna luciferazova aktivity jako pfed zmrazenim.

Buné¢éné linie byla testovana na vliv dalSich latek. Nebyla pozorovana Zadna
luciferazova aktivita po oSetfeni dalSimi steroidnimi hormony ¢i VDR ligandy, s vyjimkou
castecné aktivace kyselinou retinovou, kterd je pfirozenym ligandem PXR, se kterym TR
pti aktivaci heterodimerizuje.

Luciferdzova aktivita vykazovala stejnych hodnot po dobu 54 dni a 12 pasazi.
Mezi linii HepG2 a PZ-TR nebyly pozorovany zadné morfologické zmény (Illés et al.,
2015).
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3. METODIKA PRACE

3.1 PRACE S BUNECNYMI LINIEMI

3.1.1 RozmraZeni

Bunky jsou uchovavany v tekutém dusiku rozalikvotované v mnozstvi 2-4 miliony
na 1 ml roztoku slozeného z FBS a DMSO v poméru 90:10. Pro rozmrazeni je zkumavka
pienesena do sterilniho flow-boxu, kde je nachystana mala kultiva¢ni lihev o plose 25 cm?
s 10 ml kultivaéniho média, které je predehfaté na teplotu 37°C. Po rozmraZeni buné¢né
suspenze v mikrozkumavce je okamzité pfenesena Cast média do zkumavky, kde se
promicha s buiikami a cely obsah zkumavky je pomoci pipety ptenesen do kultivacni lahve.
Pro vétsi uspésnost ziskani preneseni vétSiny bunck je proces s vyplachovanim pomoci
média ptipadné zopakovan, aby se vymyly zbylé bunky ze zkumavky, a dostaly se
do kultiva¢ni lahve. VSe probiha za sterilnich podminek. Po pfeneseni bunék do kultivac¢ni
lahve jsou uzavieny v inkubatoru a kultivovany pfi teploté 37°C do druhého dne, kdy je jim

vyménéno médium. Poté jsou kultivovany klasickym zplsobem.

3.1.2 Kultivace bunék

Buiiky jsou podle potieby kultivovany ve stiednich (75 cm?) nebo velkych (150 cm?)
kultivaénich lahvich v inkubatoru pii teploté 37°C a obsahu CO, 5 %. Ziviny pro sviij riist
ziskéavaji z kultiva¢niho média, které je specifické pro jednotlivé bunécéné linie.

Bunécné linie AZ-GR a PZ-TR byly kultivovany v DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), zatimco linie AlZ-AR byla kultivovana v RPMI-1640.

Ptiprava kultiva¢niho média:

DMEM/RPMI 1640 500 ml
Glutamin 5ml
FBS 50 ml
MEM NEAA 5ml
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3.1.3 PasaZovani

Pro sviij riist potfebuji bunky dostatek mista i zivin. Abychom zabrénili jejich
premnoZzeni v lahvi a nedostatku zivin, jsou buiiky v pravidelnych intervalech pasdzovany.
Cely proces probiha za sterilnich podminek ve flow-boxu.

Z kultivaénich lahvi o plose 75 cm? je odsato staré médium a lahev je omyta 6 ml
PBS. Poté je do kultivac¢ni lahve ptfidan 1 ml 0,25% trypsinu, diky kterému dochazi
K uvolnéni bunék ode dna kultiva¢ni lahve. Lahve s trypsinem jsou vloZeny na dobu 3 minut
do inkubatoru pfi teploté 37°C. Po uplynuti doby je lahev opét pienesena do flow-boxu,
buiky jsou lehce sklepnuty ze dna kultivacni lahve, a je do ni pfidano 9 ml kultivaéniho
média pfislusného dané bunécné linii. Za pomoci serologické pipety jsou shluky bunék
rozbity, aby se co nejlépe oddélily a vznikla nam homogenni suspenze. Tato suspenze je
prenesena bokem do zkumavky. Ze suspenze je odebrano 10 ul pro spocitani koncentrace
bun¢k. Podle pottebného mnozstvi bunék je poté vracena ¢ast suspenze do kultivaéni lahve
a je doplnéna novym médiem do objemu 15-25 ml (podle poctu dni do dalSiho pasazovani
¢1 mnozstvi bun€k). Po pfidani média je kultivacni ldhev opét vracena do inkubatoru.
Na vikend je do kultivacnich lahvi s upravenymi bunécnymi liniemi (AZ-GR, AlZ-AR,
PZ-TR) ptidéno antibiotikum HygromycinB o findlni koncentraci 50 mg.1™t. Pasazovani bylo
provadéno podle potieby po 2-3 dnech. Pro kultivaéni ldhev o plose 150 cm? je mnozstvi

pfidavanych latek dvojnasobné.

3.1.4 Pocitani bunék

Pro pasazovani i pro dals$i praci s buiikami bylo tfeba znat jejich mnozstvi v suspenzi.
Vzdy pfi pasazovani bylo odebrano 10 pl suspenze (kterd byla fadn€¢ zhomogenizovana,
aby mnozstvi bunék bylo rovnomérné rozmisténo v celém objemu), ke kterému bylo pfidano
90 pl trypanové modii, ktera obarvi pouze mrtvé bunky, zatimco zZivé bunky v roztoku
zUstavaji svétlé. Smes je pomoci pipety zhomogenizovan a na podlozni skli¢ko s Burkerovou
komirkou je pfidano 10 pl suspenze z obou stran pod kryci sklicko. Pod mikroskopem je
pozorovatelny mfizovany ctverec, ktery je rozdélen do 9 velkych poli (ohraniCeny tfemi
carami) a kazdé z nich je rozdéleno do 16 malych poli (ohraniceny jednou ¢arou). V kazdém
velkém poli jsou spocitdny builkky a je zaznamenan jejich pocet. Na jednom sklicku se
celkem vyskytuji dva ¢tverce, tedy 18 velkych poli. Po zaznamenéni poctu bunék v 10 polich
je vypoéitan jejich aritmeticky primér, ktery je vynasobeny 10° a stanovuje pocet bungk

nalml.
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3.2 MTT TEST - TEST VIABILITY

V prvni fadé, pred samotnym testovanim ucinkiti grafen oxidu bylo tfeba zjistit,
jestlinema vliv na zivotnost bun¢k. K tomuto ucelu byl vyucit MTT test, jehoz princip
spoCiva v porovnani mnozstvi bunék V neoSetieném vzorku, kde je ocekavana
100% zivotnost a 0% Umrtnost. K tomuto vzorku jsou potom vztahovany hodnoty vzork
oSetfenych.

Piiprava vzorkd probihala za sterilnich podminek ve flow-boxu. Pro kazdou
bunéénou linii byly spo¢itany buriky a urcena jejich koncentrace. Z tohoto ¢iselného tdaje
poté bylo dopocitdno mnozstvi suspenze, které¢ bylo smichano s ¢istym médiem. Médium
bylo rozdilné pro jednotlivé bunééné linie. Pro linii AZ-GR bylo pouzito DMEM, pro PZ-TR
bylo pouzito DMEM, pii jehoz ptipraveé nebylo vyuzito fetadlni bovinni sérum pro jeho vliv
na receptory, které nebyly odstranény ani ptidanim ,,charcoaled stripped” FBS a pro linii
AlZ-AR médium RPMI1640 s ,charcoal stripped* FBS (odstranény hormony,
které by mohly zkreslit aktivitu receptoru).

Testovani probihalo v 96 jamkovych destickach. Bunécna suspenze byla piipravena
tak, aby ve finale pfipadalo na kazdou jamku 25 000 bunék pro AZ-GR a 50 000 bunék
pro PZ-TR a AlZ-AR. Do kazdé jamky bylo za pomoci multikanalové pipety naneseno
200 ul bunécné suspenze a desticky byly kultivovany v inkubatoru po dobu 24 h pfi teploté
37 °C.

Po 24 hodinach byly bunétné linie, opét ve flow-boxu, za sterilnich podminek,
osetfeny grafen oxidem (GO) o tiech riznych velikostech ¢astic a 5 riznych koncentracich
pro kazdou velikost (Tab. 2). Na kazdy vzorek piipadaly 4 jamky a tedy 4 vysledné hodnoty.
Osetteni probihalo tak, Ze z kazdé jamky bylo pomoci odsavacky odstranéno staré kultivacni
médium a pfiddno 200 pl nového média obohaceného o pozadovanou koncentraci GO
ptislusné velikosti ¢astic. Jako negativni kontrola bylo vyuzito ¢ist¢ médium a jako pozitivni
kontrola triton o findlni koncentraci 2 %, ktery buniky usmrtil. Takto pfipravena desticka

byla opét vlozena do inkubatoru, kde byla inkubovana pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.
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uT X
0,002 pg/ml 0,002 pg/ml 0,002 pg/ml
£ 0,02 pg/ml S 0,02 pg/ml 0,02 pg/ml
o = =
o = g
o 0,2 ug/ml | 0,2 ug/ml ) 0,2 pg/ml
o o N
g} = 8
Q 2 ug/ml @) 2 ug/ml 2 ug/mi
3 ug 9 ug ug
20 pg/ml 20 pg/ml 20 pg/ml
Triton 2% X
X

Tab. 2 RozloZeni latek pro oSetif‘eni bunék v 96 jamkové desticce.

Posledni den bylo jiZ s buitkami pracovano mimo flow-box. Desticky byly vytazeny
z inkubatoru a médium bylo vyklepnuto do vylevky. Zbytky média, které ulpély na okrajich
jamek, byly vysuSeny do buni¢iny. Do kazdé jamky bylo pomoci multikanalové pipety
pfiddno 100 pl MTT (methyltetrazoliové sil) o finalni koncentraci 0,3 mg.l™?. Poté byly
desticky uzavieny a vloZeny na 30 minut do 37 °C, do inkubdatoru. Po uplynuti 30 minut byly
desticky opét vytazeny z inkubdtoru. Jiz v této fazi bylo mozné pozorovat viabilitu bunék.
Princip testu spociva v tom, Ze v Zivych bunkach funguji mitochondridlni dehydrogenazy,
které MTT redukuji na formazan a ten méni barvu z piivodni ZIuté na fialovou. Mrtvé bunky
tohoto schopny nejsou. Protoze ¢im vétsi podil modré/fialové barvy vzorek obsahuje,
tim vétsi je viabilita bunék.

Obsah destic¢ek byl vyklepnut do vylevky a okraje byly osuseny buni¢inou. Do kazdé
jamky bylo napipetovano 50 upl nefedéného dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery slouzi
K rozpusténi fialovych krystalki redukovaného MTT.

V posledni fazi byla pomoci programu Tecan [-Control (Infinite 200) méfena
absorbance svétla redukovanymi krystaly MTT pii vinové délce 570 nm. V negativni
kontrole byl vzorek cely modrofialovy a propoustél velmi malé mnozstvi svétla, naopak mél

tedy vysokou absorbanci. Proti tomu v pozitivni kontrole doslo k usmrceni vSech bunék
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a propustnost svétla byla maximalni, absorbance tedy nulova. K t¢émto dvéma hodnotdm
byly vztahovéany jednotlivé hodnoty pro vzorky oSetiené¢ GO a byla ur€ovana jejich viabilita.
Cim vy$si byla absorbance, tim vyssi byla také viabilita. Vysledky byly déle statisticky

a graficky zpracovany.

3.3 GENE REPORTER ASSAY

Pro pozorovéni vlivu GO na aktivitu receptori byly vyuzity plasmidem upravené
bunécné linie. Princip celé metody spocivd v nepfimém méfeni Cinnosti receptort
prostfednictvim méteni luciferdzové aktivity. Mista pro vazbu receptord jsou totiz v buiice
umistény pied genem pro luciferdzovou aktivitu. Pokud byl tedy ligandem aktivovan
receptor a nasedl na DNA, spustil soucasné transkripci luciferazového genu, ¢imz dochazelo
K produkci luciferazy, ktera nasledné reagovala se substratem. Reakci luciferazy
S luciferinem, ktery se nachéazi pravé v substratu, doslo k produkci svétla, které bylo
nasledné méfeno a zaznamenavano pro jednotlivé vzorky.

Testovdna byla jak aktivace receptorl, tak i1 inhibice receptorti jiz aktivovanych.
Kazda linie proto byla testovana soubézné ve dvou provedenich a to v tzv. agonistickém
(aktivace) a antagonistickém (inhibice) modu.

Méfeni probihalo ve tfech dnech — prvni den byly buiky vysety do destic¢ek, druhy
den oSetfeny podle toho, zda se jednalo o agonisticky nebo antagonisticky mod a posledni

den byla zméfena luciferdzova aktivita.

3.3.1 Priprava bunék

Prvni den probihala ptiprava stejné€ jako v ptipadé¢ MTT testu. Buniky byly spocitany,
byla stanovena jejich koncentrace a v mnozstvi 25 000 bunék na jamku v pfipadé¢ AZ-GR
a 50 000 bun¢k na jamku v ptipadé¢ PZ-TR a AlZ-AR byly bunky vysety do 96 jamkovych
desticek a inkubovany pfi teplot¢ 37°C do druhého dne. Prace probihala sterilné

ve flow-boxu.

3.3.2 Agonisticky mod
V tomto ptipadé byla testovana schopnost GO v riiznych velikostech a koncentracich
aktivovat jednotlivé receptory podle pfislusnych bunéénych linii. Vysledky se vztahovaly

Kk pozitivni a negativni kontrole.
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Latky byly po 24 hodinové inkubaci pti 37°C oSetieny stejnym zpiisobem jako
Vv ptedchozim méteni (viz Tab. 1) — z jamek tedy bylo odsato staré kultivacni médium
a pridano nové médium obohacené o testované latky a to v mnozstvi 200 ul na jamku. Jako
negativni kontrola (nedochézi k aktivaci receptoru) byl ve vSech tiech piipadech vyuzit
dimethylsulfoxid (DMSO) a to z toho duvodu, ze latky vyuzity pro pozitivni kontrolu
(dochazi k aktivaci receptoru) byly pravé v DMSO rozpoustény. DMSO byl ptidan jako
1/1000 objemu média také do ostatnich jamek, kde byl piidivan GO. Tim doslo
k zabranéni moznosti rozdilnosti vysledki vlivem DMSO piitomného v pozitivni kontrole.

Latky pro pozitivni kontrolu jsou uvedeny v tabulce 3.

Bunécna linie Pozitivni kontrola

AZ-GR Dexamethason (DEX) (100 nM)
PT-TR Trijodthyronin (T3) (20 nM)
AlZ-AR Dihydrotestosteron (DHT) (100 nM)

Tab. 3 Pozitivni kontrola pro jednotlivé bunécné linie v agonistickém maédu.

Prace probihala ve sterilnich podminkédch ve flow-boxu. Po oSetfeni bunck
piislusnymi koncentracemi GO a latek pro kontrolu byly desti¢ky vlozeny na 24 hodin

do inkubatoru s teplotou 37°C.

3.3.3 Antagonisticky mod

V piipadé¢ antagonistického moddu byla naproti agonistickému moédu métena
schopnost GO inhibovat aktivitu jiz aktivovaného receptoru. Zde byly vysledky vztahovany
k modelovému ligandu (agonistovi) (Tab. 3), ktery maximaln¢ aktivoval dany receptor.

U AZ-GR linie byl jako u jediné pouzit antagonista, latka RU486 o finalni
koncentraci 5uM, ktery pravé snizoval miru aktivizace glukokortikoidniho receptoru
Vv pfitomnosti ligandu dexamethasonu.

Z desticek bylo opét odsato staré kultivacni médium a do kazdé jamky bylo pfidano
200 pl nového média obohaceného o testované latky a dany modelovy ligand (agonista).
Timto zplisobem bylo monitorovano, zda pfitomnost GO aktivaci modelovym ligandem
jakymkoliv zpilisobem ovliviiuje.

Prace probihala ve sterilnich podminkdch ve flow-boxu. Po oSetfeni bunck
pfislusnymi koncentracemi GO a latek pro kontrolu byly desti¢ky vlozeny na 24 hodin
do inkubatoru s teplotou 37°C.
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3.3.4 Meéreni aktivity receptoru prostirednictvim luciferazové aktivity

Posledni den byly desticky vytazeny z inkubatoru a zbytek experimentu probihal
jiz mimo sterilni prostiedi. Médium bylo z jamek vyklepnuto do vylevky a desti¢ky byly
osuseny do buni¢iny. Zbytky média byly z jamek omyty chlazenym PBS. Do prazdnych
jamek byl za pomoci multikanalové pipety nanesen lyza¢ni pufr (viz Tab. 3) a destic¢ky byly

vlozeny na minimalné 20 minut do -80°C.

Bunécna linie Mnozstvi lyza¢niho pufru na jamku
AZ-GR 22 pl
PZ-TR 25 pl
AlZ-AR 25 pl

Tab. 4 Mnozstvi lyzacniho pufru na jamku pro jednotlivé bunécné linie

Po uplynuti doby byly desticky s lyza¢nim pufrem rozmrazeny pti pokojové teploté.
Do ¢erné desticky bylo napipetovano dané mnozstvi pufru s buiikami (Tab. 4), které byly
za pomoci $picek pro jistotu seSkrabany ode dna jamek. Do kazdé jamky pak bylo pfidano
potiebné mnozstvi substratu (Tab.4; slozeni Vviz nize) a destiCky byly méfeny pomoci

aplikace I-Control. Zaznamenané hodnoty byly vztahovany ke kontrolam a nasledné

zpracovany v grafické podobé.

Bunécna MnozZstvi suspenze na jamku cerné MnozZstvi substratu na
linie desticky jamku

AZ-GR 20 pl 100 pl

PZ-TR 20 pl 50 pl

AlZ-AR 20 ul 100 pl

Tab. 5 MnoiZstvi bunécné suspenze na jamku ¢erné desticky a nasledné mnozstvi pfiddvaného substratu.

Ptiprava substratu pro métent luciferazy:

D-Luciferin

ATP

CoA

DTT

Tris-acetatovy pufr 1M (pH 7,8)
EDTA

MgS04.7H20

Vse doplnit do 30 ml destilované vody.

5mg

9,6 mg

6,83 mg

168 mg

1,32 ml

1,23 mg (v 6,6 ml 0,5M EDTA)
30,3 mg
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3.4 MONITOROVANI GENOVE EXPRESE

Dale byla sledovana exprese vybranych gentli, které jsou pod vlivem prave
sledovanych receptorti. Pro kazdou bunécnou linii byly vybrany konkrétni geny a sledovana

jejich exprese a jeji zmény vlivem ptidané¢ho GO.

3.4.1 OSetreni bunécnych linii

V prvni fazi bylo potieba buiiky oSettit GO. Proces probihal prakticky stejné jako
v piipadé MTT testu a Gene Reporter Assay, s tim rozdilem, ze byly vyuzivany 6 jamkové
desticky. Na kazdy experiment jedné bunécné linie byly potfeba 2 desticky. Testovany byly
pouze 3 nejvyssi koncentrace GO. Bylo tedy potieba 9 jamek pro buiky oSetrené GO
a 2 jamky pro pozitivni a negativni kontrolu.

Prvni den byly bunky klasickym zptisobem spocitany a v mnozstvi 1 milion na jamku
vysety do 6 jamkové desticky. Objem bunécné suspenze na jamku ¢inil 1,5 az 2 ml. Prace
probihala za sterilnich podminek ve flow-boxu. Buiiky naneseny do desticek byly
inkubovéany do druhého dne pfi teploté 37°C.

Druhy den, opét za sterilnich podminek, bylo ve flow-boxu odsato staré kultiva¢ni
médium a ptfidano nové médium obsahujici GO a kontrolni latky (Tab. 6). Testovany byly
vSechny tii velikosti GO &astic, ale pouze 3 nejvyssi koncentrace. OSetiené bunky byly

inkubovany pfi teploté 37°C na 24 hodin.

Bunééna linie/Méd | Médium Pozitivni kontrola | Negativni
kontrola
AZ-GR (Antagon) | DMEM DMSO DEX
PZ-TR (Agon) DMEM bez séra T3 DMSO
PZ-TR (Antagon) DMEM bez séra DMSO T3
AlZ-AR (Antagon) | RPMI 1640 (CS FBS) | DMSO DHT

Tab. 6 Pouzité médium a pozitivni a negativni kontrola pro jednotlivé bun&&né linie.
Treti den probihala prace jiz mimo sterilni prostiedi. Médium bylo vyklepnuty
z desticek, jamky byly omyty vychlazenym PBS a osuseny do buni¢iny. Na kazdou jamku
byl pfidan 1 ml trizolu, ktery rozpustil jednotlivé bunééné komponenty, ale integrita RNA
byla zachovana. Za pomoci $krabky jsou bunky seSkrabany ze dna jamek a napipetovany
do 2ml mikrozkumavek. Pro tendenci trizolu vylétat v pipeté nad objem byly vyuzity $picky

s filtrem. Po této fazi bylo s buiitkami bud’to dale pracovano, nebo byly uchovany v -80°C.
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3.4.2 Izolace RNA

Buiiky v trizolu byly rozpustény pifi pokojové teplot€¢ a za pomoci pipety
zhomogenizovany. Do kazdého vzorku bylo ptidano 200 ul chloroformu, pro oddéleni RNA
od ostatnich komponent. Mikrozkumavky byly protfepavany po dobu 60 sekund. Poté se
nechaly ustat pti pokojové teploté na 5 minut.

Po uplynuti doby byly mikrozkumavky vyskladany do centrifugy vychlazené na 4°C
a centrifugovany 15 minut pii 13 200 rpm. Po 15 minutach byly vytazeny z centrifugy, jejiz
¢innosti byl roztok rozdelen na spodni organickou fazi, ve které se nachdzely jednotlivé
rozlozené bunééné komponenty, na hranici s druhou fazi se vyskytovala DNA a proteiny
a nahote se nachazela vodna ¢ast, jez obsahovala RNA.

Za pomoci zlutych Spicek byla tato vodna ¢éast oddélena a v mnozstvi 600 pl
prenesena do 1,5ml mikrozkumavek. Pti pipetovani byl kladen velky diraz na oddé¢leni
pouze vodné Casti a zamezeni kontaminace organickou ¢asti suspenze. Mikrozkumavky
s organickou ¢asti byly vyhozeny a pracovalo se dale pouze s vodnou ¢asti obsahujici RNA.

Do kazdé mikrozkumavky bylo ptfidano 500 pl isopropanolu, pro vysrazeni RNA,
a zkumavky byly zvortexovany pro maximalni promichéni. Po ptfidéni isopropanolu byly
ponechany pii pokojové teploté na dobu 5 — 10 minut a néasledné vlozeny do centrifugy
na 13 minut, pti 13 200 rpm.

Centrifugaci byl oddélen pellet od supernatantu. Po vytazeni zkumavek z centrifugy
byl supernatant vylit, okraje mikrozkumavek osuseny a do kazdé byl pfidan 1 ml na -20°C
vychlazeného 75% etanolu. Nasledné byly vlozeny do centrifugy na 5 minut pii RPM 1320.
Po péti minutach byl etanol vylit a pelet byl omyt podruhé stejnym postupem — ptidan 1 ml
etanolu, centrifugace na 5 minut. Po druhém omyti byl etanol vylit a oteviené zkumavky
byly na 1,5 minuty vloZeny do termobloku vyhtatého na teplotu 65°C, aby byly fadné
vysuseny.

Po uplynuti doby byly zkumavky pteskladany do ledu a do kazdé bylo ptfidano
40-50 pul vody zbavené RNaz a DNaz. Uzaviené mikrozkumavky byly opét vloZeny
do termobloku vyhtatého na 65°C a to na dobu 5 minut. Po péti minutach byly jednotlivé
vzorky pipetou co nejlépe zhomogenizovany.

Po izolaci byla meéfena koncentrace RNA v jednotlivych vzorcich pomoci
spektrofotometru. Vyslednd koncentrace RNA v kazdém ze vzorkli byla klicova

k pfepoctim pro piepis na cDNA
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3.4.3 Prepis RNA na cDNA

Piepisem RNA byla ziskana komplementarni DNA (complementary DNA = cDNA),
ktera pravé diky piepisu z RNA obsahuje pouze exony. cDNA byla nutnd pro samotné
meéfeni miry exprese jednotlivych gend.

Podle zmétené koncentrace RNA bylo piepocitdino mnozstvi RNA pfidavané
do vody do finalni koncentrace 200 ng.ul™ a vie bylo pipetovano do 1,5ml mikrozkumavek.
Do kazdé pak byl pfidan 1 pl nahodnych primertt (random primers) o koncentraci
100pmol/ul a v8echny mikrozkumavky byly vlozeny na 5 minut do termobloku vyhtatého
na 65°C.

Vzorky byly po péti minutach kratce zchlazeny na ledu a vlozeny do centrifugy
na kratké stoceni po dobu 10 vtetin. Poté bylo do kazdé¢ mikrozkumavky ptidano 6 pl mixu

(Tab. 7) a zkumavky byly opét kratce stoceny v centrifuze.

Mnozstvi pro jeden vzorek [ul] Latka
0,6 M-MuLV (reverzni transkriptaza)
0,3 RNAse inhibitor
0,6 dNTP (10mM stock)
1,2 10x reak¢ni pufr
3,3 voda

Tab. 7 SloZeni mixu pro pi‘epis RNA na cDNA

Z centrifugy byly jednotlivé mikrozkumavky pteskladany do termobloku vyhtatého
na 42°C, kde setrvavaly po dobu 60 minut. Po uplynuti doby byly pfeneseny na 10 minut
do 65°C a nasledn¢ chlazeny 2 minuty na ledu.

Na zavér bylo do kazdé mikrozkumavky ptidano 108 pl vody a vS§echny vzorky byly

zvortexovany. Déale mohla byt cDNA vyuzita pro méteni PCR nebo uchovavéna v -20°C.
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3.4.4 Real-Time PCR

Samotné méfeni miry exprese vybranych gent probihalo metodou real-time PCR,
ktera je zalozena na klasické polymerazové ftetézové reakci, ale v kazdém cyklu je
zaznamenavano mnozstvi amplifikované DNA a to pomoci fluorescencnich sond. Ty se
navazi na pfislusny tsek DNA a ve chvili, kdy jsou odbourany DNA polymerazou
pii probihajici replikaci daného iseku DNA, dochazi k jejich oddéleni od zhasece, ¢imz jsou
sondy aktivovany a fluoreskuji.

Podle piislusného genu byl namichdn mix (viz Tab. 8 a 9) a ten byl rozpipetovan
po 8 ul do bilé 96 jamkové desticky. V triplikatech byly pridavany 2ul cDNA jednotlivych

vzorkl na jamku. Cely proces pipetovani probihal na ledu.

Mnozstvi latky [pl] Latka

5 Probes Master 2x

0,2 UPL Sondy (60)

0,8 Forward and Reverse primers (viz 2.1 Chemikalie)
2 voda

Tab. 8 Mix pro méieni exprese GAPDH genu.

Mnozstvi latky [ul] Latka

5 Probes Master 2x

0,5 Custom Assay (podle piislusného genu (viz 2.1 Chemikalie))
2,5 voda

Tab. 9 Mix pro méieni geni GILZ, IL6 a PCK1.

Po napipetovani vSech vzorki byla desticka pielepena folii a vlozena do centrifugy
na 3 minuty pfi 1 500 rpm. Poté byla vlozena do LightCycleru 480 Il a byla spusténa samotna
PCR, ktera probihala v 37 cyklech pro geny GAPDH a GILZ a 45 cyklech pro geny IL6
a PCK1. M¢éfeni probihalo ve tfech fazich. V prvni fazi preinkubace pii teploté 95°C dochazi
k odbourani modifikace polymerazy. Nasleduje amplifikace, kdy vzdy v 10 vtetinach dojde
Kk rozpojeni fetézct pii teploté 95°C a v naslednich 30 vtetinach pii 60°C k syntéze nového
vladkna. Reakce je na zavér ukoncena zchlazenim na 40°C.

Vysledky byly dale statisticky a graficky zpracovany.
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4. VYSLEDKY

4.1 MTT TEST - TEST VIABILITY

Pomoci MTT testu byla zjiStovana viabilita buné€k a jeji zmény vlivem grafen oxidu.
Z vysledkl byla urena predpokladana toxicita GO na testovanych bunéénych liniich.

Vysledné hodnoty jsou vztazeny k neosetienému vzorku (UT), ktery je stanoven jako 100 %.

4.1.1 AZ-GR
Viabilita bunék AZ-GR
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Obr. 13 Viabilita bunék AZ-GR bunééné linie pii pisobeni vybranych koncentraci riznych velikosti GO ¢astic.
(GO c¢astice byly ve tiech velikostech a 5 riiznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunééné linii AZ-GR
a po 24 hodinach inkubace byla métena jejich viabilita prostfednictvim méfeni svételné absorbance. Procenta viability jsou
vztazeny k negativni kontrole — UT. * oznaduje signifikantni vysledky (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem minimalné
3 méfeni.)

U AZ-GR bunécné linie nebyl pozorovany vyrazny pokles Zivotnosti bunék.
Dle grafu zdanlivé stoupa viabilita bunék, zejména pii pouZiti nejvétsich testovanych ¢astic
GO, coz mize byt zplisobeno shlukovanim grafen oxidu, jak je pozorovatelné na fotkach,

viz obr. X. Shluky grafen oxidu vytvareji tmavé skvrny, které tvoii bariéru pro prichod
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svétla pfi méfeni absorbance, zivotnost tedy ve skutecnost miize byt i ¢aste¢né snizena.
Neptedpokladad se vSak, vzhledem k ostatnim vysledkiim, Ze by se jednalo o vyznamné

snizeni. Zadna z hodnot neklesla pod 90 % oproti UT.

4.1.2 PZ-TR
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Obr. 14 Viabilita bunék PZ-TR bunééné linie p¥i pisobeni vybranych koncentraci riiznych velikosti GO ¢&astic. (GO
Castice byly ve tfech velikostech a 5 riznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunééné linii PZ-TR
a po 24 hodinach inkubace byla méfena jejich viabilita prostiednictvim méfeni svételné absorbance. Procenta viability jsou
vztazeny k negativni kontrole — UT. Hodnoty jsou primérem minimalné 3 méteni.)

v

U bunééné linie PZ-TR nebyl pozorovany vyznamny pokles Zivotnosti. Nejnizsi
naméfena hodnota byla pro GO o velikosti ¢astic 200 — 500 nm o koncentraci 20 pg/ml,
kde hodnota klesla na 90,38 % oproti UT. Vzhledem k tomu, Ze niZ§i hodnota nebyla
naméfena, predpoklada se, ze GO neptisobi toxicky ani na tuto bunéénou linii. I zde je mozné
sledovat v nékterych piipadech mirny zdanlivy narGst viability bun€k, coz mize byt opét
déano tendenci GO se ve vét§im mnozZstvi shlukovat, stejn¢ jako odchylkami pfi pipetovani.

Smérodatné odchylky ukazuji na vesmeés konstantni vysledky napti¢ experimenty.
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4.1.3 AIZ-AR

Viabilita bunék AlZ-AR
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Obr. 15 Viabilita bunék AIZ-AR buné¢né linie p¥i plisobeni vybranych koncentraci riiznych velikosti GO &astic.
(GO castice byly ve tech velikostech a 5 riznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunééné linii AIZ-AR
a po 24 hodinach inkubace byla métena jejich viabilita prostfednictvim méfeni svételné absorbance. Procenta viability jsou
vztazeny k negativni kontrole — UT. * oznaduje signifikantni vysledky (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem minimalné

3 méfeni.)

Ani v pfipad¢ bunééné linie AIZ-AR nedoslo k poklesu viability bunék a tedy bylo
Vv dalSich métenich pokracovéano se vSemi vybranymi koncentracemi vSech velikosti GO.
Nejnizsi viabilita byla naméfena pro GO o velikosti ¢asti 200 — 500 nm pii koncentraci
0,0002 pg/ml, ovSem ani tato hodnota neklesla pod 90 % oproti UT. V nejvyssich
koncentracich je pozorovan nartst viability v porovnéni s neoSetfenym vzorkem, coz opét

muze byt dano tendenci GO shlukovat se ve vétSich koncentracich, ¢imz brani prichodu

svétla pii méfeni absorbance.
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4.2 SROVNANI FOTOGRAFII

Vzhledem k tomu, ze bylo zjisténo, ze MTT test mize v pritomnosti GO vykazovat
fale$ny signal a neni tedy pro méteni toxicity nejvhodnéjsi (Liao et al., 2011), byly jednotlivé
bunécné linie, 24 hodin po oSetieni GO, pozorovany pod mikroskopem pro ovéfeni,
zda ptitomnost GO ovliviiuje viditelné morfologii bunék. Tti nejvyssi koncentrace pro
kazdou velikost ¢astic, byly vyfotografovany. V praci jsou uvedené tfi nejvyssi koncentrace
pro GO c¢astice o velikosti > 500 nm, protoze jsou na nich nejzietelnéjsi shluky GO castic.
Na fotografiich je jasné pozorovatelny nartst shlukil s rostouci koncentraci. Ani nejvyssi

koncentrace nem¢ély viditelny vliv na morfologii bun¢k (obr. 16).

AZ-GR PZ-TR AlZ-AR

vvr

Obr. 16 Srovnani mikroskopickych snimkd bunéénych linii odetfenych tfemi nejvy3simi koncentracemi nejvyssi velikosti
GO ¢astic (Prvni sloupec — bunécéna linie AZ-GR, Druhy sloupec — PZ-TR, Teti sloupec — AIZ-AR. S narUstajici koncentraci
GO je pozorovatelné shlukovani GO castic do tmavych skvrn; ZvétSeni: 100x).
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4.3 GENE REPORTER ASSAY

Pomoci metody Gene Reporter Assay (GRA) byla métena schopnost GO aktivovat
¢i inhibovat vybrané receptory. Kazda bunécna linie byla méfena v agonistickém
(bez ligandu) a antagonistickém modu (s ligandem) a vystupem je tedy 6 grafu se statisticky
zpracovanymi daty. Aktivace receptort byla nepfimo méfena métenim luciferazové aktivity
(LA). Miru arovné aktivace ur¢oval pomér luciferdzové aktivity v daném vzorku vzhledem

k negativni kontrole.

4.3.1 Interakce GO s glukokortikoidnim receptorem

LA vyjadrujici miru aktivace GR
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Obr. 17 Mira aktivace GR vlivem GO v zavislosti na mife luciferazové aktivity. (GO castice byly ve tfech velikostech
a 5 riznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunééné linii AZ-GR a po 24 hodinach inkubace byla méfena
luciferazova aktivita uréujici miru aktivace GR vlivem GO. Hodnoty jsou nasobky negativni kontroly (UT). * oznaluje
signifikantni vysledKy (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem minimalné 3 méteni.)

V agonistickém modu nebyl zaznamenan zadny vyznamny narlst aktivity
glukokortikoidniho receptoru. Nejvyssi luciferdzova aktivita byla namétfena pro GO
0 velikosti ¢astic 50 - 200 nm o koncentraci 20 pg/ml a to ve vysi 2,87 nasobku negativni
kontroly. Tento vysledek je nesignifikantni a v porovnani s hodnotou pozitivni kontroly
dexamethasonu (DEX) - 75,37 nasobek negativni kontroly (UT), je tento Ciselny udaj

naprosto zanedbatelny.
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LA zavisla na aktivovaném GR
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Obr. 18 Mira inhibice GR vlivem GO v zavislosti na mife luciferazové aktivity. (GO &astice byly ve tfech velikostech
a 5 riiznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunééné linii AZ-GR a po 24 hodinach inkubace byla méfena
luciferazova aktivita ur¢ujici miru inhibice GR vlivem GO. Hodnoty jsou uvadény jako procenta negativni kontroly (DEX).
* oznaduje signifikantni vysledky (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem minimalné 3 méteni.)

Pro antagonisticky mod vychazeji vysledky pomérné zajimavéji. Byla sledovana schopnost
GO snizit aktivitu jiz aktivovanych receptorti. Z méteni vyplynulo, ze GO v kombinaci
s DEX putsobi jako synergista, tedy nejen Ze nedochdzi ke snizeni aktivace receptoru,
ale dochazi naopak k jeho zvyseni v porovnani s ptisobenim ¢isté samotného DEX. Vesmés
je pozorovatelny nartst indukce s narustajici koncentraci. Nejvys§ich hodnot tedy vzdy
dosahuje nejvyssi koncentrace dané velikosti pozorovanych castic. Hodnoty jsou
procentualné vztazeny k indukci bunék oSetienych ¢istym DEX, jejichZ indukce je vyjadiena
jako 100 %. Pro GO o velikosti ¢astic 50 — 200 nm je pro koncentraci 20 pg/ml indukce
V hodnoté€ 134 %, pro GO o velikosti ¢asti 200 — 500 nm je pro koncentraci 20 pg/ml indukce
zvySena na 160,3 %, coz je nejvySsi z naméfenych hodnot a pro GO o velikosti
¢astic > 500 nm pro koncentraci 20 pg/ml je tato hodnota rovna 150 %. Ve vsech tfech
piipadech byly vysledky vyhodnoceny T-testem jako signifikantni. V Zadné z pozorovanych

velikosti ani koncentraci nedochdzi k poklesu luciferdzové aktivity, tedy s nejvétsi

pravdépodobnosti ani ke snizeni aktivace receptoru.
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4.3.2 Interakce GO s thyroidnim receptorem
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Obrazek 19 Mira aktivace TR vlivem GO v zavislosti na mife luciferazové aktivity. (GO &astice byly ve tiech
velikostech a 5 riznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunécné linii PZ-TR a po 24 hodinach inkubace
byla méfena luciferazova aktivita urdujici miru aktivace TR vlivem GO. Hodnoty jsou nasobky negativni kontroly (UT).
* oznaduje signifikantni vysledKy (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem minimalné 3 méfeni.)

Meéteni schopnosti GO zvySovat aktivitu thyroidniho receptoru (TR) poskytlo vcelku
zajimavé vysledky. Z grafu je jednozna¢né viditelny trend naristajici aktivity s nartstajici
koncentraci GO u vsech tfi velikosti ¢astic nanomaterialu. Indukce nejvyssich koncentraci
je ve vSech tfech ptipadech signifikantni. U GO o velikosti ¢astic 50 — 200 nm byla
pro koncentraci 20 pg/ml 1,78 nasobek negativni kontroly, nepatrné¢ niz§i indukci
s hodnotou 1,66 nasobku negativni kontroly vykazuje GO o velikosti ¢astic 200 — 500 nm
0 koncentraci 20 pg/ml a nejzajimavé§js$i hodnotu ma GO o velikosti ¢astic > 500 nm
0 koncentraci 20 pg/ml, kdy indukce ¢ini 2,18 nasobku negativni kontroly, coz se jiz, jak je
z grafu viditelné, blizi hodnoté pozitivni kontroly — T3, kterd zvySila indukei
na 2,46 nasobku oproti negativni kontrole. I pies vyssi smérodatné odchylky byly ve vSech
experimentech pozorovany stejné trendy nartstu indukce s nardstem koncentrace.

Pro zajimavost vysledkti byla linie PZ-TR testovana metodou PCR nejen v antagonistickém

modu, jako zbyvajici linie, ale jako jediné také v médu agonistickém.
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LA zavisla na aktivovaném TR
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Obrazek 20 Mira inhibice TR vlivem GO v zavislosti na mife luciferazové aktivity. (GO Castice byly ve tfech
velikostech a 5 riznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunécéné linii PZ-TR a po 24 hodinach inkubace
byla méfena luciferdzova aktivita ur€ujici miru inhibice TR vlivem GO. Hodnoty jsou uvadény jako procenta negativni
kontroly (T3). * oznacuje signifikantni vysledKy (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem minimalné 3 méfeni.)

Zajimavé vysledky poskytuje i graf s hodnotami antagonistického moédu. I zde
nejvyssi koncentrace vSech tii velikosti GO Castic vykazuji zajimavy vysledek. Stejné jako
v piipadé AZ-GR i zde pusobi GO v kombinaci s aktivatorem receptoru, konkrétné T3,
synergisticky a spolecné zvySuji luciferazovou aktivitu oproti samotné T3. Ackoliv dochézi
i ke snizeni aktivity v niz§ich koncentracich, tak nejnizs§i hodnoty dosahuje GO o velikosti
¢astic 50 — 200 nm o koncentraci 0,002 pg/ml, kdy aktivita klesa pouze na 82 % indukce
vyvolané dodanim T3, nejedna se o vyznamny pokles. Indukce GO o velikosti ¢astic
50 - 200 nm o koncentraci 20 pg/ml dosdhla 146 % proti samotné T3 — vysledek je
signifikantni. Nesignifikanti, nicméné¢ vyznamnou indukci vykézaly buiiky oSettené¢ GO
0 velikosti ¢astic 200 — 500 nm o koncentraci 20 ug/ml a to v hodnoté 154 % oproti samotné
T3. A nejvyznamnéjsi a zaroven signifikantni narast indukce byl pozorovan u GO o velikosti
¢astic > 500 nm pii koncentraci 20 png/ml, ktery dosahl hodnoty témét 170 % oproti negativni

kontrole.
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4.3.3 Interakce GO s androgennim receptorem
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Obr. 21 Mira aktivace AR vlivem GO v zavislosti na mife luciferazové aktivity. (GO Castice byly ve tfech velikostech
a 5 riznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunééné linii AIZ-AR a po 24 hodinach inkubace byla méfena
luciferazova aktivita uréujici miru aktivace AR vlivem GO. Hodnoty jsou nasobky negativni kontroly (UT). * oznacuje
signifikantni vysledKy (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem minimaln¢ 3 méteni.)

V agonistickém modu nevykazuje bunééna linie AIZ-AR Zadnou aktivitu. Ve vSech
ptipadech nevyvolalo oSetieni GO zadnou indukci luciferazové aktivity, tedy nedoslo
k aktivaci androgenniho receptoru. Neni pozorovatelny ani nepatrny nartst u nejvyssich
koncentraci a nejvyssi hodnoty dosahuji buiiky osetiené GO o velikosti ¢astic 50 — 200 nm
pti koncentraci 20 pg/ml s hodnotou 1,09 ndsobek negativni kontroly, coZ je nepatrné vyssi
neZ ostatni hodnoty a v porovnani s DHT, které bylo vyuzito jako aktivator receptoru
a dosdhlo indukce 25,44 x vyS$i nez negativni kontrola, je tento vysledek naprosto

zanedbatelny.
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LA vyjadrujici miru inhibice AR
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Obr. 22 Mira inhibice AR vlivem GO v zavislosti na mife luciferazové aktivity. (GO ¢astice byly ve tfech velikostech
a 5 riznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunécné linii AIZ-AR a po 24 hodinach inkubace byla méfena
luciferazova aktivita ur¢ujici miru inhibice AR vlivem GO. Hodnoty jsou uvadény jako procenta negativni kontroly (DHT).
* oznaduje signifikantni vysledky (p < 0,05). Hodnoty jsou pramérem minimalné 3 méteni.)

Antagonisticky mod v ptipadé bunécné linie AIZ-AR vykazuje ptfesné opacné trendy
nez v ptedchozich dvou pfipadech linii AZ-GR, PZ-TR. Nejvyssi koncentrace dosahuji
nejnizsich hodnot indukce luciferdzy a s narGstajici koncentraci je vesmés pozorovana
klesajici aktivita. Vsechny vysledky jsou dle T-testu signifikantni. Bunky oSetfené GO
0 velikosti ¢astic 50 — 200 nm pii koncentraci 20 pg/ml vykazuji luciferazovou aktivitu
snizenou proti DHT na 72 %. V ptipadé GO o velikosti ¢astic 200 — 500 nm pti koncentraci
20 pg/ml dochazi k nejnizsi indukei a to o hodnoté 60,72 % indukce DHT, coZ je hodnota

jen nepatrné nizsi nez GO o velikosti ¢astic > 500 nm, kde pti koncentraci 20 pg/ml dosahuje

aktivita luciferazy pouhych 60,97 %.
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4.4 PCR

U vSech tfech bunéénych linii byla nésledné sledovana zména exprese cilovych gent
regulovanych danymi receptory. Linie byly testovany v antagonistickém modu, pouze
HepG2, z niz je odvozena linie PZ-TR, byla testovana pro zajimavost vysledkti v médu
agonistickém 1 antagonistickém. Indukce pro konkrétni geny byla srovnavana
s house keeping) genem GAPDH a nasledné vysledky v grafu jsou prezentovany podle
charakteru dat bud’ jako nasobky indukce UT nebo jako procentudlni vyjadieni indukce
vuci pozitivni kontrole, kterd je pfevedena na hodnotu 100 %. Testovany byly pouze

3 nejvyssi koncentrace vsech velikosti GO castic.

4.4.1 Hela

Bunécéna linie HeLa byla testovana pro dva geny. Prvnim z testovanych gent je gen

GILZ (glukokortikoidem indukovany leucinovy zip - Glucocorticoid-induced leucine
zipper).
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Obr. 23 Mira exprese genu GILZ v bunééné linii HeLa vlivem GO. (Z GO osetfenych vzork bun&éné linie HeLa byla
vyizolovana RNA a pfepsana na cDNA. Z té byla pomoci metody PCR méfena exprese genu GILZ. Vysledné hodnoty jsou
vyjadteny jako procenta negativni kontroly (DEX). * oznaduje signifikantni vysledky (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem
minimalné 3 méfeni.)
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Vysledné indukce jednotlivych vzorkt je vztazena k indukci DEX, ktery zde hraje
ulohu pozitivni kontroly a je roven 100 %. Vyznamny a signifikantni vysledek vykazuji
vzorky oSetfené grafen oxidem o velikosti ¢astic 200 — 500 nm pfi koncentraci 0,2 pg/ml
s hodnotou 176 % indukce DEX a 2 pg/ml s hodnotou 168 % indukce DEX. Naopak
vyznamny a signifikantni pokles se projevuje u vzorku oSetfeného GO s velikosti
¢astic > 500nm s koncentraci 20 pg/ml, kde indukce ¢ini pouhych 66 % indukce vyvolané
DEX.

Druhym sledovanym genem byl gen IL6 (InterleukinG).
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Obr. 24 Mira exprese genu IL6 v bunééné linii HeLa vlivem GO. (Z GO osetfenych vzorki bunééné linie HeLa byla
vyizolovana RNA a pfepsana na cDNA. Z té byla pomoci metody PCR méfena exprese genu IL6. Vysledné hodnoty jsou
vyjadieny jako nasobky UT). * oznacuje signifikantni vysledky vi¢i DEX (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem minimalné
3 méteni.)

Vzhledem k tomu, Ze IL6 je gen s prozanétlivymi GCinky, tak je aktivaci GR jeho
exprese snizovdna. Z toho divodu byla data prezentovana jako ndsobky indukce UT.
Nejmensi velikost ¢astic jako jedind vykazuje nariist exprese s rostouci koncentraci GO.

v

ale pti koncentraci 0,2 pg/ml dosahuje exprese stejné hodnoty jako UT a pii koncentraci
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20 pg/ml je hodnota exprese rovna 1,4 nasobku UT, coz je zhruba 3x vyssi hodnota,
nez pro vzorek osetieny samotnym DEX. Ob¢ hodnoty jsou signifikantni.

Stiedni a nejvétsi velikost GO ¢astic vyvolava expresi, kterd se s rostouci koncentraci
GO snizuje, ale hodnoty jsou stale blizké bodnoté exprese vyvolané samotnym DEX. GO
0 velikosti ¢astic 200 — 500 nm pii koncentraci 20 pg/ml vyvolava expresi o hodnoté
0,33 nasobku UT. GO o velikosti ¢astic > 500 nm pii koncentraci 20 ug/ml vyvolal expresi
0 hodnoté 0,35 nasobku UT. Dexametason samotny, ktery slouzi jako negativni kontrola,

vyvolava indukci v hodnoté 0,48 nasobku UT.

4.4.2 HepG2
Buné¢na linie HepG2 byla testovana pouze pro jeden gen, ale pro zajimavé vysledky
GRA byla testovana pro oba mdody — agonisticky i antagonisticky. Méfena byla exprese genu

PCK1 (fosfoenolpyruvat karboxykinaza - Phosphoenolpyruvate carboxykinase).
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Obr. 25 Mira exprese genu PCK1 v bunééné linii HepG2 vlivem GO. (Z GO oSetienych vzorki bunééné linie
HepG2byla vyizolovana RNA a pfepsana na cDNA. Z té byla pomoci metody PCR méfena exprese genu PCK1. Vysledné
hodnoty jsou vyjadieny jako nasobky UT). * oznacuje signifikantni vysledky vici UT (p < 0,05). Hodnoty jsou primérem
miniméalné 3 méfeni.)
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Vysledna data jsou vyjadiovana jako nasobek indukce UT. Z grafu je ziejmé,
ze V nejvyssi koncentraci v piipade vSech tii velikosti GO ¢astic dochazi ke snizeni exprese
genu a toto sniZeni je s rostouci velikosti €astic vyrazngj$i. Pro vzorek oSetfeny GO
0 velikosti ¢astic 50 — 200 nanometrti je pro koncentraci 20 pg/ml indukce 0,72 ndsobkem
indukce UT (nesignifikantni), pro GO o velikosti ¢astic 200 — 500 nm o koncentraci 20 pg/ml
klesa na 0,58 nasobku indukce UT (signifikantni) a pro GO o velikosti ¢astic > 500 je
pro nejvyssi koncentraci hodnota pouhych 0,38 nasobku indukce (signifikantni).

Opacny trend je pozorovatelny pro nizs$i koncentrace vSech pozorovanych castic,
které ve vSech pripadech vykazuji vyssi expresi genu nez UT a v ptipadé¢ GO o velikosti
¢astic 50 — 200 nanometrti pii koncentraci 2 pg/ml byla namétena signifikantni hodnota
3,5 ndsobku indukce UT, coz je o polovinu vyssi indukce, nez byla namétena pro T3

(2,06 nasobku indukce UT), ktery byl vyuzit jako pozitivni kontrola.
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Obr. 26 Mira exprese genu PCK1 v bunééné linii HepG2 vlivem GO. (Z GO osetfenych vzorkll bunééné linie HepG2
byla vyizolovana RNA a pfepsana na cDNA. Z t¢é byla pomoci metody PCR métena exprese genu PCK1. Vysledné hodnoty
jsou vyjadreny jako procenta negativni kontroly (T3). * oznacuje signifikantni vysledky vi¢i T3 (p < 0,05). Hodnoty jsou
prumérem minimalné 3 méfeni.)
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Pro antagonisticky mod byly vysledky vyjadfeny procenty, kdy negativni kontrola
T3, kterou byly vSechny vzorky oSetieny a receptory aktivovany, byla rovna 100 %. Z grafu
je viditelna jasna sestupnd tendence exprese s rostouci koncentraci, a to pro vSechny tii
velikosti ¢astic GO.

Pfi nejnizsich koncentracich je exprese genu vyssi nez pti osetieni T3. Nejvyraznéjsi
vzestup je pozorovatelny pro GO o velikosti ¢astic 50 — 200 nm pii koncentraci 0,2 pg/ml,
kdy je namétfena indukce 1,7x vyS$i nez v pfipadé T3. Tento vysledek byl T-testem
vyhodnocen jako signifikantni.

Stfedni koncentrace (2 pg/ml) se ve vsech tfech ptipadech pohybuje kolem stejné
indukce jako T3 a v nejvyssSich koncentracich dochazi k vyraznému poklesu, ktery je

ve vSech piipadech signifikantni. Nejvyznamnéjsi pokles nastava u GO o velikosti ¢astic

> 500 nm pti koncentraci 20 pg/ml, kde indukce dosahuje pouze 38 % z indukce naméfené

pro T3.
4.4.3 22Rv1l
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Obr. 27 Mira exprese genu KLK3 v bunééné linii 22Rv1 vlivem GO. (Z GO osetfenych vzorki bun&né linie 22Rv1
byla vyizolovana RNA a ptepsana na cDNA. Z té byla pomoci metody PCR méfena exprese genu KLK3. Vysledné hodnoty
jsou vyjadteny jako procenta negativni kontroly (DHT). * oznacuje signifikantni vysledky vii¢i DHT (p < 0,05). Hodnoty
jsou prumérem minimalné 3 méfeni.)
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Pro bunécnou linii 22Rv1 byla métena exprese genu KLK3 (kallikren souvisejici
peptidazy 3 - kallikrein related peptidase 3). Méfena byla exprese pro antagonisticky mod,
a proto byly vysledné hodnoty vztahovany k pozitivni kontrole, kterou bylo DHT, a to bylo
stanoveno jako 100 %. Vyznamnéjs$i vysledky byly naméfeny pouze pro nejvyssi
koncentrace vSech tii velikosti GO c¢astic, jejichz vysledky jsou srovnatelné. Pro GO
0 velikosti ¢astic 50 — 200 nm byla pro koncentraci 20 pg/ml naméfena indukce na 70,4 %
proti samotnému DHT, pro GO o velikosti ¢astic 200 — 500 nm pro koncentraci 20 pg/ml
byla tato hodnota 73,8 % indukce DHT a pro nejvyssi velikost ¢astic, tedy GO > 500 nm
pro koncentraci 20 pg/ml byla hodnota indukce 71,3 %. VSechny vysledné hodnoty byly

T-testem vyhodnoceny jako signifikantni.
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5. DIDAKTICKY ASPEKT

Vzhledem k tomu, Ze jsem studentkou oboru biologie a geografic se zaméfenim
na vzdelavani, je na misté uvést didakticky aspekt, ptipadné didaktické vyuziti této prace.

V ramci této kapitoly byla pro studenty vysSiho gymnézia pfipravena 45 minutova
prednaska, ktera byla rozdélena na dvé hlavni ¢asti. V prvni poloving byl probirdn vyznam
mezipiedmétovych vztaht, ktery byl demonstrovan na ptikladu grafen oxidu a dilezitost
znalosti jazyka matefského i ciziho. Ve druhé poloving byli studenti seznameni s védeckou
praci a praci v laboratofi a bylo jim nastinéno, jakym zplisobem jsou data zpracovavana
a co védecky vyzkum obnasi. Prezentace je pfilozena jako pfiloha. K pfednasce ziskali
studenti dokument o moznostech vysokoskolského studia biologie, ktery byl tvofen ndzory
a postiehy soucasnych studentii riznych biologickych obori, aby pfednaska méla vyznam
pro vSechny zdjemce o biologii, nejen pro ty zaujaté ve véde.

Jednim z hodn¢ diskutovanych témat na poli ucitelstvi jsou mezipredmétové vztahy.
Témto vztahim mnohdy nebyva ptikladana dostate¢na vyznamnost a jsou, zejména z fad
studentll, ¢asto podceniovany. Tato prace, s grafen oxidem jakozto hlavnim pfedstavitelem,
ma vyznam téchto vztahl jistym zpisobem demonstrovat. Student si ma uvédomit,
ze predméty tak, jak jsou znamy ze skolnich lavic, v realném svété neexistuji izolovang,
a ze jedno bez druhého nefunguje.

Tato diplomova prace je predstavena jako biologickd, podivame-li se ovSem
naptiklad na charakteristiku grafen oxidu, zjistime, ze ziskavame poznatky také z fyziky
a predevsim chemie. Chemie vSeobecné doprovazi biologickou védeckou praci od zacatku
do konce. Nejen psani reserse, kde se s informacemi chemického rdzu neustale setkdvame,
ale samotna prace v laboratofi s nes¢etnym mnoZstvim chemikalii a chemickymi reakcemi
jakoZzto principem mnohych vyzkumnych metod.

Vyznam mezipiedmétovych vztahti je studentim vysvétlovan také proto,
aby si uvédomili, ze se SirSim rozhledem, za hranicemi svého preferovaného
pfedmétu/oboru, nebude jejich vzdéldvani omezeno pouze na prazdné a neefektivni
Mmemorovani, ale bude pro n¢ snadnéjSi vytvofit si v hlavé logické mosty a pochopit
jednotlivé souvislosti, ¢imz dokazi 1épe vyuzit nabyté informace a snaze takto své ziskané
védomosti udrzi v paméti. To, co student pochopi, to ve své paméti udrzi mnohem lépe.

V ramci mezipfedmétovych vztahil byly vyzdvizeny také jazyky, zejména tedy jazyk

esky a anglicky. Cesky jazyk byl zmifovan z vieobecného hlediska a v ramci prace spise
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stylisticka Uprava textu. Anglickému jazyku byla vénovana velkd pozornost zejména
Vv souvislosti se studiem na vysoké skole a praci ve védecké sféfe. Je dulezité, aby znalost
anglického jazyka nebyla studenty podcenovana, nebot’ se jedna o svétovy jazyk a pokud
chtéji pracovat s nejnovéjsSimi poznatky védeckych vyzkumi, bez angli¢tiny se neobejdou.
Studenti byli diky této praci seznameni s podobou odbornych ¢lanki a bylo jim ukazéano,
Vv jakém rozsahu jsou ¢lanky pro psani nezbytné.

Dalsi vyznam této prace pro studenty stiednich Skol je v piiblizeni vysokoskolského
studia a objasnéni védecké prace, protoze studenti ¢asto ve skutecnosti netusi, co za tim stoji.
Jakozto budouci pedagog véfim tomu, Ze SirSi rozhled a prakticka znalost konkrétniho
biologického oboru a jeho studia je pro studenty vitanym benefitem ucitele. Ucitel tak miize
studentim pfibliZit nejen, o ¢em je samotné studium na vysoké Skole z hlediska fungovani
Skoly, ale také konkrétni moznost studia. Proto si myslim, ze vybér odborné¢ho tématu
pro zavére¢nou praci je vysokoskolskému studentovi u€itelstvi vzdy k dobru.

Oblast védecké prace a toxikologie mi piijde pfinosna pro vice obort a zabira Siroké
spektrum studijnich moznosti. Studentiim na této préci byla pfedstavena védecka ¢innost.
Byli sezndmeni s laboratorni praci, sbérem dat, jejich vyhodnocovanim a psanim samotné
reSerSe a vyzkumné prace.

Cilem bylo ukazat, ze védeckd prace neni pouhé sezeni za mikroskopem,
ale statistické zpracovavani dat, vyty¢ovani hypotéz a jejich verifikace ¢i vyvraceni.
Pro zajimavost a ukdzku statistického zpracovani byli studenti sezndmeni s nékterymi
vysledky této prace, kde jim také bylo vysvétleno, Ze, nejen ve védé, nelze jevy
charakterizovat pouze jednim ¢islem a Ze vysledky nemaji 100% spolehlivost, nybrz maji
jisty stupeini volnosti, tak jako vSe ostatni v pfirod¢.

Na zavér prednaSky vyplnili studenti kratky dotaznik na prednaSend témata.

Vysledky jsou zpracovany nize.
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Protoze piednaska byla piipravena pro hodinu biologie ve tfid¢ 2.A a VL
a pro biologicky seminaf pro tiidu 3.A a VII., jsou nékteré vysledky zpracovany zvIast’.
Ze 45 studentd 2. ro¢niku vys§iho gymndzia oznacilo 25, Ze ma zajem o biologii.

Z téchto 25 studentii 15 oznacilo, Ze ma v planu biologii studovat dale.

"Mam zajem o biologii"

H Ano

" Ne

Obr. 28 Zajem studentii o obor biologie. (MnoZstvi studentll druhého ro¢niku vyssiho gymnazia, ktefi maji a nemaji
zéjem o biologii jako védu.)

"Mam zajem o biologii a chci ji studovat po maturité"

H Ano

M Ne

Obr. 29 Zajem studentii o pomaturitni studium biologie. (Mnozstvi studentii druhého roéniku vys§iho gymnazia,
ktefi maji zdjem o biologické obory a chtéji v jejim studiu po slozeni maturitni zkousky pokracovat v ramci
vysokoskolského studia.)
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Dale je pracovano s daty, ve kterych vztah k biologii nehraje roli, nebo pouze
s dotazniky, ve kterych studenti zodpovédé€li, ze maji zdjem o biologii, tudiz neni
rozliSovano mezi 2. a 3. ro¢nikem vy$§iho gymnazia a vysledky jsou zpracovany spole¢né.

Mym hlavnim cilem bylo zjistit, zda je prezentace pro studenty né¢im piinosna.
V ptipadé mezipredméetovych vztahli nebylo o ¢em diskutovat a studenti oznacili v témér
100 %, zZe jsou si védomi vyznamu mezipfedmétovych vztahl, dilezitosti jazyka
jak matefského, tak ciziho a vétSina souhlasila s prolindnim pfedmétli a propojovanim

informaci.

"Souhlasim s prolinam predméti”

H Ano

" Ne

Obr. 30 Nazor studentii na prolinani pfedméti v ramci mezipfedmétovych vztahii. (Nazor studentii druhého a tretiho
ro¢niku vys§iho gymnazia na prolinani pfedmétl v ramci mezipfedmétovych vztahi.)
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Vzhledem k charakteru druhé casti prezentace pro mé bylo dulezité zjistit,
zda studenti povazovali tuto prednasku za piinosnou. Tato zpétna vazba byla ziskavana
otazkami ohledné nabyti novych informaci o pomaturitnim studiu a osvétleni védecké préce.
Tyto vysledky jsou vztaZzeny pouze ke studentim se zajmem o biologii. Celkovy pocet

respondentll je 48 studentl Ctyft tfid vyssiho gymnazia.

"Prezentace mi poskytla nové informace o moznostech pomaturitniho
studia biologie"

H Ano

m Ne

Obr. 31 Pf¥inos prezentace pro studenty z hlediska novych informaci o0 moZnostech pomaturitniho studia biologie
(Nazor studentt druhého a tretiho ro¢niku vyssiho gymnazia na pfinos prezentace a zpracovanych materiali z hlediska
poskytnuti novych informaci o moznostech pomaturitniho studia biologie.)

"Prezentace mi osvétlila védeckou praci"

H Ano

W Ne

Obr. 32 P¥inos prezentace pro studenty z hlediska osvétleni védecké prace (Nazor studentii druhého a tfetiho roéniku
vyssiho gymnazia na pfinos prezentace a zpracovanych materiald z hlediska osvétleni védecké prace a problémy, které se
okolo védecké prace nachazeji.)
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Pti pohledu do grafi je zfejmé, Ze prezentace byla studenty hodnocena jako piinosna.
81,25 % studentii uvedlo, Ze jim pfedndska a k ni zpracované materidly poskytly nové
informace ohledné pomaturitniho studia biologie. 87,5 % studentii uvedlo, Ze jim prezentace
osvétlila védeckou praci. Pokud bychom vzali v potaz vSechny dotazované studenty,
tedy i ty, kteti zajem o studium biologickych oborti neprojevili, i pak by se prezentace jevila
jako pfinosnd, protoze 83,8 % studentli ze vSech dotazovanych uvedlo, ze jim prezentace
poskytla nové informace a 88,2 % v dotazniku sd¢lilo, Ze jim tato pfednaska osvétlila

védeckou praci.
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6. DISKUSE

Tato prace se vénuje vlivu uhlikovych nanomateridlii, konkrétné¢ grafen oxidu,
na transkripni aktivitu 3 jadernych receptori — glukokortikoidniho, androgenniho
a thyroidniho. Testovana je jak schopnost aktivovat, tak schopnost inhibovat ¢innost téchto
receptorti. VSechny tfi receptory maji svou nezastupitelnou roli pfi fungovani lidského téla
a mohou byt klicovym prvkem pro 1é¢bu riznych nemoci, at’ uz jejich zvySenou aktivitou,
nebo naopak umlcenim.

Pro testovani toxickych ti¢inkti GO na vybrané receptory byl vyuzit MTT test. Tento
test byl vyuzit pro jeho dostupnost a rychlé vysledky, ackoliv neni pro testovani GO tplné
vhodny. GO reaguje s MTT soli za spontanni redukce na formazan a mize tak tedy vytvaret
fale$ny signal, ktery neni ovlivnén skute¢nou viabilitou bunék (Liao et al., 2011). Druhé
mozné zkresleni mohlo byt zptsobeno zablokovanim prichodu svételného signalu shluky
grafen oxidovych desticek, které bylo pozorovatelné u nejvyssSich koncentraci, zejména
pro velikost ¢astic > 500 nm (obr. 16, str. 53). Z téchto dvou diivodu proto pravdépododobné
v nékterych ptipadech nejen, Ze zivotnost neklesla, ale zdénlivé stoupla 1 pfesto,
ze ve skute¢nosti mohlo k jistému snizeni viability bun¢k dojit. I pfes nevhodnost MTT testu
byla ovSem moZna toxicita GO vyhodnocena jako zanedbatelna, protoZe pii pozorovani
bunék pod mikroskopem (obr. 16, str. 53), nebyl pozorovan znatelny ubytek bunék ani zadné
morfologické zmény. V ptipadé AIZ-AR bunécné linie je pozorovatelné sniZeni viability,
roste. FaleSnym signdlem a zastinénim jamek shluky desti¢ek by mohla byt zastfena ¢astecné
toxicita GO. Ani v tomto piipadé se ovSem nejednd o vyrazné hodnoty, které by mély
omezovat rozpéti koncentraci pro dal§i vyzkum. Signal MTT testu neklesl nikdy pod 90 %
proti UT, proto byly dale testovany vSechny koncentrace i velikosti pro v§echny vybrané
receptory. Dalsi prace s timto nanomateridlem by ovSem vyzadovala vérohodnéjs$i testovani,
pted jeho konkrétni aplikaci.

Glukokortikoidni receptor se podili na protizdnétlivych reakcich organismu a jeho
ligandy — glukokortikoidy — jsou proto ¢astym lé¢ivem. Vyjma protizanétlivych G¢inkt
ovSem mnoho z nich zpusobuje také fadu G€inkd nezadoucich, a to zeyména ve vysSich
davkach. Cilem moderniho vyzkumu je proto najit nové exogenni ligandy tohoto receptoru

v

Ackoliv samotny GO nedokazal aktivovat GR, v kombinaci s DEX pusobi jako synergista
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a jejich kombinaci bylo dosazeno az 1,6x vétsiho signalu, nez samotnym dexamethasonem.
Dexamethason je hojné vyuzivany 1ék vyuzivany pro 1écbu alergii, koznich poruch, lupusu
¢1 dychacich obtizi. OvSem, jako mnoh¢ dalsi Iéky, 1 DEX mutze zptisobovat vedlejsi tcinky,
kdy se Casto jednd o zménu gluk6ézové tolerance, zvysenou chut’ k jidlu a piibirani, zmény
chovani a ndlad a dalsi (Anonym?3 2017). Tyto vedlejsi Gginky souvisi mimo jiné
s davkovanim 1éku. Ackoliv samotny GO neaktivuje GR, v kombinaci DEX aktivuje
receptor silnéji nez samotny DEX a tim mize byt teoreticky davka DEX snizena,
¢imz se snizi i jeho vedlejsi ucinky a 1é¢ebny efekt zlistane zachovan.

Bunécéna linie PZ-TR byla GO aktivovana v agonistickém 1 antagonistickém modu.
GO o velikosti ¢astic > 500 nm o koncentraci 20 pg/ml dosahl 2,18 nasobku UT, coze je
velice blizka hodnota té hodnoté, kterd byla vyvolana uzitim T3 — 2,5 nasobku UT.
Vzhledem Kktomu, Ze T3 je piirozeny endogenni ligand thyroidniho receptoru
S nezastupitelnou roli v organismu, ale ma ve vyssich davkach své nezadouci ucinky, je
na misté odhalit latku s podobnymi vlastnostmi, ktera ovSem tyto toxické G¢inky nezahrnuje
(viz kapitola 1.1.3.3 str. 27). GO by se s takovou hodnotou mohl touto hledanou latkou stat,
pokud u né&j nebudou Zadné toxické ani vedlej$i UCinky prokézany. Navic, stejné jako
v piipadé AZ-GR, i zde se dokazal GO chovat jako synergista a ve spojeni s T3 dosahla sila
signalu 170 % oproti samotnému uziti T3. V takovéto kombinaci by mohly byt nezadouci
ucinky T3 eliminovany sniZzenim jeho davky, ale ucinku by bylo dosaZeno diky
synergistickému ucinku s GO.

Vysvétlenim synergistického u¢inku v obou dvou ptipadech by mohla byt schopnost
GO umoznit agonistim receptoru snaze vstoupit do builky rozruSenim plazmatické
membrany nebo pasivni difizi na principu Trojského koné¢ (Lammel et al., 2015). To by
znamenalo, Ze GO nema ve skutecnosti vliv na receptor jako takovy, ale pouze pomaha
transportu konkrétniho agonisty. Tento pfipad je pfedpokladan pro GR. U linie PZ-TR
se choval GO i jako agonista, nelze tedy fici, jestli nardst aktivace v soucinnosti s T3
zpusobila schopnost GO aktivovat receptor, nebo usnadnéni transportu T3 do buriky.

Mimo to je mozZno setkat se s ptipady, kdy je tfeba transkripéni aktivitu utlumit
(napf. nadbytek androgenti vede k nadmérné funkci jater, gynekomastii, psychologickym
porucham, vyvoji sekundarnich muzskych pohlavnich znaki u Zen atp. (Kickman, 2008)).
Pro androgenni receptor byl skute¢n¢ odhalen antagonisticky ucinek GO, kdy s jeho
narlstajici koncentraci klesala naméfend luciferazova aktivita. Nejniz§i hodnota byla

naméfena pro GO o velikosti ¢astic 200 — 500 nm a > 500 nm pro koncentraci 20 pg/ml,
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kde hodnota klesla témét o 40 % oproti vzorku osetienému DHT. Nedavna studie z roku
2017 se zabyva otazkou role AR pfi gliomu. SkuteCnost je takova, ze muzi trpi na vyskyt
tohoto typu nadoru 1,5-2x vice nez zeny a proto se nabizi otdzka vlivu pohlavnich hormonti.
Vyzkum dospé€l k zavéru, ze AR skutecné nese zodpoveédnost a jeho zvysSena aktivace vede
k rozvoji nadoru a snizuje se exprese genu SVIP, ktery inhibuje bunéénou proliferaci. V této
situaci se nabizi samoziejmé utlumeni ¢innosti AR pomoci antiandrogent (Bao et al., 2017).
K témto ucelim by mohl byt antagonisticky ucinek GO vyuzit. Otazkou zlstava, zda je jeho
antagonisticky uc¢inek dostacujici a jaké chovani by vykazoval v ramci celého organismu,
kde se spousti vétsi kaskada déjh.

V ptipadé urcitych 1€kt je nutno mit jistotu, Ze jejich aplikaci neaktivujeme
nebo neutlumime jiné receptory a drahy nez ty cilové. Timto byva zamezovano nezadoucim
ucinklim. Proto data o nezménéné aktivité jsou pro vyzkum taktéz vyznamna. V tomto
ptipadé je glukokortikoidni i androgenni receptor bez rizika aktivace.

GO byl testovan pro schopnost aktivace AhR a expresi cypl A mRNA. Lammel et al.
ve své studii zjistili, ze GO sam o sob& expresi neindukuje. V kombinaci s agonisty
ptislusného receptoru ji ovSem zvySuje vcelku vyrazng. Neplati to vSak pro vSechny
testované agonisty. Ukazalo se, Ze zavisi na charakteru latky, se kterou je GO spojen
(Lammel et al., 2015). Podle chemickych vlastnosti riznych chemickych latek muze byt
dosazeno ruznych vysledkd, které mezi sebou nemusi vykazovat zddnou paralelu v rdmci
GO pfi testovani stejného receptoru, pokud vyuzijeme rizné latky jakoZto agonisty
receptort. Ackoliv ve zminéné studii (Lammel et al., 2015) nartstala exprese spole¢né
s narUstajici koncentraci GO, u linii testovanych v mé praci se toto pravidlo prokazat neda.
V ptipad¢ HeLa bunécéné linie (GR) bylo nejvyssich hodnot u genu GILZ dosazeno pii GO
o velikosti ¢astich 200 — 500 nm pfi koncentraci 0,2 pg/ml a2pg/ml. Ostatni hodnoty
se viceméné blizily hodnoté exprese vyvolané pifidanim DEX. Tento gen se podili
na zanétlivych reakcich organismu a nachazi se v riznych typech bun¢k (Ronchetti et al.,
2015).

Gen IL-6 naopak plisobi zanétlive a aktivace GR by méla vést k jeho snizené expresi.
Vysledky méteni jdou ovSem castené proti vysledkim GRA. Pro nejmensi velikost ¢astic
je pti GRA pozorovatelna nartstajici aktivita s rostouci koncentraci GO ¢astic, stejné jako
v piipad¢ dalSich velikosti. Pfi méfeni exprese ovSem s nartistajici koncentraci ¢astic také
narlistd naméfend indukce, coz naopak znaci nizsi aktivaci receptoru. Nejvyssi namétena

indukce byla pro koncentraci 20 pg/ml, kterd dosahovala az trojndsobné hodnoty oSetfeni
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samotnym DEX. To by ale znacilo, Ze aktivita receptoru byla zna¢n¢ snizend. Tomu ovSem
jiz neodpovidaji hodnoty z GRA. Stfedni a nejvétsi velikost Castic ovSem naopak jdou
ve stejném trendu jako vysledky GRA — s nartistajici koncentraci GO stoupa aktivace GR
a tim stoupa exprese pozorovan¢ho genu. Ovsem, ackoliv je tendence znatelna, potad jsou
hodnoty vcelku blizké hodnoté exprese pii oSetfeni bunék samotnym DEX. Davod, pro¢
pouze nejnizsi velikost ¢astic jde proti vysledkiim piechoziho métfeni neni zndmy, nicméné
unikatni vlastnosti nanomaterialii jsou zajisténé prave jejich velikosti. I tato skute¢nost mtize

Pro linii HepG2 byl sledovan gen PCK1 a to v modu agonistickém i antagonistickém.
Ackoliv vysledky agonistického modu nevykazuji stejnou tendenci jako pti GRA, dochazi
jednozna¢né K utiSeni exprese genu pii nejvyssich koncentracich. Naopak pfi osetieni GO
0 velikosti ¢astic 50-200 nm pfi koncentraci 2pg/ml dochdzi k vysoké expresi genu, kterd je
1,5x vyss$i nez pro vzorek osetieny T3. Ackoliv zde neni vidét tendence zmény exprese
Vv zavislosti na koncetraci, nelze si nevSimnout, ze je zde sestupnd tendence exprese
s rostouci velikosti nano€astic, pfi porovnani stejnych koncentraci. Jak bylo feceno dfive,
muze se jednat o odliSné vlastnosti GO zpiisobené rozdilnou velikosti €astic. V piipadé
antagonistického modu jsou jednozancné viditelné tendence snizujici se exprese s nartstajici
koncentraci, a to ve vSech tfech velikostech. Trend je ptesné opacny proti vysledkiim GRA.
Nejnizsi 1 nejvyssi koncentrace kazdé testované velikosti vykazuje vyznamny rozdil proti
kontrole.

Gen PCK1 je ptirozené stimulovan velkym mnozstvim hormont, véetné glukagonu,
glukokortikoidl a thyroidniho hormonu, a naopak jeho inhibici zajistuje inzulin. V nedavné
studii, z roku 2013, bylo zjisténo, ze i androgeny negativné reguluji expresi tohoto genu.
Tato studie byla ovSem provadéna na sameccich kutat (Duan et al., 2013). Tento gen hraje
dilezitou roli v mnoha fyzicologickych procesech u savcl a podili se na obezité a rezistenci
na inzulin. Bliz§i zkoumani exprese tohoto genu by mohlo pomoci boji s obezitou a svou
pozornost si zaslouzi diky participaci na cukrovce II. typu.

Gen KLK3, sledovany pro androgenni receptor sleduje svou expresi tendence
naméfené aktivity receptoru dle GRA. Pouze v nejvyssich koncentracich se jedna
0 vyznamny pokles exprese pozorovaného genu.

Problémem testovani na bunéénych liniich je skute¢nost, Ze procesy v nich
probihajici funguji izolované od ostatnich procest, které by za normaélnich podminek

probihaly v rdmci celého organismu, a tim je omezen vliv pochodu, ktery by se redlné
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uplatiioval. Ztréaci se tim komplexnost realného organismu a nelze pocitat s tim, ze aplikace
na zivy organismus by poskytla stejné vysledky jako testy na samotnych bunkach. Navic
se nejednd o piirozené se vyskytujici buniky, ale pro moznost méfeni aktivace receptort
pomoci luciferdzové aktivity, musely byt bunécné linie upraveny zasahem z vnéjsku. Dale
je pti vyhodnocovani vysledkl a vytvaieni hypotéz na zaklad¢ srovnani s jinymi studiemi
tteba uvazovat, na jakém organismu byly latky testovany. Je nutno brat v potaz absolutni
arelativni hodnotu nameétfenych vysledki. Rlzné chovani nanomateridlu lze ocekavat
u rizné velkych organism, proto je ohledné uhlikovych nanomaterial problém vyvozovat
né&jaké zavéry, protoze velkd spousta nasbiranych dat je testovana na mensich organismech
nebo izolované. Mimo to bylo pii testovani zamezeno vSem vné&jSim vliviim, které jsou
pro nas nadale nepiedvidatelné.

Vzhledem k tomu, ze problematika, ktera je pfedmétem této prace, neni dosud
potadné prozkoumana a uhlikové nanocéstice, GO obzvlaste, jsou na védeckém poli stale
novinkou, neni moc studii, ze kterych je mozno pifi hodnoceni vysledkii vychazet.
Vyvozovani konkrétnich zavéri vyzaduje dal$i zkoumani a mlze byt predmétem dalsi

studie.
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7. ZAVER

Tato diplomova préace se vénuje vlivu GO Ccastic na transkripéni aktivitu jadernych
receptorti — GR, TR a AR. Pro testovani byly vyuzity tfi bunécné linie, které byly pro metodu
GRA upraveny vnesenim reportérového plazmidu. Méteni pro GR bylo uskute¢novano
na linii HeLa a upravené linii AZ-GR, pro TR na HepG2 a upravené linii PZ-TR a pro AR
na bunécné linii 22Rv1 a upravené linii AIZ-AR.

Pro testovani cytotoxickych uc¢inkit GO na vybrané linie byl vyuzit MTT, ackoliv
teoreticka reSerSe odhalila, ze se nejednd o nejvhodnéjSi metodu meéfeni viability
v pritomnosti uhlikovych nanomateriali. I pfes tuto skute¢nost byl test vyhodnocen a pfijat
jako platny, protoze krom¢ namétené viability ani mikroskopické pozorovani neprokazalo
pozorovatelnou, a tedy vyznamnou toxicitu. U zadné z bunéénych linii neklesla viabilita
pod 90 % proti UT.

Metoda gene reporter assay byla zvolena pro ureni schopnosti GO aktivovat
nebo inhibovat transkrip¢ni aktivitu vybranych receptort. V piipadé bunééné linie AZ-GR
nedokazal GO receptory aktivovat ani ¢asteéné, ale v kombinaci s DEX se choval jako
synergista a signifikantni signal naméfeny pro GO 200 — 500 nm pii koncentraci 20 pg/ml
dosahl 160 % hodnoty, které dosahl vzorek oSetfeny samotnym DEX. U linie PZ-TR
dochazela k nartistu signalu pti méfeni agonistického 1 antagonistického modu a hodnoty
signalu stoupaly vzdy spole¢né s koncentraci testovaného GO. Pro agonisticky mod doséahl
nejvyssiho signalu vzorek oSetieny GO > 500 nm o koncentraci 20 pg/ml, ktery byl témét
srovnatelny se signdlem vyvolanym samotnym T3. V antagonistickém moédu dosahl
GO > 500 nm o koncentraci 20 pg/ml v kombinaci s T3 signalu o hodnoté 170 % samotného
T3. Oba pfipady byly signifikantni. Méfeni probihajici na linii AIZ-AR vV pfipadé
agonistického modu neposkytla Zadné zmény signalu proti UT, ale pouze u této linie byl
hodnot dosahly vzorky osetiené GO o stiedni (200 — 500 nm) a nejvétsi (> 500 nm) velikosti
¢astic o koncentraci 20 pg/ml, které dokézaly snizit aktivitu receptoru az o 40 % v porovnani
se vzorkem oSetfenym samotnym DHT.

Pomoci metody RT-PCR byla méfena exprese vybranych genii, které jsou
pod vlivem testovanych receptorti. Vysledky této metody poskytly riiznoroda data. Bunééna

rrrrr

nevykazal zadné vyrazné zmény exprese vuci kontrole vyjma vyrazného narlstu exprese
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pro vzorky osettené GO o velikosti 200 — 500 nm pfi koncentraci 0,2 pg/ml (176 % indukce
DEX) a 2 pg/ml (168 % indukce DEX). V ptipadé monitorovani prozanétlivého genu IL-6
byly také naméfeny pouze 2 vyrazné zmény exprese, a to pro GO 50 — 200 nm pii
koncentraci 2 pg/ml (2x indukce DEX) a 20 ug/ml (3x indukce DEX). Ostatni naméfené
hodnoty, ackoliv vykazovaly jasny trend v zavislosti na koncentraci, nebyly od negativni
kontroly pftili$ odlisné.

Na bunétné linii HepG2 byl testovan pouze 1 gen, ale Vv agonistickém
i antagonistickém modu. Ackoliv gen PCK1 v agonistickém modu nevykazuje zavislost
na koncentraci, je pozorovatelna zavislost na velikosti ¢astic v ramci jedné koncentrace.
S rostouci velikosti ¢astic namétena exprese klesa.

Exprese genu PCK1 (linie HepG2) v antagonistickém moédu a genu KLK3 (linie
22Rv1) v antagonistickém modu vykazuji stejné tendence, a to pokles exprese s naristem
koncentrace GO vyrazné nartstd proti negativni kontrole. Nejvyrazngjsi nariist exprese je

zaznamenan pro nejmensi velikosti GO ¢€éstic pti koncentraci 0,2 pg/ml (170 % indukce T3)

cv w7

sv v

exprese byla namétena pro nejmensi velikosti GO ¢astic pii koncentraci 20 pg/ml a to 70 %
indukce DHT.

Vysledky prezentované v této praci jsou vzdy primérem minimalné 3-5 pozorovani,
dle charakteru namétenych dat. Cile prace byly splnény — byl ur€en toxicky ucinek GO
na vybrané bunécné linie a jeho vliv na aktivitu vybranych recpetort. Vysledky, uvedené
Vtéto praci, mohou byt podmétem dalStho vyzkumu, ohledné genové exprese

a proteosyntézy.
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SEZNAM ZKRATEK

Zkratka
11b-HSD
ACTH
AD
AF-1, AF-2
AlZ-AR
AR

ARE
AZ-GR
BkF
CBG
cDNA
CoAl
CoR
CRH
CSFBS
CXYG
DBD
DEX
DHEA
DHT
DIOs
DMEM
DMSO
DNA
FBS
GAPDH
GC
GILZ

GO

Vyznam

11b-hydroxysteroid dehydrogenaza

Adrenokortikotropni hormon

Aktivni transaktiva¢ni doména

Aktivni funkéni oblast

Bunécna linie odvozena od lidského prostatického karcinomu
Androgenni receptor

Androgenni responzivni element

Bunécna linie odvzozena od lidského karcinomu délozniho Cipku
Benzo(k)fluoranten

Kortikosteroid vazebny globulin

Komplementarni DNA (complementary DNA)

Jaderny receptorovy koaktivator

Jaderny receptorovy korepresor

Kortikotropin uvoliujici hormon (corticotropin releasing hormon)
Charcoal stripped fetal bovine serum

Karboxyl grafen

DNA vazebna doména (DNA binding domain)
Dexamethason

Dihydroepiandrosteron

Dihydrotestosteron

Deiodindzové enzymy

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (kultivacni médium)
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

Fetal bovine serum

Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza

Glukokortikoidy (glucocorticoids)

Glukokortikoidem indukovany leucinovy zip (Glucocorticoid-induced
leucine zipper)

Grafen Oxid
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GR
GRA
GRE
HAT
HDAC
HgB
HPA

HSP
IL6
KLK3
LBD
LRH-1
MEM NEAA
MRNA
MSNPs
MTT
NLS
NR
NR3C1
NR3C4
NTD
PACs
PBS
PCB169
PCBs
PCK1
PCR
PSA
PZ-TR
RNA
RU486

Glukokortikoidni receptor

Gene reporter assay

Glukokortikoidni responzivni element

Histon acetyltransferaza

Histon deacetylaza

Hygromycin B

Hypothalamus-hypofyza-nadledvinkova osa
(hypothalamic-pituitary-adrenal)

Heat shock protein (Protein teplotniho Soku)

Interleukin 6

Kallikren souvisejici peptidazy 3 (Kallikrein related peptidase 3)
Ligand vazebna doména (Ligand biding domain)

Jaterni receptorovy homolog 1

MEM neesencialni aminokyseliny

Messenger RNA

Mezoporézni nanocastice oxidu kiemicitého
Methyltetrazoliova stl

Jaderny lokaliza¢ni signal (nuclear localisation signal)
Nukleéarni receptory

Gen pro GR (podrodina €. 3 NR, skupina C, ¢len 1)

Gen pro AR (podrodina ¢. 3 NR, skupina C, ¢len 4)
N-termindlni doména

Polyaromatické uhlovodiky

Fosfatovy pufr (Phosphate buffered saline)
3,3%,4,4°5,5°-hexachlorobyphenyl

Polycyklické bifenyly

Fosfoenolpyruvat karboxykinaza (Phosphoenolpyruvate carboxykinase)
Polymerazova tetézova reakce (Polymerase chain reaction)
Prostaticky specificky antigen

Bunécna linie odvozenad od lidského hepatocelularniho karcinomu
Ribonukleova kyselina

Mifepriston
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RXR Retinoidni X erceptor

SF-1 Steroidogenni faktor 1

SHBG Pohlavni hormon vazajici glubolin (sex hormone-binding globulin)
T3 Trijodthyronin

T4 Thyroxin

THRA,

THRB Geny kodujici thyroidni receptor
TR Thyroidni receptor

TR2 Testikularni receptor 2

TRE Thyroidni responzivni element
TRH Thyreotropin uvoliiujici hormon
TSH Stitnou zlazu stimulujici hormon
B -NF -naftoflavon
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