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Ukolem prace bylo otestovat pomoci Nrf2-ARE luciferazové zkousky modelové
chemikélie se zndmymi uCinky na organismus. Po ziskani zkuSenosti s praci s touto
metodou a bun&nou linii KeratinoSens™ otestovat vzorky s neznamymi u&inky na
lidsky organismus a na zéklad¢ predchozich zkusenosti s modelovymi latkami stanovit,
zda se jedna o latky senzibilizujici ¢i ne. V neposledni fadé bylo ukolem verifikovat a
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1 Uvod a cile prace

Tato prace byla zaméfena na zavedeni a vyuziti Nrf2-ARE luciferazové zkousky
KeratinoSens™ pro klasifikaci senzibilizace. Metoda byla zalozena na adherentni lidské
bunééné linii vyvinuté pied 23 lety, proto nebylo nutné, aby v testu byla pouzita lidska
nebo zvifeci tkan (EURL ECVAM, 2015a). V ramci metody bylo vyuzito 96-
jamkovych desek pro testovani vétsiho mnozstvi chemickych latek.

K testovani toxicity latek je dnes k dispozici velka skala in vitro testi. Dilezité pro
in vitro testy je, ze je mozné je provadét v malém méfitku, jsou relativné technicky a
¢asové nenaroéné a finanéné dostupné. Casto jsou pouzivany pro vétsi studie celé fady
chemikalii. K testovani senzibilizace je v dne$ni dob¢ téz snaha o pfechod k in vitro
testiim a upousténi od in vivo metod, pokud je to mozné.

Testované¢ chemické latky byly identifikovany jako potencidlni kozni
senzibilizatory, pokud indukce luciferdzové aktivity vykazovala aktivaci ARE elementu.
Bunééna linie s luciferazovou aktivitou vyzatrovala urCité stabilni pozadi zpisobené
zakladni aktivitou promotoru SV40 (EURL ECVAM, 2015). Identifikace potencialu
senzibilizace je u bunéénych modeld stanovena parametrem ECj s, coz je interpolovana
koncentrace 1,5 nasobku indukce luciferazy (OECD, 2015).

Pro méfeni cytotoxicity se vyuzivalo parametri metabolické aktivity bunék.
Naptiklad MTT (vitalni barvivo 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid), které v bufice podléha metabolické redukci, jejiz mira je indikatorem
metabolického stavu buiiky (Rehackova, 2010). K posouzeni cytotoxicity in vitro
S pouzitim bunéénych modelid je u testovanych latek stanoven toxikologicky parametr
ICs0, jedna se o inhibi¢ni koncentraci potfebnou ke snizeni Zivotnosti bun€k populace o
50% oproti kontrolni Zivotnosti. Pro stanoveni tohoto parametru musi byt testy
provedeny v sirokém rozmezi koncentraci (OECD, 2015).

Testovaci metoda ARE-Nrf2 luciferazovd zkouSka se pouZivd k podpote
rozliSovani mezi koZnimi senzibilizdtory a nesenzibiliztory. ZkuSebni chemikalie se
Vtestu povazuji za pozitivni, pokud vyvoldvaji statisticky vyznamnou indukci
luciferazové aktivity, Vv koncentracich které vyznamné neovliviiuji zivotaschopnost
bunék (Emter et al., 2010; Natsch et al., 2011).

Cilem prace bylo otestovat pomoci Nrf2-ARE luciferazové zkousky 3 modelové
latky se znamymi uc¢inky (kyselina salicylova, isopropanol, ethylen glykol
dimethakrylat). Po ziskani technickych zkusenosti k testovani touto metodou, otestovat
2 chemické latky s nezndmymi U¢inky na organismus (aldehyd aromatické struktury
(28/16) a ester dikarboxylové kyseliny aromatické struktury (3/16)). Dale pak
vyhodnotit jednotlivé testy dle kritérii OECD TG 442D, zda se jedna o latky
ne/senzibilizujici. A v neposledni fadé verifikovat a zavést tuto metodu do laboratorni
praxe pro Vyzkumny ustav organickych syntéz a. s. Pardubice, laboratof skupiny
Geneticka toxikologie/ In vitro testy.



2 Literarni prehled
2.1 Testovani toxicity

Nové chemické latky a jejich smési neustale piibyvaji a je potieba kazdou z nich,
kterdA ma byt pouzivana jakymkoli zpiisobem, podrobit testovani toxicity (Lapenna et
al., 2012). Vzhledem k naro¢nosti testovani obrovského mnozstvi novych chemickych
latek byl v ramci EU zaveden syst¢ém REACH (,,Registration, Evaluation, Authorisation
and Restriction of Chemicals® - Integrovany systém pro registraci, hodnoceni,
povolovani a omezovani chemickych latek), jehoz Gcelem je chranit lidské zdravi a
zivotni prostfedi a zaroven zachovat konkurenceschopnost priimyslu a umoznit volnou
distribuci a transport chemickych latek vramci EU. Jeho cilem je do roku 2020
bezpecné vyrabét, dovazet a pouzivat pouze chemické latky se zndmymi vlastnostmi a
identifikovanymi zdravotnimi riziky v celém jejich existenénim cyklu zptisobem, ktery
nepoSkozuje zivotni prostiedi a zdravi ¢lovéka (REACH, 2005). Natizeni EU <.
1907/2006 vstoupilo v platnost 1. ¢ervna 2007 (Davies, 2015). Proces testovani toxicity
chemikalii je v mnoha zemich fizen soustavou smérnic OECD (,,Organisation for
Economic Co-operation and Development - Organizace pro hospodatskou spolupraci a
rozvoj) (Buschmann, 2013).

2.2 Invivo testy

Tradi¢nim pfistupem pro hodnoceni toxicity se rozumi klasické testovani
metodami in vivo. In vivo pochazi z latiny a mizeme jej volné pielozit slovy ,,v Zivém®.
Tyto testy probihaji na celych organismech. Pfi in vivo testovani miizeme pozorovat
pfimou reakci testovaného organismu na aplikovanou cizorodou latku, zahrnujici
vSechny toxikodynamické a toxikokinetické procesy (Bhanushali et al., 2010). Pravé
toto je hlavnim diivodem, pro€ jsou stdle nejpouzivanéj$i a pro¢ vétSina poznatkil o
toxicité chemickych latek pochazi pravé z téchto testd (Zurlo et al., 1994). Nevyhodou
téchto testll je nutna extrapolace vysledkii na cilovy organismus, vétSinou clovéka.
Jedna se o dulezitou podstatu, protoze existuji mezidruhové rozdily ve vstfebavani
latek, metabolismu a jejich nasledném vylucovani (Page et al., 2013). Je dulezité tedy
brat v uvahu, ze modelovy organismus mtze byt méné ¢i vice citlivy k testované latce,
nez by mohl byt lidsky organismus. In vivo testy nejsou téz piili§ vhodné ke studiu
mechanism G¢inku toxickych latek, nebot’ v sob& zahrnuji pfili§ mnoho faktort, které
znesnadnuji interpretaci vysledkid. To je jednim z mnoha divodi, pro¢ se védci snazi
pomoci in vitro testi pfiblizovat situaci in vivo, ve kterych lze pracovat
Vv kontrolovanych podminkach s lidskymi bunénymi liniemi, a tim se do jisté miry
zbavit extrapolace ziskanych vysledka (Page et al., 2013).

Kazdoroc¢né je v EU pouzito 10,7 miliond zvitat k testovani, ale ,,pouze* 10%
Z nich je vyuzito k testovani toxicity a hodnoceni rizik (Grindon & Bhogal, 2005). In
ViVO testy se 1 navzdory snaham o sniZzovani poc¢tu laboratornich zvifat pouzivaji v ramci
syst¢tmu REACH, nebot’ jsou prozatim v fad¢ ptipad nenahraditelné a jejich podoba je
definovana fadou norem mezinarodnich instituci OECD, ISO (,International
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Organization for Standardization - Mezinarodni organizace pro standardizaci).
V toxikologii a farmakologii se in vivo testy vyuzivaji pii testovani akutni a systémové
toxicity, genotoxicity, reprodukéni a vyvojové toxicity, imunotoxicity, o¢ni, dermalni a
oralni toxicity. Zvirata pti testech podstupuji Casto bolestivé procedury a po ukonceni
testll byvaji vétSinou usmrcena. Pokusy na zvifatech byvaji Sirokou vetejnosti chapany
jako nutné zlo, kterému se s ohledem na lidskou bezpecnost nelze vyhnout (Pincock,
2005). Je tieba mit ale na paméti, Ze pokroky ve védeé by mély piinést moznosti naplnit
snahu o nahrazeni testovacich organismi metodami in vitro, bez snizeni soucasnych
bezpecnostnich standardu.

Zachazeni s pokusnymi zvitaty v EU upravuje smérnice 2010/63/EU, v CR zékon
&. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani v platném znéni. V Ceské republice lze
provadét pokusy na zvifatech jen na zékladé ziskaného rozhodnuti k pouzivani
pokusnych zvitat Ministerstvem zeméd¢€lstvi a o schvaleni projektu pokust podle § 23
odst. 1 a 23a odst. 1 pism. a) zdkona na ochranu zvifat od Ministerstva zdravotnictvi.
Kazdy pokus podléhé schvéleni odbornou komisi dan¢ho zatizeni (laboratote, ktera ma
pokus provést) a rezortni odbornou komisi Ministerstva zdravotnictvi. Smérnice
2010/63/EU a Zakon €. 246/1992 Sb. kodifikuji povinnosti pouzit alternativni metodu
misto pokusu na zvifeti, vzdy kdyz je schvilena a k dispozici (Ceska narodni rada,
1992; Evropsky parlament a Rada Evropy, 2010).

2.3 Invitro testy

Nahradou in vivo metod alternativami bez nutnosti testovani na zvitatech se
zabyva nékolik organizaci, napi. OECD, ECVAM (,,European Centre for Validation of
Alternative Methods® - Evropské centrum pro validaci alternativnich metod) a FRAME
(,,Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments® - Fond pro nahrazeni
zvitat v medicinskych pokusech). Spole¢nym cilem téchto organizaci je najit alternativy
V testovani toxicity chemickych latek, které jsou vsouladu s principy — 3R
(Replacement — nahrazovani, Reduction — snizovani, Refinement — zmirfiovani). Princip
3R byl navrzen v roce 1959 biology Williamem Russellem a Rexem Burchem v knize
Principy huméannich experimentalnich technik (Russell & Burch, 1959). Princip 3R
popisuje strategii pro minimalizovani pouZiti zvifat ve vyzkumu a pfi testovani toxicity
a jejich utrpeni zplisobené timto pouzitim. Za alternativni metodu je povaZovana
jakdkoli experimentalni metoda, kterd nevyzaduje pouziti celého zvifete. Neékteré
z téchto metod vedou jen k ¢aste¢nému nahrazeni zvifecich modell, je nutné vyuzit
zvitata pro ziskani bunék, tkani nebo organt pro nasledujici studie in vitro. Jiné metody
pln¢ nahrazuji postupy in vivo a nevyzaduji zadny biologicky material ziskany od
zvirete (Bhanushali et al., 2010).

V poslednich letech prosel obor toxikologie vyvojem, kdy zacal pro vyzkum
vyuzivat kromé celych organismil také jejich méné komplexni alternativy oznacované
jako in vitro, které vyuzivaji bunécné, tkanové ¢i organové kultury s vhodnymi
vlastnostmi podobné vyssim organismim vcetné ¢loveka. In vitro metody vyuzivajici
bunééné nebo tkanové kultury se staly dilezitym nastrojem k pochopeni dusledkt
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expozice cizorodym latkam a pro hodnoceni rizik. Doslo k rozvoji nové technologie in
vitro metod, které jsou hodnotnym nastrojem védeckého vyzkumu (Spielmann, 2013).
Pojem in vitro mizeme voln¢ pielozit jako ,,ve skle“. V in vitro testech se pracuje pouze
S ¢astmi organismu (buiky, tkané€, aj.). Pravé tento piistup je povazovan za nejvetsi
pozitivum v souvislosti s etickou strankou testovani chemickych latek. Bunky pro in
Vitro testy jsou ziskany téz zasahem do zivého organismu, ale je ziejmé, ze z hlediska
etiky je mnohem humannéjsi pracovat v mnoha in vitro testech s bufikami ziskanymi
Z jednoho jedince, nez pouzivat, ¢i usmrcovat nékolik desitek zivych organismi pro
kazdé testovani in vivo (Bhanushali et al., 2010).

In vitro testy jsou téz vyhodné z hlediska ¢asové a finan¢ni naro¢nosti, ale téz
Z hlediska snadnéjsiho a rychlejSiho provedeni. Bunécné i tkanové kultury jsou v dnesni
dob¢é pomérné snadno dostupné. V in vitro testech se pracuje vét§inou s pomérn¢ malym
mnozstvim bunék, jelikoz pisobeni chemickych latek se d4 pozorovat jiz v fddové na
desitkach bundk (Pampaloni et al., 2007). Rada vzorkti vin vitro testech lze
miniaturizovat a automatizovat. Na konkrétnich bunkach se v in vitro testech 1épe
studuji mechanismy ucinku cizorodych latek neZ na celych organismech, ale bohuzel
zatim nezahrnuji cely rozsah mist ucinku a procesii, na které mohou toxikanty
V organismu pusobit. Vyvijeji se rizné strategie in vitro testovani, mezi néz patii napf.
strategie AOP (drahy skodlivého ucinku), integrované testovani nebo bakterialni
testovani, které napomahaji predikci, jak se latka bude v organizmu chovat. In vitro
testy urcuji potencial pusobeni latky a praveé na zaklad¢ vice in vitro testt, které sleduji
rizné mechanizmy, lze 1épe popsat chovani latky a moznou reakci organismu.

Existuje mnoho validovanych alternativnich metod pro testovani kozni a o¢ni
drazdivosti, ale téz kozni senzibilizace, které maji pomérné jednoduché a dobie popsané
mechanismy. Tyto testy jsou velmi dobfe pouzitelné v praxi. Nékteré z téchto testi se
objevily jiz v roce 2004, a to jesté pied tim, nez REACH vstoupil v platnost. Byla snaha
0 aktualizaci technickych ptiloh, tak aby obsahovaly alternativni testy drazdivosti
pokozky, o¢i a akutni toxicity. Evropskd komise provedla konzultace o zménach
pozadavki tykajicich se testovani, pfi¢emz in vitro testy senzibilizace vstoupily
v platnost v roce 2016, jako alternativa ¢i uplna nahrada in vivo testd. V piipadé
senzibilizace kiize Evropska agentura pro chemické latky (ECHA) doporucuje zruseni
in vivo testll pouze v piipad¢, Ze Ize pomoci in vitro metod generovat dostatek informaci
(Davies, 2015).
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3 Metodika
3.1 Uvod

Kozni senzibilizator oznacuje latku, kterd po kontaktu s pokozkou vyvolava
alergickou reakci organismu, jak je definovano globalnim harmonizovanym systémem
klasifikace a oznaCovani chemikalii UN GHS (United Nations Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals) (United Nations, 2013). Podle
zkuSebni smérnice OECD se testovaci metoda ARE-Nrf2-luciferaza pouziva k podpoie
rozliSovani mezi koznimi senzibilizatory a nesenzibilizatory v souladu s UN GHS
(United Nations, 2013).

Na zaklad¢ védeckych poznatkli z posledni doby o chemickych a biologickych
mechanismech spojenych s kozni senzibilizaci byla vytvoifena koncepce drahy
Skodlivého ucinku AOP (,,Adverse Outcome Pathway*). Tato koncepce sleduje udalosti
vedouci k nepfiznivému zdravotnimu ucinku, tj. alergické kontaktni dermatitidé lidi
nebo kontaktni pfecitlivélosti hlodavct (Adler et al., 2011; OECD, 2012; EURL
ECVAM, 2014).

Tento proces se skladd z n€kolika fazi molekularnich mechanizmii. Nejprve se
molekula chemické latky, kterd vyvolava alergickou reakci organismu, kovalentné vaze
na kozni proteiny, coz predstavuje prvni fazi. Poté dochazi k pfepisu gentl, které
spoustéji zanétlivou reakci v buiice (druha faze). Po piepisu pfislusnych genii dochézi
k aktivaci dendritickych bunék, tento proces je provazen vznikem chemokint a cytokint
a predstavuje tieti fazi kozni senzibilizace. Nakonec dochazi k proliferaci T-bunék
imunitniho systému (Itoh et al., 1997; OECD, 2010; OECD, 2015).

Diky koncepci AOP byla navrzena zkuSebni metoda, popsand Vv této diplomové
praci (ARE-Nrf2 luciferazova zkouska), kterd se zabyva druhou klicovou
mechanistickou udalosti. Bylo zjisténo, Ze kozni senzibilizaci vyvolavaji geny, které
jsou regulovany tzv. antioxida¢nim responzivnim elementem ARE (Emter et al., 2010;
Natsch, 2010; Suzuki et al., 2013), coz je misto na DNA, které je konkrétné fizeno
transkripénim  faktorem Nrf2. Malé elektrofilni substance, jako jsou koZni
senzibilizatory, se mohou véazat na senzorovy protein Keapl, napf. kovalentni
modifikaci svého cysteinového zbytku, coz vede k jeho disociaci z Nrf2 (Itoh et al.,
1999; Holland & Fishbein, 2010; Baird & Dinkova-Kistova, 2011). Faktor Nrf2 pak
muze aktivovat ARE dependentni geny kodujici detoxikaéni enzymy druhé
mechanistické faze AOP (Dinkova-Kostova et al., 2005; Natsch, 2010; Baird &
Dinkova-Kistova, 2011; Kansanen, 2013).

Tato metoda, vyuZivajici bundnou linii KeratinoSens™ (viz. kapitola 3.3),
nemuze sama o sob& predikovat schopnost chemické latky alergizovat, musi byt pouzita
vzdy ve spojeni s dalSimi alesponn dvéma metodami, které postihuji prvni a tfeti fazi
kozni  senzibilizace, dle nafizeni  Evropské komise (OECD, 2015).
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3.2 Pouzité chemikalie, média, séra

DMSO

Firma Penta Kat. ¢. 12640

Isopropanol

Firma Penta Kat. ¢. 17510

Luciferaza Steady-Glo/ ONE-Glo Ex

Firma Promega Kat. ¢. E2510/E8110

DMEM s GlutaMAXem

FBS

MTT Firma Sigma Aldrich Kat. & MS5655 aj
Firma Alfa Aesar Kat. ¢. L11939

PBS + 0,05% EDTA Ptipraveno v laboratofi

Trypsin Firma Sigma Aldrich Kat. ¢. T4174

Firma Gibco Kat. ¢. 21885

Firma Sigma Aldrich Kat. ¢. F9665

aromatické struktury

Dimethylsulfoxid DMSO

Isopropanol ISO Firma Penta Kat. ¢. 17510

Kyselina Salicylova SA Firma Sigma Aldrich Kat. ¢.
84210

Ethylen glykol dimethakrylat EDGMA Firma Sigma Aldrich Kat. ¢.
335681

Aldehyd aromatické struktury | 28/16

Ester dikarboxylové kyseliny 3/16

RK, NK [Firma Penta Kat. ¢. 12640

Aldehyd kyseliny skoficové

Firma Sigma Aldrich Kat.

PK 239968

¢.
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V den testovani byly pfipraveny zasobni roztoky zkuSebnich chemikalii
rozpusténych v DMSO a sériove se fedily za pouziti dalstho DMSO, ¢imz se ziskalo 12
hlavnich koncentraci zkuSebnich latek v rozmezi 0,98 az 2000 uM.

Negativni  (rozpoustédlovou) kontrolou pouzitou v testovaci metodé
KeratinoSens™ bylo DMSO, pro které se piipravilo osmnact jamek na desku.
Negativni kontrola byla fedéna stejné, jak je popsano pro hlavni koncentrace zkusebnich
chemikalii, tak aby kone¢na koncentrace negativni kontroly byla o koncentraci 1%, o
niz se vi, ze neovliviluje zivotaschopnost bunék, a aby odpovidala Stejnym
koncentracim DMSO u testovanych chemikalii a u pozitivni kontroly (EURL ECVAM,
2014; OECD, 2015).

Pozitivni kontrola pouzitd v této metod¢ byl aldehyd kyseliny skoficové, pro
ktery se pfipravila série péti hlavnich koncentraci v rozmezi od 0,4 do 6,4 mM v DMSO
(ze zé&sobniho roztoku o koncentraci 6,4 mM) a fedila se stejnym zplsobem, jak je
popsano u zkuSebnich chemikalii tak, Zze kone¢na koncentrace pozitivni kontroly byla
V rozmezi 4 az 64 uM.

Pro kazdou zkuSebni chemikalii i pozitivni kontrolu bylo pro zjisténi predpovédi,
zda je pozitivni ¢i negativni, potiebné testovat model sestavajici alespon ze dvou
nezavislych opakovani obsahujici tii repliky (tj. celkem 6 fadkt s 12 koncentracemi na
dvou 96-jamkovych deskach). V pfipadé¢ nesouhlasnych vysledki mezi dvéma
nezavislymi opakovanimi, bylo nutné udélat tfeti opakovani, které obsahovalo tii
repliky (tj. celkem 9 tadku s 12 koncentracemi na ttech 96-jamkovych deskach). Kazdé
nezavislé opakovani se provadélo jiny den s Cerstvymi zadsobnimi roztoky testovanych
chemikalii a nezavisle odebranymi bunikami. V ramci verifikace bylo ovéfeno, ze testy
funguji stejné 1 pfi jiné pasazi bunek, ovSem pro budouci testovani bude dle smérnice
OECD TG 442D nutné pracovat pii nezavislych opakovanich se stejnymi pasazemi
bunék.

3.3 Bunécna linie KeratinoSens™

Pro tuto metodu byla pouzita bundna linie KeratinoSens'™ (Givaudan EURL
ECVAM), coz jsou imortalizované adherentni burniky odvozené od lidskych keratinocytd
HaCaT. Tyto buiky jsou transfekovany selektivnim plazmidem, ktery obsahuje
luciferazovy gen pod transkripéni kontrolou promotéru SV40 a ARE elementu z AKR1
C2 genu (Ryan et al., 2004; Gildea et al., 2006).

Po rozmrazZeni bunék byly pfed pouzitim v testu provedeny minimalné 2 pasaze a
byla ovéfena nepfitomnost mykoplazmat. Test pro ovéieni nepfitomnosti mykoplazmat
provadi smluvni nezévisla laboratof Generi Biotech Hradec Kralové.

3.3.1 Prace s bunéénou linii

Prace s bunécnou linii probihala za sterilnich podminek v biohazardnim boxu.
Buiiky se uchovavaly v kontejneru s tekutym dusikem.
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Pro rozmrazeni bunék se kultivaéni médium nechalo vytemperovat na teplotu
37°C. Do kryozkumavky se zamrazenymi buiikami se pfidalo malé mnozstvi
vytemperovaného média. Bunécnd suspenze se nékolikrat promichala, tim doslo
k postupnému rozmrazeni. Poté se suspenze pienesla do centrifuga¢ni zkumavky, kde
bylo pfipraveno dal§i vytemperované médium. Bunécna suspenze se nechala
centrifugovat pii 125 G po dobu 5 minut. Poté se odsal supernatant a bunky se
resuspendovaly Vv Cerstvém médiu a pienesly se do kultivaéni nadoby. Kultiva¢ni
nadoba se popsala nazvem bunééné linie, datem rozmrazeni a ¢islem pasaze.

Podobné se postupovalo u pasazovani bunék, kdy se kultiva¢ni médium nechalo
vytemperovat na teplotu 37°C. Pred pasdzovanim se builky zkontrolovaly pod
mikroskopem, zda nejsou kontaminované a jsou v dobrém stavu. Bunky se pasazovaly
vzdy o konfluenci 80 — 90%, nikdy ne 100%. Nejdfive se z bun¢k odsalo staré médium,
poté se buiikky omyly 2x PBS s pfidavkem 0,05% EDTA. K opldchnutym bunkam se
piidal trypsin a bunky se nechaly inkubovat pii 37°C, aby se odd¢lily ode dna kultiva¢ni
nadoby. Po uplynuti doby pro oddéleni bunék, zhruba 5-7 minut, se pfidalo Cerstvé
kultivaéni médium, ¢imZz doSlo kinaktivaci trypsinu. Builky se opakovanym
pipetovanim nahoru a dold resuspendovaly (tzn. rozdélily od sebe, aby nebyly ve
shlucich).

3.3.2 Charakteristika bunécné linie

K ziskani charakteristiky bun&né linie KeratinoSens'™ byla provedena zkouska
doby zdvojeni bunék - doubling time (Graf. 1). Jedna se o cCas, za ktery se pocet bunék
v populaci zdvojnasobi. Prakticky jde o primér genera¢ni doby bun¢k a matematicky
1ze tento Cas vyjadfit podilem doby kultivace k poctu generaci. Déleni bunék probiha za
idedlnich podminek geometrickou fadou, nékdy tomu tak vSak byt nemusi, a to
predevs§im z diivodu vy€erpani zivin nebo inhibici ristu zpisobenou zplodinami jejich
metabolismu. Klicovou vlastnosti je rychlost ristu, ¢im vétsi je rychlost rustu, tim
rychlejsi je doba zdvojeni bungk. V piipadé bunéené linie KeratinoSens™™ bylo zjisténo,
ze tato doba zdvojeni ¢ini 29 hodin (pfilohy Tab. 4). Jedna se o néco delsi ¢as nez u
jinych bunék, napt. TM3 bunky, jejichz doba zdvojeni se uvadi na 18 az 22 hodin, nebo
TM4 bunky, jejichz doba zdvojeni €ini 16 aZ 24 hodin (Albrechtova, 2013).

3.3.3 Doubling time

Kultivaéni médium se nechalo vytemperovat na teplotu 37°C. Pfed pasaZovanim
se buniky zkontrolovaly pod mikroskopem, zda nejsou kontaminované a jsou v dobrém
stavu. Nejdiive se z bunck odsilo staré médium, poté se bunky omyly 2x PBS
s ptidavkem 0,05% EDTA. K oplachnutym bunikdm se pfidal trypsin a buniky se nechaly
inkubovat pii 37°C, aby se oddé€lily ode dna kultiva¢ni nadoby. Po uplynuti doby pro
oddéleni bunék se ptidalo Cerstvé kultivaéni médium, ¢imz doslo k inaktivaci trypsinu.
Bunky se opakovanym pipetovanim nahoru a dolli resuspendovaly. Bylo nasazeno
celkem 8 Petriho misek, ¢tyii s pocatecni koncentrace 40 000 bungk a dalsi ¢tyfi misky
s pocatecni koncentraci 20 000 bun¢k. Nasledujici dny se vzdy bunky z 1 misky pro
kazdou koncentraci spasazovaly a poté spocitaly v Biirkerové komtrce.
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3.4 Tests modelovymilatkami
3.4.1 Pripravabunék (1.den)

Pro vyseti bun¢k na desku bylo tieba, aby buiky Vv kultiva¢ni lahvi dosahovaly
konfluence 80 — 90%. Bunky se spasazovaly a piipravila se bunééna suspenze o
koncentraci 8 x 10* bunék/ml v mnoZstvi 13 ml pro jednu 96 jamkovou desku.

Z této piipravené suspenze se pipetovalo 125 ul/jamku do bilé 96 jamkové
desky. VSechny koncentrace testované latky, v€etné pozitivni a negativni kontroly, se
pipetovaly v duplikatech na jednu desku nebo se piipravily celkem tii desky. Na jednu
desku byly pouzity 3 testované chemikalie ve 12 koncentracich. Zaroven bylo potteba
pfipravit vzdy jednu prihlednou desku pro barveni MTT, pro kontrolu cytotoxicity
testované latky.

Pfi nasazovani bun¢k na desku bylo dulezité zabranit sedimentaci bunék, proto
se bunétnd suspenze musela béhem pipetovani michat. Pokud se napipetovalo Spatné
mnozstvi bunék do jamek, dochazelo k vysoké variabilit¢ ve vysledcich testu a byla to
jedna z moznych chyb v metodice.

Po vyseti bunék se desky nechaly inkubovat po dobu 24 hodin v inkubatoru.
3.4.2 Expozice (2.den)

Pted uplynutim inkubacni doby se pfipravily zdsobni roztoky modelovych
chemikalii, fedici deska 100 x DMSO a médium pro expozici (DMEM + 1% FBS).
Mnozstvi tohoto média bylo tfeba ptipravit dle poctu desek.

3.4.2.1 Priprava roztoku testovanych chemikalii a pozitivni kontroly

Vsechny testované latky se fedily do finalni koncentrace 200 mM v DMSO.
Nejdiive se navazilo 20 — 40 mg testované latky a pfidalo se vypocitané mnoZstvi
DMSO dle vzorce:

kde
V ... objem DMSO v ml, které se musi ptidat
p ... Cistota chemikalie v %
MW ... molekularni hmotnost testované latky (g/mol)

W ... pfesna navazena hmotnost testované latky (mg)
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Tab. 1: Navazky a fedéni zasobnich roztokd modelovych latek

Navazka (mg)
1. ex 2. ex 3. ex
SA 49,30 * 47,68
ISO 23,41 28,77 51,67
EDGMA 105,50 * 48,23
CA 50,76 * 49,32
Rozpoustedlo (ml)

DMSO 1,72 * 1,66
DMSO 1,92 2,36 4,24
DMSO 2,50 * 1,14
DMSO 1,85 * 1,80

Ex. ... experiment
SA ... Kyselina Salicylova
ISO ... Isopropanol
EDGMA ... Ethylen glykol dimethakrylat
CA ... Aldehyd kyseliny skoticové
DMSO ... Dimethylsulfoxid
* pouzity roztoky z ptedchoziho méfeni (po rozmrazeni)

Tab. 2: Navazky a fedéni zasobnich roztokid neznamych latek

Navazka (mg)
1. ex 2. ex
3/16 23,61 *
28/16 22,65 *

Rozpoustédlo (ml)
DMSO 5,16
DMSO 6,17 *
Ex. ... experiment

3/16 ... Ester dikarboxylové kyseliny aromatické struktury
28/16 ... Aldehyd aromatické struktury
DMSO ... Dimethylsulfoxid
* pouzity roztoky z predchoziho méteni (po rozmrazeni)
3.4.2.2 Priprava redicich desek

Z ptipravenych zasobnich roztokl testovanych chemikalii byla vytvofena fedici
deska 100 x DMSO (Tab. 3). Na tuto desku byly pouzity 3 rizné chemikalii v fadcich A

18



az F. Deska obsahovala kontrolni fadek G, H s negativni kontrolou, pozitivni kontrolou
a blank.

Tab. 3: Schéma tedici desky 100 x DMSO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al Al | A2 | AS | AAd | A5 | A6 | A7 | AB | A9 | Al10 | All | Al12
B, Bl | B2 | B3 | B4 | B5 | B6 | B7 | B8 | B9 | BI0 | B11 | B12
c|C1|C2|C3|C4|C|C6|Cr | C8B]|CO|C10]|C11]|Crz
D D1 | D2 | D3 | D4 | D5 | D6 | D7 | D8 | D9 | D10 | D11 | D12
E| El1 | E2 | ES | E4 | E5 | E6 | E7 | E8 | E9 | E10 | E11 | E12

F|FL| F2 | FR3| F4 | F5 | F6 | F7 | F8 | F9 | F10 | F11 | F12

G| NK | NK | NK | NK | NK | NK|NK|]NK|NK| NK]/ | NK /| NK

H| NK | NK|NK|NK|NK|NK|PK|PK|]PK]| PK PK BL

Al -F12 ... koncentrace testovanych latek (0,098 — 200 mM)
NK ... negativni kontrola (kontrola S rozpoustédlem)
PK ... pozitivni kontrola (0,4 — 6,4 mM)
BL ... blank, negativni kontrola bez bunck

U testovanych latek se postupovalo tak, ze se napipetovalo 50 ul DMSO/ jamku
do sloupce 1 az 11. Do sloupce 12 se napipetovala kazda testovana chemikélie po 100
pl/ jamku z ptipraveného zasobniho roztoku 2000 mM. Poté se postupovalo tak, Ze se
latka tedila: vzalo se 50 ul z jamky ve sloupci 12 a pieneslo se do jamky na stejném
fadku ve sloupci 11, roztok v jamce se promichal pipetou alespoit 3x a takto se
postupovalo déle az do sloupce 1.

Do kontrolniho tadku se pipetovalo 50 ul DMSO pouze do sloupcti 1 az 10 a
sloupce 12. Do jamky ve sloupci 11 se ptfidalo 100 pl zasobniho roztoku pozitivni
kontroly (6,4 mM). Poté se opét fedila pozitivni kontrola tak, ze se z jamky 11 pieneslo
50 pl do jamky 10, stejnym zptsobem jako u chemikalii, az do sloupce 7.

Dal$im krokem byla pfiprava 4 x zfedéné desky DMSO. Z tedici desky 100 x
DMSO se pipetovalo po 10 pl/ jamku do nové desky a poté se do kazdé jamky ptidalo
240 pl média pro testovani/ jamku.
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Po ptipravé 4 x zfedéné DMSO desky a po uplynuti inkubacni doby se odsalo
kultivaéni médium z desky s bunkami a piidalo se 150 pl vytemperovaného média pro
expozici (DMEM + 1% FBS)/ jamku.

Ze 4 x ziedéné DMSO desky se nésledn¢ pipetovalo 50 pl/ jamku do bilé desky
pro luminiscenci a prithledné pro cytotoxicitu.

Takto ptipravené desky se prekryly folii, aby nedoslo ke kontaminaci, a nechaly
se inkubovat po dobu 48 hodin + 30 minut v inkubatoru.

3.4.3 Méreniluminiscence, barveni MTT (4. den)

Nejdiive bylo potfeba obarvit desku pro meétfeni cytotoxicity. Pfed koncem
expozice se piipravil barvici roztok MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid) navazenim barviva a rozpusténim v PBS (Tab. 4)

Tab. 4: Navazky a fedéni barviciho roztoku

Navazka (mg)

l.ex | 2.ex | 3.ex |4.ex | 5.ex
MTT | 15,00 | 50,90 | 50,26 | 7,60 | 53,09
Rozpoustédlo (ml)

PBS | 3,00 |10,20]10,30 | 1,52 | 10,62
EX. ...experiment

MTT ... ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid)
PBS ... Fosfatovy pufr

Po uplynuti expozi¢ni doby se odsdlo médium s latkou z kazdé jamky a
napipetovalo se cerstvé médium pro expozici 200 pl/ jamku. Do tohoto média se
napipetovalo 27 pul barviciho roztoku MTT / jamku, deska se piekryla folii a nechala se
Vv inkubdtoru barvit 4 hodiny.

Z desky pro luminiscenci se odsdlo médium a opatrné se ptidalo 50 pl Cerstvého
média pro expozici a poté 50 pl luciferazového substratu / jamku. Deska se nechala
trepat 5-10 minut na tfepacce, 500 rpm pfi laboratorni teploté. Po promichani se zméftila
luminiscence na luminometru Biotek Synergy HTX.

Po uplynuti 4 hodin barveni MTT se odsélo barvici médium ze vSech jamek a do
kazdé jamky na desce se pridalo 200 ul isopropanolu/ jamku. Deska se opét piekryla
folii a nechala se tfepat po dobu 15-30 minut na tfepacce, poté se zméftila absorbance pii
580 nm na spektrofotometru Biotek epoch.

Vitalni barvivo MTT je za normalnich podminek zluté barvy. Diky
mitochondrialnim enzymim dychaciho fetézce, umisténym na membranach bunck,
redukuji zivé buinky MTT na fialovy formazanovy derivat, ktery zastava uvniti bunék
ve form¢ nerozpustnych granuli. Po ptidani silného detergentu (napft. isopropanolu) se
nerozpustny formazan z bun€k uvolni a rozpusti, takze vznikne ¢iry roztok vhodny
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k fotometrickému stanoveni. Hodnota absorbance urCuje mnozstvi zivych bun¢k
(Laboratof experimentalni mediciny, 2011).

3.4.4 Méreniabsorbance (5.den)

Neékdy bylo nutné desku uskladnit v lednicce, piikrytou folii a alobalem pies noc,
pfipadné i1 vikend. Druhy den/ po vikendu se deska nechala tiepat 10 minut na tfepacce
a poté se zméfila absorbance.

3.5 Tests neznamymi chemikaliemi

Test s nezndmymi chemikaliemi byl proveden stejné jako s modelovymi latkami
véetné piipravy zasobnich roztoki, fedéni desek a dalSich krokd popsanych v kapitole
3.4 Test s modelovymi latkami.

3.5.1 Zavedeni testovaci metody

Pfed rutinnim pouzivanim metody bylo potieba prokazat technickou zpusobilost
k provedeni metody ziskanim spravné oekavané reakce KeratinoSens™ na testované
standardni latky (Tab. 5). Jednalo se o latky znamé, které maji dobie definované
senzibilizujici/ nesenzibilizujici vlastnosti, a na zdkladé toho byly vybrany jako
modelové, pro zavedeni metody. Také byly dale sledovany hodnoty EC1,5 a IC50, které
spadaji do pfislusného referencniho rozsahu téchto chemickych latek. Na zakladé
doporuceni OECD TG 442D byly vybrany latky k prokazani technické zplsobilosti tak,
aby reprezentovaly rozsah odpovédi zkuSebniho systému (bunééné linie
KeratinoSens™). Dalgimi kritérii pii vybéru dle smémice OECD pro modelové latky
byla komer¢ni dostupnost, vysoce kvalitni in vivo reference a dostupnost in vitro udaja
Z testovaci metody KeratinoSens'™ (OECD, 2015).
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Tab. 5: Vybrané chemikalie pro demonstraci technické zpusobilosti k testovaci metodé
za pouziti linie KeratinoSens ™.

EC1,5 IC50
s Fyzikalni : . KeratinoSens™ | (uM) (uM)
Chemikilie forma In vivo predikee (1) predikce (2) referen¢ni | referenéni
rozsah (3) | rozsah (3)
ISO tekuty negativni negativni > 1000 > 1000
SA pevny negativni negativni > 1000 > 1000
EDGMA tekuty Slabé pozitivni pozitivni 5-125 > 500
PK pevny pozitivni pozitivni 25-175 |>1000

(1) Piedpoveéd’ potencialu senzibilizace a G¢innosti in vivo zalozeny na datech LLNA
(,,Local Lymph Node Assay“) (Natsch et al., 2013). Uginnost in vivo odvozena pomoci
kritérii, které navrhla skupina ECETOC (,,European Centre for Ecotoxicology and
Toxikology of Chemicals®) (ECETOC, 2003).

(2) Prognéza KeratinoSens"™™ v porovnani s IATA (,,Integrated Approach to Testing and

Assessment*)

(3) Na zaklad¢ historicky pozorovanych hodnot (Natsch et al., 2011)
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4 Analyza dat a interpretace vysledku

K vyhodnoceni dat bylo doporuceno smérnici OECD TG 442D sestrojit graf
indukce luminiscence versus koncentrace, ktery ma znazornovat jasny vztah davka-
odpovéd’. (OECD, 2015)

Nejprve vSak bylo tieba z naméfenych hodnot spocitat indukci luciferazové aktivity
() a z triplikati potom maximalni pramérnou indukci luciferazové aktivity (Imax)
kazdé testované koncentrace, dle vzorce:

_ (Lsample—-Lblank)
a (Lsolvent—Lblank)

kde
Lsample ... naméfena luminiscence u testované chemikalie
Lblank ... namétend luminiscence u blanku

Lsolvent ... primérna luminiscence negativni kontroly

hodnota, ktera urcovala EC1,5, pocitana na zakladé linearni interpolace, tedy jako
geometricky primér individudlnich opakovani dle vzorce:

_ _ (1,5-1a)
EC1,5=(Cb — Ca) * b-12) + Ca
kde
Ca ... nejnizsi koncentrace (uM) s indukei luciferazy > 1,5

Cb ... nejvyssi koncentrace (uM) s indukei luciferazy < 1,5
Ia ... indukce v nejnizsi koncentraci s indukci luciferazy > 1,5 (pramér triplikati)
Ib ... indukce v nejvyssi koncentraci s indukei luciferazy < 1,5 (primér triplikatt)

Dale bylo tfeba z vysledkii naméfené absorbance spocitat Zivotaschopnost (V)
bunék u jednotlivych koncentraci dle vzorce:

_ (Asample—Ablank)
(Asolvent—Ablank)

kde
Asample ... naméfend absorbance u jednotlivych koncentraci testované latky
Ablank ... naméfend absorbance u blanku (jamka bez bun¢k, pouze s médiem)

Asolvent ... primérna namétend absorbance negativni kontroly
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Bylo nutné zkontrolovat, zda byla tato hodnota koncentrace pod IC30, tedy jestli
tato koncentrace nezptisobila 30 % redukce zivotaschopnosti dle vzorce:

(100—-x)-Va]

— [
IC30 = (Cb — Ca) * Vhva) + Ca

kde
Ca ...nejnizsi koncentrace (uM) s > 30 % redukce viability
Cb ... nejvyssi koncentrace (uM) s < 30 % redukce viability

X ... % redukce viability v pocitané koncentraci

Cv v

Vb ... % viability v nejvyssi sledované koncentraci

ZkusSebni chemikalie se v testu povazuji za pozitivni, pokud vyvolavaji statisticky
vyznamnou indukci luciferazové aktivity nad danou prahovou hodnotu (tj. >1,5 nasobek
nebo 50% zvysSeni) pod definovanou koncentraci, kterd vyznamné neovliviluje
zivotaschopnost bunék (tj. pod 1000 uM) a pii koncentraci, pti které je bunécna
zivotaschopnost vyssi nez 70 % (Emter et al., 2010; Natsch et al., 2011). Pro tento ucel
byla stanovena indukce luciferazové aktivity nad rozpoustédlovou (negativni) kontrolou
koncentrace potiebnad ke statisticky signifikantni vyznamnosti indukce luciferazové
aktivity urcuyjici EC1,5 by meéla byt interpolovana z kiivky davka-odpovéd’. Tato
hodnota by méla byt niz§i nez hodnota IC30, coZ naznacuje, Ze Zivotaschopnych bunék
je méné nez 70 % pro danou koncentraci. Nakonec bylo provedeno paralelni méfeni
cytotoxicity k vyhodnoceni, zda se na hladiné vykazujici indukci luciferazové aktivity,
tj. 1,5, nestava chemicka latka pii danych koncentracich toxickou pro buiky (OECD,
2015).

4.1 Platnost experimentu

Experiment je metoda s cilem ovéfit (verifikovat), vyvratit (falzifikovat) a nebo
stanovit platnost hypotézy, kterda umoznuje objev kauzalnich souvislosti (Nolen-
Hoeksema et al., 2009). Pro platnost experimentu v ramci SLP (spravné laboratorni
praxe), ve které je tato metoda zavadéna, je nutné mit splnény podminky, které postihuji
spravnou odezvu testovan¢ho bunécného systému. Pokud nejsou podminky splnény,
experimenty se musi zopakovat.

Variabilita v ramci tiech nezavislych pokust

Vysledky testu jsou akceptovatelné, pokud je relativni smérodatna odchylka
zivotaschopnosti bun¢k z priméri triplikati béhem trech nezéavislych experimentt < 20
%. Tato odchylka se vypocita dle vzorce:

RSD = SD/M x 100 (%)
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kde
RSD ... relativni smérodatné odchylka (%)
SD ... smérodatna odchylka
M ... primér soubéznych opakovani v ramci jednoho experimentu
Experiment je dale akceptovatelny, pokud spliuje také tyto podminky:

» Genova indukce pozitivni kontroly musi byt statisticky vyznamna nad hranici
1,5 alespon u jedné pouzité koncentrace (4-64 uM)

» Hodnota EC; s pozitivni kontroly v koncentraci 64 pM lezi v intervalu 2 — 8 uM

» Primérna variabilita mezi vSemi naméfenymi hodnotami negativni kontroly
(tzn. hexaplikat v ramci tiech nezavislych experimenti — tedy celkem 6x3
jamek) by méla byt do 20 %. Tato variabilita se vypocitd jako relativni
smérodatna odchylka.

Pokud vyslednd meéfeni nesplituji nckterou z podminek, experiment musi byt
zopakovan (OECD, 2015).

4.2 Predik¢éni model

Dle OECD TG 442D je vysledek KeratinoSens™ testu povazovan za pozitivni,
pokud splituje tyto podminky:

> Imax je vy$sinez 1,5 a zaroven statisticky vyznamny oproti negativni kontrole, na
zaklade vysledku ze statistického neparového Studentova t-testu.

» Bunécna viabilita je vyssi nez 70 % u nejnizsi koncentrace testované latky, ktera
ma indukci vice nez 1,5

» Hodnota EC; 5 je niz§i nez 1000 uM (nebo nez 200 pg/ml v ptipadé chemikalii
s nedefinovanou molekulovou hmotnosti)

» Lze popsat jasny vztah davka-odpovéd’ pro indukci luciferazy a testované latky
(nebo alespont dvoufazovou odpoveéd)

Vysledek KeratinoSens™ testu je povaZovan za negativni, pokud vyse uvedené
podminky nejsou splnény (OECD, 2015).

25



5 Vysledky

5.1 Charakteristika bunéc¢né linie

Pro ziskani charakteristiky bunécné linie KeratinoSens ™ byl pouzit test zdvojeni
bunék (doubling time) kapitola 3.3.3, vychozi koncentrace bun¢k byly 40 000 a 20 000

bunék/ misku.

Doba zdvojeni bunék

(doubling time)

250 000
©
% 200 000 //
= 150 000
>g /
2 100000 / /
[«3

0 T T T 1
0 24 48 72

Cas (hodiny)

e———miska 1 e=—miska 2

Graf. 1: Doba zdvojeni bunék na misce s poc¢atecni koncentraci 20 000 bun¢k (Eervena
kiivka) a 40 000 bun¢k (modra kiivka)

Z namétenych hodnot byl vypocten pramér na obou miskach pro kazdy den, déle
byla vypoctena hodnota x, pro kterou plati, Ze se rovna podilu celkovému poctu bun&k
ku poctu bun€k na zacatku. Poté nasledoval krok k vypocteni ristu bun¢k a nakonec
doba zdvojeni bunék vypocétena pomoci podilu linearniho logaritmu a ristu bunék.

Tab. 6: Vypocet doby zdvojeni bunék linie KeratinoSens ™™

Cas (hodiny) Primérna X = pocet R = In(x)/Cas Ln(2)/R
koncentrace bun¢k/ pocet
o bunék na
(bun¢k/ miska) zachtku
0 30 000 - - -
24 75500 2,516 - -
48 95 500 3,183 0,024 28,881
72 164 000 5,467 0,024 28,881
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5.2 Verifikace metody
5.2.1 Tests modelovymi latkami
Experiment 1

Byly provedeny testy u jednotlivych modelovych latek (kyselina salicylova,
isopropanol, ecthylen glykol dimethakrylat) K prokazani technické zpisobilosti
k provadéni metody KeratinoSens™. Jako pozitivni kontrola byl pouZit aldehyd
kyseliny skoficové, negativni kontrolou bylo DMSO, ve kterém byly modelové
chemické latky rozpustény. Modelové chemikalie byly testovany v koncentracich 0,98-
2000 uM. Pozitivni kontrola byla testovana v rozmezi koncentraci 4-64 uM. Déle byla
vypoctena hodnota ICsy a EC; 5 podle vzorci v kapitole 4. Analyza dat a interpretace
vysledkt je uvedena v tab. 7. Podminka pro akceptovatelnost experimentu byla splnéna,
genova indukce pozitivni kontroly byla statisticky vyznamné nad hranici 1,5 u vSech
pouzitych koncentraci 4-64 uM (Graf. 5).

Tab. 7: Shrnuti vysledki experimentu 1

IC50 (uM) EC1,5 (uM) Predikce
SA >2000 >2000 Negativni
ISO >2000 >2000 Negativni
EDGMA >1000 15,60 Slabé pozitivni
PK >1000 3,07 Pozitivni
SA
1,60 250,00
1,40
120 \ ~ o - 200,00
g 100 W N\ - 150,00 3
£ 0,80 \\/“'/\ 2
2 0,60 \\ - 100,00 8
>
0,40 - 50,00
0,20
0,00 T T T T T T T T T T T 0,00
P 2 AP %,\:\ﬁ’ Q0 P D '\900 ’1906
koncentrace uM
= |uminiscence indukcel,5 e==———MTT

Graf 2: Kyselina salicylova
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2 0,60 // \_| 10000 3
>
0,40 - 50,00
0,20
0,00 T T T T T T T T T T T 0,00
B H O P © 5 O O O O
koncentrace uM
= |uminiscence ====indukce 1,5 ==——MTT
Graf 3: Isopropanol
2,00 250,00
) \ °
= - 150,00 @
S 1,00 =
2 / \/\/\ - 100,00 g
>
0,50 \ - 50,00
0,00 T T T T T T T T T T T 0,00
D H O P S 5 0 L O

koncentrace uM

= |yminiscence =—==indukce 1,5 == MTT

Graf 4: Ethylen glykol dimethakrylat
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@ 7\ - 80,00 =
B 6,00 i)
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0,00 7 7 7 7 0,00
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koncentrace pM
= |uminiscence === MTT indukce 1,5

Experiment 2

Byly provedeny testy se stejnymi modelovymi latkami. Pozitivni kontrolou byl
stejné jako v pfedchozim experimentu aldehyd Kkyseliny skoficové.
chemikalie byly testovany v koncentracich 0,98-2000 puM. Pozitivni kontrola byla
testovana v rozmezi koncentraci 4-64 uM. Dale byla vypoctena hodnota ICsy a ECy 5
podle vzorcu v ¢asti 4. Analyza dat a interpretace vysledkid je uvedena v Tab. 8.
Experiment vtomto piipadé neni akceptovatelny, jelikoz nebyla splnéna jedna
z podminek. Hodnota ECy s pozitivni kontroly v koncentraci 64 uM nebyla v intervalu

2-8 uM (Graf. 9).

Graf 5: Pozitivni kontrola

Tab. 8: Shrnuti vysledkd experimentu 2

IC50 (uM) EC1,5 (uM) Predikce

SA >2000 >2000 Negativni

ISO >2000 >200 Negativni
EDGMA >500 11,70 Slab¢ pozitivni

PK >1000 10,65 Pozitivni
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Graf 6: Kyselina salicylova
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Graf. 7: Isopropanol
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Graf. 8: Ethylen glykol dimethakrylat
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Graf. 9: Pozitivni kontrola

Experiment 3

Stejné jako v ptedchozich 2 experimentech byly testovany stejné modelové
chemické latky. Test byl zopakovan, k ziskani vysledkt ze tii nezavislych experimenti,
a ovéfeni platnosti, zda je ¢i neni chemikalie EDGMA senzibilizujici/ nesenzibilizujict,
jelikoz akceptovatelnost druhého experimentu nebyla potvrzena. Negativni kontrolou
bylo DMSO, ve kterém byly latky rozpustény. Modelové chemikalie byly stejné jako u
predchozich experimenti testovany v rozmezi koncentraci 0,98-2000 uM., rovnéz
pozitivni kontrola jako u pfedchozich experimentl Vrozmezi koncentraci 4-64 uM.
Dale byla vypoctena hodnota ICsq a ECy5 podle vzorcu v kapitole 4. Analyza dat a
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interpretace vysledku je uvedena v Tab. 9. Experiment je akceptovatelny, byla splnéna
podminka pro primérnou variabilitu mezi vS§emi naméfenymi hodnotami negativni
kontroly (relativni smeérodatnd odchylka hexaplikdtu Vvramci tfech nezéavislych
experimentt byla do 20 %).

Tab. 9: Shrnuti vysledkti experimentu 3

IC50 (uM) EC1,5 (uM) Predikce
SA >2000 >2000 Negativni
ISO >2000 >2000 Negativni
EDGMA >1000 23,43 Slabé pozitivni
PK >1000 6,27 Pozitivni
SA
1,60 160,00
1,40 140,00
o 120 /;\/\\ 120,00
£ 1,00 = i ~<— 100,00 X
2 0,80 / \ 80,00 =
E 0,60 /'—/\ \ 60,00 &
~ 0,40 N\ \ 40,00
0,20 20,00
0,00 T T T T T T T T VII\ 0,00
SN \‘?@,,;\,’3('9 & 5P PSS o '1906
koncentrace pM
= |uminiscence indukce 1,5 === MTT

Graf 10: Kyselina salicylova
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Graf 11: Isopropanol
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Graf 12: Ethylen glykol dimethakrylat
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Graf 13:Pozitivni kontrola
5.2.1.1 Vyhodnoceni experimentii se znamymi latkami

Pfi vyhodnoceni se posuzuji dva nezavislé experimenty. Pokud jsou ob¢
opakovani pozitivni, vysledek je pozitivni. Pokud jsou ob€ opakovani negativni,
vysledek je negativni. V ptipadé, Ze se prvni dvé opakovani neshoduji, provede se tieti
nezavisly experiment, na jehoz zaklad¢ se pristupuje k celkovému vyhodnoceni. Test s
modelovymi chemikaliemi: Kkyselina salicylova, isopropanol a ethylen glykol
dimethakrylat l1ze povazovat za platny, na zakladé tii nezavislych experimentt (Tab.
10).

Tab. 10: Splnéni podminek platnosti experimentu — souhrn vSech experimenti

Podminky platnosti Ne/splnéni
podminek
platnosti
1 2 3 1 (2|3
1. experiment 4-64 UM 3,07 uM 19,92 % + |+ |+
2. experiment 16-64 uM 10,65 uM 13,87 % + - +
3. experiment 8-64 uM 6,27 uM 12,65 % + |+ |+

+ Spliiuje podminky, - Nespliuje podminky
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5.2.2 Tests neznamymi latkami

Experiment 1

Na zéklad¢ predchozich ziskanych zkuSenosti s touto metodou byly testovany neznamé
vzorky pod oznacenim 28/16 a 3/16. Vzorky musely byt uvedeny pod ¢isly, jelikoz se
jednalo o testované vzorky podléhajici obchodnimu tajemstvi. V piipadé neznamého
vzorku pod oznacenim 28/16 §lo o aldehyd aromatické struktury. Neznamy vzorek 3/16
byl ester dikarboxylové kyseliny aromatické struktury. Neznamé vzorky byly testovany
ve stejnych koncentracich jako modelové chemikalie, a to v rozmezi koncentraci 0,98-
2000 uM., stejné tak pozitivni kontrola v rozmezi koncentraci 4-64 M. Byla vypoctena
hodnota ICsp a EC;s (Tab. 11). Indukce luciferazové aktivity ani u jednoho

z neznamych vzorkl nedosahovala hranice 1,5 (Graf. 14,15).

Tab. 11: Shrnuti vysledkt experimentu 1 s neznamymi latkami

IC50 (uM) EC1,5 (uM) Predikce
28/16 155 >2000 Negativni
3/16 >2000 >2000 Negativni
PK >1000 7,80 Pozitivni
28/16
1,60 200,00
1,40
1,20 -— - 150,00
g 1,00 7Aé?< - 100,00 &
= 0,80 ~ \ £
£ 0,60 - 50,00 &
>
o
’ \—-
0,00 T T T T T T T |\-|; T T '50,00
D H 9 D © O © O &
Q¥ AT T AT O Y QY PP S
koncentrace uM
= |uminiscence indukce 1,5 === MTT

Graf 14: Nezndmy vzorek 28/16
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Graf 15: Neznamy vzorek 3/16
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Graf 16: Pozitivni kontrola

Experiment 2

Provedenim tohoto experimentu s neznamymi vzorky byly ovéfeny hodnoty druhym
nezavislym opakovanim. Neznamé vzorky byly testovany v rozmezi koncentraci 0,98-
2000 uM., pozitivni kontrola v koncentracich 4-64 uM, stejné jako u piedchoziho
experimentu. Byla vypoétena hodnota ICso a ECy5 (Tab. 12). Indukce luciferazové
aktivity ani u jednoho z neznamych vzorkt opét nedosahovala hranice 1,5 (Graf. 17,18).
Relativni odchylka negativni kontroly do 20 % byla dle pozadavkt na akceptovatelnost
experimentu splnéna.
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Tab. 12:

Shrnuti vysledkd experimentu 2 s neznamymi latkami

IC50 (uM) EC1,5 (uM) Predikce
28/16 83 >2000 Negativni
3/16 >2000 >2000 Negativni
PK >1000 6,27 Pozitivni
1,60 140,00
1,40 - 120,00
1,20 \ .
100,00
1,00 -
° - 80,00 ¢
g 0,80 N i
_g - 60,00 E
2 0,60 o
L 'S
0,40 \ 40,00
020 k - 20,00
0,00 T T T T T T T T “4 B 0,00
D H .9 D L0 H 9 H59 R0 O OO
0,20 KPP AT Vg N PSS 20,00
koncentrace uM
= |uminiscence ====indukce 1,5 === MTT
Graf 17: Neznamy vzorek 28/16
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Graf 18: Neznamy vzorek 3/16
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Graf 19: Pozitivni kontrola
5.2.2.1 Vyhodnoceni experimentii s neznamymi vzorky

Pfi vyhodnoceni se posuzuji dva nezavislé experimenty. Pokud jsou obé opakovani
pozitivni, vysledek je pozitivni. Pokud jsou obé opakovani negativni, vysledek je
negativni. Test s neznamymi chemikaliemi: 28/16 a 3/16 lze povazovat za platny, na
zaklad¢ dvou nezavislych experimentt (Tab. 12).

Tab. 12: Splnéni podminek platnosti experimentu — souhrn v§ech experimenti

Podminky platnosti Ne/splnéni
podminek
platnosti
1 2 3 1 (2|3
Experiment 1 8-64 uM 7,80 uM 16,84 % + |+ |+
Experiment 2 8-64 uM 6,27 uM 17,84 % + |+ |+

+ Splituje podminky
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6 Diskuze

Testovanymi latkami byly kyselina salicylovd, isopropanol, ethylen glykol
dimethakrylat, aldehyd aromatické struktury (28/16) a ester dikarboxylové kyseliny
aromatické struktury (3/16). Prvni tii latky byly testovany zejména pro své znamé
ucinky Vv testech in vitro/in vivo na modelovych organismech a bunéénych kulturach pro
ziskani dovednosti k provadéni této metody. Nezndmé latky pod oznacenim 28/16 a
3/16 byly naopak testovany pro zjisténi jejich ucinku na buné¢nou kulturu v in vitro
testech, na zakladé ptedchozich zkuSenosti s modelovymi latkami.

Experiment byl proveden na bun&éné kultufe KeratinoSens'", ktera byla pro tento
test doporu¢ena OECD Test Guideline 442D (OECD, 2015). K hodnoceni
cytotoxického potencidlu testovanych latek byla pouzita metoda MTT assay, kterd se
zaklada na kolorimetrickém stanoveni barevného formazanu, ktery vznika redukci
vitalntho barviva MTT a dochéazi k fialovému zbarveni Vv metabolicky aktivnich
bunkach (Mosmann, 1983; Berridge et al., 2005).

Testované chemické latky byly identifikovany jako potencialni kozni
senzibilizatory, pokud indukce luciferazové aktivity vykazovala aktivaci ARE elementu.
Bunécnd linie s luciferdzovou aktivitou vyzatovala urcité stabilni pozadi zplsobené
zakladni aktivitou promotoru SV40. Indukce luciferazové aktivity podobna tomuto
pozadi byla determinovand pro vztah kiivky davka-odpovéd’ v rozmezi koncentraci
0,98-2000 uM. Na zakladé téchto dat byla hodnota EC;s definovana, jako hodnota,
ktera udavala koncentraci potiebnou pro indukci genu o 50 % oproti pozadi (EURL
ECVAM, 2015). Po ptidani luciferazy by méla byt bunééna viabilita vyssi nez 70% a
ktivka davka-odpoveéd’ pro luciferazovou indukci podobnd mezi jednotlivymi repeticemi
(EURL ECVAM, 2013).

Pro porovnani toxického plisobeni latek na bunky byl zvolen parametr ICsq. Tato
veli¢ina vyjadfovala koncentraci testované latky, ktera byla nutna k redukci Zivotnosti
bunééné populace o 50 %. Experiment byl proveden v Sirokém rozmezi koncentraci
testovanych latek 0,98-2000 puM, pro lepsi zachyceni rozmezi hodnot koncentraci
s projevem toxicity. Pokud vsak doslo k zachyceni luciferazové indukce v netoxické
koncentraci, jednalo se o falesnou pozitivitu genové indukce generovanou koznimi
senzibilizatory (EURL ECVAM, 2015).

Zvolené latky nebyly rozpustné ve vod¢, proto byl jako vhodné rozpoustédlo
zvolen dimethylsulfoxid (DMSO). Jedna se o latku pro buriky obecné toxickou, ovsem
v koncentraci do 1 % lze pokladat za netoxickou (Stehnova, 2011). Pro zajisténi validity
byly soucasti experimentu pouze vzorky s obsahem 1 % DMSO (negativni kontrola).

Pro experiment bylo téZ nutné pouZit optimalizované mnozstvi bunék, a to 8 x 10”
bunék/ml pro jednu 96 jamkovou desku.

V experimentu 1 pfi testovani modelovych latek si lze povSimnout dosti velké
variability mezi jednotlivymi jamkami, coz muZe byt zplsobeno Spatnou technikou
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fedéni nebo nedostatecnym michanim suspenze pii nasazovani bun¢k na desku, jak
zminuje guideline v instrukcich, na co si dat pozor béhem testovani (OECD, 2015).
Kyselina salicylova a isopropanol nedosahovaly hranice indukce luciferdzové aktivity
1,5 (Graf. 2,3), naopak ethylen glykol dimethakrylat dosahoval hranice indukce 1,5 jiz
v koncentraci 15,6 uM (Graf. 4), s piihlédnutim k cytotoxicité (pfilohy Tab. 2) dochazi
k redukci zivotaschopnosti bunék pod 70% az v koncentraci 1000 uM.

Pozitivni kontrola v experimentu 2 vykazovala spravn¢ toxicky uc¢inek (Graf. 9),
ale pii pohledu na zivotaschopnost (piilohy Tab. 4) nedoslo k o¢ekavané odezvé bunék.
Jednim z mozZnych vysvétleni, pro¢ nenastala redukce Zivotaschopnosti bunék, mohlo
byt, ze do pruhledné desky nebyla ptfidana pozitivni kontrola. Chyba mohla vzniknout
pti fedéni vice desek najednou. Na tomto misté je vidét, jak dilezité je si desky oznacit
a nevynechat pfi pipetovani zadnou jamku. A pravé z tohoto diivodu nebyla splnéna
jedna z podminek pro platnost experimentu (kapitola 3.7.2 bod 2: indukce luciferazové
aktivity pozitivni kontroly v koncentraci 64 uM musi byt v rozmezi 2-8 uM (OECD,
2015; EURL ECVAM, 2015). Vzhledem k témto okolnostem bylo nutné provést dalsi
nezavisly experiment.

Variabilita mezi jamkami u vzorku 3/16 byla velmi podobna, bohuzel u vzorku
28/16 se od koncentrace 250 uM hodnoty viability posouvaly do zapornych ¢isel.
Podobné tomu bylo vSak v dal$im experimentu, kdy dosahovaly hodnoty cytotoxicity ve
vysSich koncentracich u vzorku 28/16 zapornych hodnot. Tato ¢isla mohou znamenat
dvé véci: 1) v jamkach bylo napipetovano pouze malé mnozstvi bunék nebo 2) muize se
jednat o vlastnost testované chemikalie, jelikoz jde o druhy nezavisly experiment, kdy
se hodnoty viability u vzorku 28/16 posouvaly do zapornych hodnot.

Chemické latky byly hodnoceny jako pozitivni nebo negativni. Latka byla
pozitivni, pokud indukce luciferdzové aktivity byla statisticky vyznamna, tedy
dosahovala hodnoty 1,5 alespon dvakrat ze tii opakovani. Hodnota EC; 5 byla pod 1000
uM a viabilita ve stanovené koncentraci ECy5 byla vyssi nez 70 %. Latky byly
hodnoceny jako negativni, pokud nebyla zaznamenana Zzadna statisticky vyznamna
indukce, nebo pouze v jednom opakovani, nebo pokud byla indukce zaznamenana
v koncentraci vyssi nez 1000 pM nebo pouze pii cytotoxickych koncentracich (EURL
ECVAM, 2015).

Standardni odchylka genové indukce pozadi pro DMSO (negativni kontrola) byla
pocitana pro tii repetice, test byl akceptovatelny, pokud odchylky tohoto pozadi byly do
20 %. Aldehyd kyseliny skoficové (pozitivni kontrola) byl pozitivni ve vSech
akceptovatelnych opakovanich. Jelikoz v experimentu 2 nebyla splnéna podminka pro
hodnotu pozitivni kontroly, ktera dle OECD (2015), musi byt v koncentraci 64 uM
vintervalu 2 — 8 uM, experiment nebyl akceptovan. Tato hodnota dosahla ¢isla 10, 65
uM a proto probéhlo dal$i nezavislé méteni, experiment 3, kdy byly jiz vSechny
podminky pro akceptovatelnost experimentu splnény.

V rdmci celé experimentalni ¢asti diplomové prace bylo zahrnuto 5 experimentt
s duplikaty/ triplikaty, ve vSech ptipadech byl aldehyd kyseliny skoficové pozitivni.
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Kritéria pro variabilitu do 20 % byly splnény ve vSech péti piipadech. Kritéria pro
aldehyd kyseliny skoficové byly signifikantné pozitivni (EC15 < 64 uM) a byly splnény
opét ve vSech péti pripadech z péti. Kvantitativni kritéria pro indukci aldehydu kyseliny
skoficové v koncentraci 64 uM byly v rozmezi 2-8 uM splnény pouze ve Ctyfech
ptipadech z péti (80 %). Dale EC; s byla v rozmezi koncentraci 7-30 uM splnéna opét ve
vSech péti ptipadech (100 %). Pouze v jednom z péti piipadi tedy nebyly splnény
kvantitativni parametry pro akceptovatelnost.

Vysledky ukéazaly, ze modelové latky testované pii verifikaci metody vyvolaly
stejnou odpovéd’, jako u historickych kontrol. OECD (2015) uvadi stejné zavéry:
kyselina  salicylova  negativni  (nesenzibilizujici),  isopropanol  negativni
(nesenzibilizujici), ethylen glykol dimethakrylat slab&é pozitivni (slabé senzibilizujici).
V dalsi casti experimentu byly provedeny testy s neznamymi latkami (28/16, 3/16),
vysledky pfinesly zavér, ze se jedna v obou pfipadech o latky S nesenzibilizujicim
potencialem (v této metode¢).
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7 Zavér
V testech bylo celkem testovano 5 chemickych latek, 3 modelové chemické latky se

znamymi Uc¢inky na organismus a 2 chemické latky s neznamymi G¢inky na organismus.

K ziskani dat byla pouzita metoda Nrf2-ARE luciferdzova zkouska. Metoda byla
testovana na bundné linii KeratinoSens ™. Data byla srovnana s jinymi studiemi, které
se zabyvaly verifikaci této metody.

Bylo prokézano, ze kyselina salicylova a isopropanol jsou latky nesenzibilizujici,
naopak ethylen glykol dimethakrylat je latka slab¢ senzibilizujici.

Neznamé vzorky byly na zakladé zkuSenosti s modelovymi latkami vyhodnoceny
jako latky s nesenzibilizujicim potencidlem.

Metoda byla na zaklad¢ experimentdlnich dat verifikovana a zavedena do
laboratorni praxe pro laboratof skupiny Geneticka toxikologie/ Testy In vitro
Vyzkumného tstavu organickych syntéz, a. s. Pardubice.
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8 Prilohy
Doubling time

Tab. 1: Pocet bun¢k na misce za 3 dny

koncentrace koncentrace
bunék/ miska | bunék/ miska
1) (2)
0 hodin 40 000 20 000
24 hodin 108 000 43000
48 hodin 144 000 47 000
72 hodin 221 000 107 000

Test se znamymi latkami
Experiment 1

Na spektrofotometru Biotek epoch byla naméfena absorbance pti vinové délce 580 nm.
Me¢éieni byla provedena ve zvolenych koncentracich 0,98-2000 uM u testovanych
chemikalii. Pozitivni kontrola byla meéfena Vrozmezi koncentraci 4-64 puM. Nize
uvedena data (Tab. 2, 4, 6) zachycuji viabilitu bunék ve vSech koncentracich po
obarveni vitalnim barvivem MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid). Dle vzorci z kapitoly 4. analyza dat a interpretace vysledkl byly vypocéteny
dalsi parametry nutné pro akceptovatelnost a vyhodnoceni experimenti. Na
luminometru Biotek Synergy HTX byla naméfena luminiscence a poté vypocitana
indukce luciferazové aktivity (Tab. 3, 5, 7).

Tab. 2: Viabilita v % u vybranych chemikalii

0,98 1,95 3,9 7,8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
SA 132,82| 169,08 138,22| 180,73 140,87 192,47 111,33] 12894 120,14 152,14| 141,82 123,74
1SO 71,10 101,68 213,39 138,69 173,82 218,97 152,42 135,10 168,99 180,82 141,91 159,52
EDGMA 69,20 112,37 144,56 149,20 128,85 209,13 94,86 124,49 88,90 103,38 57,84 9,28
4 8 16 32 64
PK 106,79 104,85 110,78 86,85 33,14
primér| sm. odch| rel. odch %
NK 1,63 0,32 19,92

Tab. 3: Luminiscence u vybranych chemikalii

0,98 1,95 3,9 7.8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000

SA 1,39 0,98 1,17 0,86 1,20 1,12 1,17 1,21 1,16 0,91 0,90 0,54

150 1,07 1,24 1,28 1,06 1,04 1,22 1,12 1,15 1,21 1,32 1,21 0,61

EDGMA 1,06 1,30 1,18 1,14 1,50 1,30 1,24 1,31 1,30 1,66 1,24 1,03
4 8 16 32 64

PK 1,60 2,00 2,98 7,84 3,07
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Experiment 2

Tab. 4: Viabilita v % u vybranych chemikalii

0,98 1,95 3,9 7.8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
SA 92,489 101.298 94,534 172,919 87,036 133.386 144.082| 155,092| 183,091 87,770 65,959 61,974
IS0 75,85 96,81 87,24 74,42 93,65 87,28 89,51 97,57 88,89 98,28 97,48 105,67
EDGMA 83,95 94,09 100,43 93,67 104,53 101,82 96,33 113,95 99,10 104,65 34,52 20,46
4 8 16 32 64
PK 259,88 313,96 269,42 248,42 282,22
pramér  |sm. odch |rel. odch %
NK 0,83 0,11 13,87
Tab. 5: Luminiscence u vybranych chemikalii
0,98 1,95 3,9 7,8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
SA 1,04 1,20 1,16 1,20 1,30 0,65 0,62 0,50 0,55 0,75 0,96 0,53
IS0 1,08 1,04 1,06 1,18 1,00 1,09 1,15 1,03 0,93 1,08 0,94 0,97
EDGMA 0,87 1,06 0,99 1,34 2,30 1,36 2,15 3,99 8,82 51,36 121,62 51,64
4 8 16 32 64
PK 1,49 2,34 2,44 5,13 10,65
Experiment 3
Tab. 6: Viabilita v % u vybranych chemikalii
0,98 1,95 3,9 7.8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
SA 100,99 89,14 90,01 85,68 95,73 104,13 87,67 125,05 119,27 134,80 103,80 96,69
1SO 138,13 73,83 96,14 97,78 72,85 99,22 85,25 81,81 115,49 119,76 102,00 116,60
EDGMA 111,21 93,56 89,63 92,90 82,14 117,28 101,54 162,67 59,20 111,26 96,52 33,05
4 8 16 32 64
PK 53,38 94,86 72,44 69,28 83,18
primér |sm. odch |rel. odch %
NK 1,84 0,23 12,65
Tab. 7: Luminiscence u vybranych chemikalii
0,98 1,95 3,9 7.8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
SA 0,50 0,19 0,66 0,64 0,74 0,46 0,63 0,91 0,61 0,12 0,20 0,05
150 0,56 1,30 0,74 0,65 0,58 0,50 0,57 0,95 0,85 0,89 0,97 0,55
EDGMA 0,50 0,54 0,42 0,92 1,22] 3,73 10,82 62,45 64,51 8,77 0,31 -0,02
4 8 16 32 64
PK 1,37 1,69 3,30 2,21 6,27

Test s neznamymi latkami

Experiment 1

Na spektrofotometru Biotek epoch byla namétena absorbance pii vinové délce 580 nm.
Meéteni neznamych latek byla provedena ve zvolenych koncentracich 0,98-2000 uM a
pozitivni kontrola v rozmezi koncentraci 4-64 puM. Nize uvedena data (Tab. 8,10)

zachycuji viabilitu bun¢k u neznamych vzorkli ve vSech koncentracich po obarveni
vitalnim barvivem MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid).
Dle vzorci z kapitoly 4. analyza dat a interpretace vysledkd byly vypocteny dalsi
parametry nutné pro akceptovatelnost a vyhodnoceni experimenti. Dale byla na
luminometru Biotek Synergy HTX naméfena luminiscence a poté vypocitana indukce
luciferazové aktivity neznamych vzorka (Tab. 9,11).
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Tab. 8: Viabilita v % u neznamych vzorki 28/16 a 3/16.

0,98 1,95 3,9 7,8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
28/16 142,92 136,70 124,20( 103,72 91,44 99,08 82,72 29,46 20,90 34,30 35,22 30,38
516 137,46| 120,03 181,04 101,12 100,07 157,14 89,14| 110,24 23532 78,19| 130,48 103,82
4 8 16 32 64
PK s1,08| 113,38 149,31 88,61| 140,52
primér |sm. odch |rel. odch %
NK (.66 0.1 16,84

Tab. 9: Luminiscence u neznamych vzorka 28/16 a 3/16

0,98 1,95 3.9 7.8 15,6 31,25] 62,5 125 250 500 1000 2000
28/16 0,82] 1,08 0,90 0,91 0,77 1,02] 1,06 0,52 0,03 0,01 0,00 0,01
'3/16 0,84 0,86 1,03 1,09 1,03 1,12] 1,25 1,23 1,29 1,10 1,25 1,39
4 8 16 32 64
PK 1,24 1,51 2,91 1,96 5,50

Experiment 2

Na spektrofotometru byla namétena absorbance pii vinové délce 580 nm. M¢efeni byla
provedena ve zvolenych koncentracich 0,98-2000uM a pozitivni kontrola v
koncentracich 4-64uM. Nize uvedena data (Tab. 10) zachycuji viabilitu bunék u
nezndmych vzorkl ve vSech koncentracich po obarveni vitalnim barvivem MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid). Dle vzorci z ¢asti analyza
dat a interpretace vysledkl byly vypocteny dal$i parametry nutné pro akceptovatelnost a
vyhodnoceni experimentii. Déle byla na luminometru namétfena luminiscence a poté
vypo¢itana indukce luciferazové aktivity neznamych vzorkt (Tab. 11).

Tab. 10: Viabilita v % u neznamych vzorka 28/16 a 3/16.

0,98 1,95 39 7.8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
28/16 120,52 116,23 114,52 93,53 85,07 90,33 79,07 42,39 772 -1,51 214 1,23
'3/16 116,76 104,76 146,77 91,74 91,70 130,34 83,49 98,02 184,14 75,95 111,95 93,60
4 8 16 32 64
PK 56,59 100,18 124,92 83,12 118,87
primér |sm. odch |rel. odch %
NEK 1,00 0,18 17,64

Tab. 11: Luminiscence u neznamych vzorkt 28/16 a 3/16

0,98 1,95 39 7.8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
28/16 0,81 1,08 0,89 0,90 0,76 1,01 1,06 0,50 -0,01 -0,03 -0,04 -0,03
5/16 0,33 0,86 1,03 1,09 1,03 1,12 1,26 1,23 1,30 1,10 1,26 1,41
4 3 16 32 64
PK 1,37 1,69 3,30 2,21 6,27
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