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Tyroidny hormondlny receptor je ligandom aktivovany transkripény faktor, ktory patri
do rodiny jadrovych receptorov. Pomocou tyroidnych hormoénov dochadza k aktivacii
tyroidného receptora, ktora ovplyviiuje transkripciu.

Herbicidy st chemické latky vyuzivané na hubenie neziaduCich rastlin nielen
V pol'nohospodarstve.

V tejto bakalarskej praci bol skimany vplyv niektorych bezne vyuzivanych druhov
herbicidov na transkripénu aktivitu tyroidného receptora. Pomocou metody MTT bolo
stanovené cytotoxické pdsobenie herbicidov paraquat, diquat, triklopyr, 2,4-D, 2,4,5-T,
dikamba a alachlor na bunky reporterovej bunkovej linie PZ-TR. Na zaklade tychto
vysledkov boli zvolené koncentracie herbicidov, ktoré boli pouZzité pri skiimani
transkrip¢nej aktivity tyroidného receptora. Metdédou Gene Reporter Assay bolo skimané
agonistické a antagonistické pdsobenie vybranych herbicidov na tyroidny receptor.

Po posobeni herbicidov paraquat, diquat a alachlor bola pozorovana zvysena
transkripcnd aktivita TR. Narast transkripcnej aktivity bol pozorovany aj po pdsobeni

herbicidov triklopyr, 2,4-D, dikamba, paraquat, diquat a alachlor spolo¢ne s T3.

KrPucové slova tyroidny receptor, tyroidné hormony, herbicidy
Pocet stran 43
Pocet priloh 0

Jazyk Slovensky



Bibliographical identification:

Author’s first name and  Zuzana Bertova

surname

Title The effects of selected herbicides on transcription activity
of thyroid receptor (TR)

Type of thesis Bachelor

Department Department of Biochemistry

Supervisor doc. Ing. Radim Vrzal, Ph.D.

The year of presentation 2017

Abstract

Thyroid hormone receptor is a ligand-activated transcription factor that belongs
to the family of nuclear receptors. Thyroid hormones activate the thyroid receptor what
subsequently influence the transcription.

Herbicides are chemical substances used for the disposal of unwanted plants not only
in agriculture.

In this bachelor thesis the effects of certain types of commonly used herbicides
on the transcriptional activity of the thyroid receptor were studied. Cytotoxic effects
of herbicides paraquat, diquat, triclopyr, 2,4-D, 2,4,5-T, dicamba a alachlor on cells
of reporter cell line PZ-TR were determined using MTT method. Based on these results,
concentrations of herbicides that were used in the examination of the transcriptional
activity of thyroid receptor were chosen. Agonistic and antagonistic activity of selected
herbicides on the thyroid receptor was examined by Gene Reporter Assay.

The effect of paraquat, diquat and alachlor caused higher transcriptional activity of TR
to be observed. Higher activity of TR was also observed with the effect of herbicides

triclopyr, 2,4-D, dicamba, paraquat, diquat and alachlor together with T3.

Keywords thyroid receptor, thyroid hormones, herbicides
Number of pages 43
Number of appendices 0

Language Slovak



OBSAH

10VOD
2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 Metabolizmus tyroidného receptora
2.1.1  Tyroidné hormény
2.1.2 Tyroidny receptor
2.1.3 Poruchy tyroidného metabolizmu
2.2 Herbicidy
2.2.1 Triklopyr
2.2.2 Alachlér
2.2.3 Dikamba
2.2.4 Paraquat dichlorid
2.2.5 Diquat dibromid
2.2.6 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina
2.2.7 2,4,5- trichlorofenoxyoctova kyselina
2.3 Posobenie herbicidov na tyroidny receptor
3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material a metody
3.1.1 Biologicky material
3.1.2 Chemikalie a pouzité roztoky
3.1.3 Laboratorne pomdcky
3.1.4 Pristroje
3.1.5 Pouzité metddy
3.1.5.1 PasadZovanie buniek
3.1.5.2 Priprava experimentu
3.1.5.3 Nanasanie posobiacich latok pri testovani cytotoxicity (MTT test)
3.1.5.4 MTT test
3.1.5.5 Nanasanie posobiacich latok pri Gene Reporter Assay
3.1.5.6 Gene Reporter Assay
4 VYSLEDKY
4.1 Stanovenie cytotoxického pdsobenia vybranych herbicidov
4.2 Stanovenie agonistického pdsobenia vybranych herbicidov
4.3 Stanovenie antagonistického posobenia vybranych herbicidov
5DISKUSIA
6 ZAVER
7 LITERATURA
8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

OO0 PRANNNPE



CIELE PRACE:
1. Vypracovanie reserse na tému bakalarskej prace

2. Stanovenie cytotoxického posobenia vybranych herbicidov na TR-responzivnu
bunkovt liniu metédou MTT

3. Stanovenie transkripnej aktivity TR v pritomnosti vybranych herbicidov
metodou gene reporter assay

4. Vypracovanie bakalarskej prace a multimedidlnej prezentacie k obhajobe

bakalarskej prace



1 UVOD

Metabolizmus hormoénov §titnej zlazy je predmetom vyskumov uz niekol’ko desatroci.
Uz v 40. rokoch minulého storoCia bola znama existencia hormoénu Stitnej zlazy
a predpokladala sa jeho dolezita uloha pre spravne fungovanie organizmu (Voitkevich,
1945). Vd’aka rozvoju bioanalytickych metod, ktoré nam umoznuji objavovat’ a blizsie
Studovat molekuldrne mechanizmy roznych fyziologickych procesov, je uz dnes
VO velkej miere preskimana Struktura nielen tyroidnych hormoénov, ale aj tyroidného
receptora, ktory je jednym z kI'aCovych ¢lankov tyroidného metabolizmu.

Tyroidné hormény vdzbou na tyroidny receptor regulujt génovi transkripciu.
Rovnovaha tohto systému je dolezita nielen pre metabolizmus cukrov, tukov a bielkovin,
ale aj pre kardiovaskularny systém a spravny vyvoj nervovej ststavy. Je ¢asto naruSena
réznymi syntetickymi latkami, o m6ze mat’ za nasledok metabolické poruchy, po¢nuc
hypotyroidizmom ¢i hypertyroidizmom. Zvysena a znizena funkcia Stitnej z'azy nemusi
byt sposobena len zmenou transkripénej aktivity tyroidného receptora. Xenobiotické
latky mozu tieZ interagovat’ s prenaSacmi tyroidnych hormonov v krvi (Zhang et al.,
2015), ¢i negativne ovplyviiovat’ int Cast’ tyroidného metabolizmu. Z tohto dovodu je
dolezita vEasna identifikacia tychto skodlivych latok a mechanizmu ich pdsobenia, aby
bolo mozné tymto spominanym negativnym vplyvom predist’, popripade najst’ spdsob
ich kompenzacie.

Herbicidy su latky, ktoré st dnes viac-menej sucastou bezného zivota. PouZzivaju sa
nielen v pol'nohospodarstve, ale aj pri likvidacii neziaducich rastlin v domacnostiach.
Niektoré druhy herbicidov st zname svojimi cytotoxickymi €1 genotoxickymi ti¢inkami,
avSak epidemiologické stadie poukazuju aj na negativny vplyv herbicidnych zmesi
na hladinu tyreoidalnych horménov v krvi (Zaidi et al., 2000). Urovei pdsobenia roznych

druhov herbicidov na tyroidny metabolizmus vSak nie je doposial’ objasnena.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Metabolizmus tyroidného receptora

Tyroidny hormonalny receptor (TR) sa podiela na regulacii mnohych dolezitych
fyziologickych procesov, metabolizmov a systémov v 'udskom tele, medzi ktoré patri
predovsetkym energeticky metabolizmus, termogenéza, makronutriény metabolizmus

a kardiovaskularny systém (Murk et al., 2013).

2.1.1 Tyroidné hormény

Tyroidné hormény (TH) st esencialne pre normalny vyvoj, rast a metabolizmus. Syntéza
a sekrécia tyroidnych hormoénov st regulované systémom s negativnou spatnou vézbou,
ktory zahiha hypotalamus, hypofyzu a Stitnu zl'azu (Shupnik et al., 1989). Prvy krok
stimulacie syntézy tyroidnych hormoénov prebicha v paraventrikularnom jadre
hypotalamu, kde sa syntetizuje tyrotropin uvolfiujuci hormén tyreoliberin (TRH;
thyrotropin releasing hormone). TRH je nasledne cez axony a kapilarny plexus
transportovany do predného laloku hypofyzy. Tu sa naviaze na Specializovany receptor
(TRH receptor), ¢im dochadza k stimulacii sekrécie tyroidného stimulujiceho horménu
(TSH; thyroid stimulating hormone). Nasleduje naviazanie TSH na TSH receptor, pricom
touto védzbou dochadza k aktivacii TSH receptora. Aktivacia TSH receptora vedie
k zvySeniu vnutrocelularncho cAMP a k stimulacii drahy sprostredkovanej
proteinkindzou A. VSetky tieto podmienky vysledne stimuluju syntézu tyroidnych
horménov (TH) (Yen, 2001). Sekrécia TRH a TSH je negativne regulovana
okrem vlastnych tyroidnych horménov (TH) tiez somatostatinom a dopaminom, ktoré st
produkované hypotalamom (Yen, 2001).

Prekurzorom TH je tyreoglobulin, ktory je syntetizovany drsnym endoplazmatickym
retikulom folikularnych buniek Stitnej Zlazy. Z krvného rie€iska je pomocou Na'/I
symportéru aktivne vychytavany jod vo forme anionu I (Dai et al., 1996). Jodidovy anion
je enzymom tyreoperoxidazou (TPO) dalej oxidovany na I° a reaguje s tyrozinovymi
zbytkami tyreoglobulinu, dochadza k jodacii tyreoglobulinu. Poslednym krokom syntézy
TH je proteolyza tyreoglobulinu, ktory sa Stiepi na jednotlivé molekuly T4 (Yen, 2001).
Dejodaciou T4 v polohe 5’ vznika T3. Tento proces uz nie je priamo viazany na Stitnu
Zlazu, len z 20 % prebieha v §titnej zl'aze, zvySnych 80 % T3 vznika v peceni, oblickach
a svaloch (Racek et al., 2006). Znizena expresia tyreoglobulinu je spajana s malignymi

nadormi §titnej zl'azy (Kogan et al., 2006).



Medzi tyroidné hormony patria tyroxin (T4) a 3,5,3'-trijodtyronin (T3). T4 je
produkovany vo velkom mnozstve spolu s malym mnozstvom T3. Reverzny T3 vznika
len v malom mnozstve a je netéinny (Racek et al., 2006). T4 je prekurzor vlastného
aktivneho hormoénu, na jeho premene na aktivnu formu sa podielaji enzymy dejodinazy
(Obr. 1). Dejodinazy sa tiez podiel’aji na deaktivacii T3 jeho premenou na metabolicky
neaktivny 3,3’-dijodtyronin (Obr. 1) (Bianca et al., 2002).

Tyroidné hormony su hydrofébne zlaceniny, preto potrebujui Specialne transportéry,
ktoré umoznia ich prenos vnutornym polarnym prostredim T'udského tela. Cudskym
transportérom tohto typu je predovsetkym globulin viazuci TH (TBG; thyroxine-binding
globulin), menej transtyretin (TTR) a albumin, ktoré prenasaju tyroidné hormoény krvnou
plazmou do ciel'ového tkaniva (Racek et al., 2006).

Vlastny aktivny hormén T3 je ligand tyroidného hormonalneho receptora (TR), ktory

reguluje geneticku expresiu.
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Obr.1: Premena TH dejodinazami (upravené podl'a Bianca et al., 2002)



2.1.2 Tyroidny receptor

Transkripéna regulacia cielovych génov pomocou tyroidnych hormoénov je
sprostredkovana tyroidnym receptorom (TR). Tento ligandom aktivovany hormonalny
receptor patri do rodiny jadrovych receptorov a plni v jadre funkciu transkripéného
faktora.

St zname 2 hlavné izoformy TR — TRa a TRB (Yen, 2001). Struktiry TRa a TRp st
spolo¢né pre viacero zivoCiSnych druhov, priCom tieto izoformy sa liSia svojou
tkanivovou distribtciou (Tab. 1) a schopnostou viazat' T3 (Yen, 2001; Chen, 2000).
Tyroidné receptory su zakdédované v samostatnych génoch lokalizovanych
na chromozdémoch 3 a 17. Na chromozome 17 je lokalizovany gén pre TRa izoformy TR
— TRal a TRa2. Izorforma TRo2 nie je schopna viazat' T3. Na chromozome 3 su
lokalizované gény pre d’alSie dve izoformy tohto receptora — TRB1 a TRB2, ktoré su oboje
schopné viazat’ T3 (Lazar, 1993).

Podla niektorych vyskumov existujii este dalSie izoformy TR — TRP3, TRAP3,
ktorych uloha v metabolizme nie je eSte tplne objasnena (Williams, 2000).

Samotné receptory sa skladaji z niekol’kych domén - obsahujua doménu s N koncom,
centralnu doménu, ktorad sa viaze na DNA, pantova oblast’ obsahujicu jadrovy
lokaliza¢ny signal a doménu viazucu ligand (LBD; ligand-binding domain) na C konci.
Dizka domény s N koncom je zavisla od izoformy TR, teda pre kazdii izoformu $pecificka
(Yen, 2001). Jej uloha je len malo preskiimana.

Centralna doména, ktora sa viaze na DNA je lokalizovana v centralnej Casti receptora

a obsahuje dva zinkové prsty, ktoré st tvorené Styrmi cysteinmi spojenymi koordinacnou

Tab. 1: Expresia TR v organizme

Izoforma tyroidného receptora Expresia v organizme
TRal kostrové svalstvo, hneda tukova hmota (Mitsuhashi et
al., 1988)
TRa2 mozog (Mitsuhashi a Nikodem, 1989)
TRp1 mozog, oblicky, pecen (Hodin et al., 1990)

predna hypofyza (Hodin et al., 1989),

TRp2 paraventrikularne a ventromedalne jadra hypotalamu
(Cook et al., 1992)




vézbou s i6nom zinku (Green et al., 1988). TR sa touto doménou viaze na usek DNA
so $pecifickou sekvenciou, ¢im dochadza k regulacii transkripcie. Pri vizbe T3 na LBD
dochadza k tvorbe hydrofobneho obalu okolo hydrofobneho T3, na ktorom sa podiel’a
tiez nepolarny C koniec domény (Yen, 2001). Organizacia domén v TR je rovnaka ako
u vsetkych ostatnych jadrovych hormonalnych receptorov (Yen, 2001).

Po naviazani ligandu T3, ku ktorému ma receptor vysoku afinitu, dochadza
k naviazaniu komplexu ligand-receptor na Specificky usek DNA v prométorovej oblasti
(TRE; thyroid hormone response element) a dochadza k aktivacii ¢i represii ciel'ového
génu a naslednej regulacii v syntéze proteinov (Obr. 2). Pri fyziologickych podmienkach
je sekvencia TRE tvorena najcastejsie priamymi opakovanymi usekmi DNA, menej Casto
prevratenymi opakovanymi tisekmi, popripade palindromami (Yen, 2001).

TR sa m6zu viazat’ na TRE ako monoméry, homodiméry a heterodiméry in vitro, avsak
vo vel'kej vacsine sa viazu na DNA ako heterodiméry spolu s retinoidnym X receptorom
(RXR), menej Casto ako homodiméry. Retinoidné X receptory patria rovnako ako TR
do skupiny jadrovych hormonalnych receptorov, heterodiméry TR/RXR sa viazu
do promoétorovej oblasti regulovaného génu so Specifickou polaritou a ich spravne
naviazanie tiez moduluje transkripént aktivitu. Na RXR sa s vysokou afinitou viaze
pribuzny ligand, 9-cCis-retinova kyselina (Heyman et al., 1992; Levin et al., 1992). RXR
dokaze tvorit homodiméry aj heterodiméry s inymi receptormi nez TR. V pripade

tyroidného receptora RXR upeviiuje viazbu tohto receptora na TRE (Yen, 2001).
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Obr. 2: Vizba TR na TRE (upravené podla Yena, 2001)




Okrem receptorov iného typu mézu TR tvorit’ heterodiméry s tzv. TR pomocnymi
proteinmi (TRAPs; thyroid receptor auxillary proteins). Jedna sa o proteiny nachadzajice
sa hlavne v jadrach buniek hypofyzy a pecene, ktoré upeviiuju vizbu medzi TR a TRE.
Heterodiméry TR/TRAP sa viazu na TRE ovel'a 'ah$ie ako homodiméry TR (Burnside
et al., 1990).

Na rozdiel od steroidného receptora, U ktorého plati, Ze bez naviazania ligandu neddjde
k transkripcii cielového génu, u tyroidného receptora dochadza k jeho vidzbe na TRE aj
bez naviazania ligandu, avSak v tomto pripade dochadza k represii bazalnej transkripcie
pozitivne regulovaného génu (Zhang et al., 1991). Okrem tejto situacie moze byt
transkripcia aktivovana komplexom TR/ligand modulovana dal$imi represormi,
napr. jadrovym receptorovym korepresorom (NCoR) (Horlein et al., 1995).

Okrem represorov, ktoré potlacaji transkripciu aktivovani komplexom TR/TRE,
moze tento komplex interagovat’ eSte s inymi jadrovymi proteinmi, ktoré poésobia naopak
ako aktivatory a zosiliiuju transkripciu (Fondell et al., 1993).

Tyroidny receptor reguluje transkripciu vel'kého mnozstva génov, ¢im ovplyviluje
syntézu proteinov doleZitych pre I'udsky organizmus. Produkcia proteinov krvnej plazmy
ako napriklad transferinu, protrombinu, angiotensinogénu, haptoglobinu a fibrinogénu je
stimulovana TH, resp. TR (Lin et al., 2003). Naopak produkcia inych proteinov krvnej
plazmy ako a-2-makroglobulinovy prekurzor a protymozin a je tyroidnym receptorom
potlacena (Lin et al., 2003). Genova expresia mysiecho proteinu SREBP-1c (sterol
response element binding protein-1c) je pravdepodobne rovnako negativne regulovana

tyroidnymi horménmi (Hashimoto et al., 2006).

2.1.3 Poruchy tyroidného metabolizmu
Narusenie rovnovahy metabolizmu tyroidnych horménov méze spdsobit’ rozne tyroidné
ochorenia, ¢i uz subklinické, alebo klinické. Subklinické ochorenia su spojené
so zvysenou hladinou TSH hormoénu, avsak s normélnou hladinou hormoénov T3 a T4,
teda nie vzdy je potrebna klinicka lieCba tohto ochorenia. Klinické ochorenie je naopak
charakteristické zvySenymi hladinami TSH, aj T3, aj T4, a preto si vyzaduje klinicku
liecbu (Baskin et al., 2002).

Znamymi faktormi pre vznik ochorenia §titnej ZI'azy je vonkajSie oZiarenie hlavy alebo
krku, zvySena autoimunita, porucha v metabolizme jodu, tumor alebo uzivanie liekov
(Baskin et al., 2002). Dalsimi faktormi, ktoré zvysuju riziko tyroidného ochorenia, st

vyssi vek, zenské pohlavie a geneticka predispozicia (Strieder et al., 2003).
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Latkami nartsajacimi tyroidny metabolizmus (THDCs; thyroid hormone disrupting
chemicals) moézu byt rozne xenobiotika, napr. bromfenoly (Meerts et al., 2000),
polyfluoroalkylové zluceniny (Weiss et al., 2009) a perfluoroalkylové zltaéeniny (Weiss
et al., 2009; Lopez-Espinosa et al., 2012). Latky ako bisfenol A a ur¢ité hydroxylované
polybromované difenylétery (PBDEs) posobia priamo na TR a tym narGsaju expresiu
cielovych génov (Moriyama et al., 2002; Zoeller, 2007; Freitas et al., 2011).

Tyroidny metabolizmus nemusi byt’ naruseny len na Grovni receptora. Polybromované
difenylétery (PBDESs) a urcité polyfluoroalkylované zli¢eniny neposobia priamo na TR,
ale na jeho transportér — transtyretin (T TR) a tym narasajt transport tyroidnych horménov
(Weiss et al., 2009; Hamers et al., 2006).

Narusenie rovnovahy tohto systému v embryondlnom S$tddiu vyvoja mé za nasledok
problémy so spracovavanim priestorového videnia (Haddow et al., 1999), v neskorsich
fazach zivota sa predpoklada spojitost’ naruSenia tyroidného metabolizmu so vznikom

depresii a Alzheimerovej choroby (de Jong et al., 2009; Tan a Vasan, 2009).



2.2 Herbicidy

Pesticidy st chemické latky pouzivané na hubenie neziaducich organizmov (Skodcov).
Herbicidy st chemické latky, ktoré sa pouzivaji na hubenie neziaducich rastlin (burin).
Herbicidy maji chemické vlastnosti, ktoré im umoziuju dostat’ sa do vnutorného
prostredia rastliny, v ramci rastliny st prenesené do urcitej Casti, kde sa pri dostatocnom
mnozstve prejavi ich Gcinok. Vacsina herbicidov inhibuje Specificky rastlinny hormon,
ktory je esencialny v rastlinnom metabolizme (Powles a Yu, 2010).

Rezistencia rastliny na herbicid moéze byt spdésobenda dvomi sposobmi. Prvym
spdsobom je, Ze herbicid nie je translokovany v ramci rastliny na ciel'ové miesto uc¢inku
Vv dostato¢nom mnozstve, ktoré by predstavovalo letalnu davku. Iny sposob je, Ze herbicid
je sice translokovany na ciel'ové miesto G¢inku v rdmci rastliny v dostatoénom mnozstve,
ale tento metabolizmus je uréitym spdsobom pozmeneny, takze ti¢inok herbicidu nie je
fatalny (Powles a Yu, 2010).

Hoci je pouzitie herbicidov regulované a kontrolované, napriek tomu sa dostavaju
do vodnych tokov, ¢i uz priamou aplikaciou, alebo zavlazovacimi kanalmi (Conte, 2016),
alebo sa s nimi l'udia dostanti do styku priamo v domacnosti (Zhang et al., 2015).
V dalsSich kapitolach blizsie charakterizujem toxicitu herbicidov, ktorych vplyv som

skimala v mojej bakalarskej praci.

2.2.1 Triklopyr

Triklopyr (3,5,6-trichloro-2-pyridinyloxyoctova kyselina) je selektivny herbicid, ktory sa
pouziva na kontrolu listnatych burin v pol'nohospodarstve, ale aj ako herbicid, ktorym sa
oSetruju ozdobné travniky. Vo forme trietylaminovej soli sa ¢asto pouziva ako herbicid

na vodnych plochach (Petty et al., 2003).

O
Cl M OH
Cl N_ _O X
1 \)LOH .
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Cl x Cl Cl Cl
triklopyr TCF

(3,5, 6-trichloro-2-pyridinyloxyoctova kyselina) (3,5, 6-trichloropyndinal)

Obr. 3: Struktara triklopyru a TCP



Tento herbicid narusuje v rastline metabolizmus rastového hormoénu auxinu, ¢o ma
za nasledok nadmerné mnozenie buniek a tym ohybanie vrcholovej Casti stonky,
zataCanie stonky a viInenie sa listov. Ked’Ze rastlina nie je schopna narazovo vyzivovat’
také mnozstvo buniek, dochadza k strate chlorofylu z rastacich ¢asti rastliny, spomaleniu
rastu, vidnutiu az nekréze, ktora nastdva pomaly, viacSinou behom 3 - 5 tyzdiov
(Cessna et al., 2002).

Vyhodou triklopyru je nizka miera absorpcie a rychla eliminacia z organizmu. Viac
ako 80% davky triklopyru prijatej oralne alebo dermalne je z organizmu vylaéenych
bez transformacie (Carmichael et al., 1989). Eliminacia triklopyru z organizmu sa
pohybuje medzi 1,3 — 5,1 hodin pri oralnom podani a 16,8 hodin pri podani dermalnom
(Carmichael et al., 1989 ). Pri §tadii analyzujticej mieru absorpcie triklopyru do I'udského
tela, ktorej sa zucastnili pracovnici pracujuci denne s tymto herbicidom, bolo preukazané
len malé riziko toxickych ucinkov. Priemernd denna absorbovand davka triklopyru
u tychto pracovnikov c¢inila od 0,008 do 0,133 mg triklopyru na 1 kg hmotnosti
pracovnika (Gosselin et al., 2005). Tato hodnota je vyrazne nizsia nez hodnota NOEL
(no-observed-effect level) stanovena institaciou USEPA u triklopyru na 5 mg na 1 kg
vahy jedinca (Gosselin et al., 2005). Neboli pozorované ani ziadne iné vyrazne toxické
ucinky tohto herbicidu na ¢loveka.

Pri odbtravani triklopyru vo forme aminovej soli dochadza v prvom kroku k jeho
disocidcii na kyselinu, ktord nésledne degraduje na primarny metabolit 3,5,6-
trichloropyridinol (TCP) (Obr. 3). Boli skimané toxické ucinky tohto primarneho
metabolitu na ontogeneticky vyvoj u ryb v podmienkach in vitro (Suvarchala a Philip,
2016). Uz pri koncentracii 200 pg.I™ TCP v kultivatnom médiu bol pozorovany zniZeny
srdcovy tep u pozorovanych embryi, pri koncentracii 600 pg.I"t TCP v kultivaénom médiu
bola zaznamenana aj zvysena mortalita embryi (Suvarchala a Philip, 2016).

Pouzivanie triclopyru ako pesticidu je na izemi Europskej tinie povolené Eurdpskou
komisiou (European Comission, 2016, dostupné z: http://ec.europa.eu/food/plant/
pesticides/eupesticidesdatabase/public/?event=activesubstance.selection&language=EN
(31.1.2017)).

2.2.2 Alachlér
Alachlor  (2-chloro-N-(2,6-diethylfenyl)-N-(methoxymethyl)acetamid) je herbicid

patriaci do rodiny chloracetanilidovych herbicidov (Obr. 4), ktoré su vyuzivané
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Obr. 4: Struktiira chléracetanilinovych herbicidov (upravené podla Kale et al., 2008)

na kontrolu listnatych burin a S$pecifickych jednoroénych rastlin rastucich
na pol'nohospodarskych poliach (Tiedje a Hagedom, 1975).

Vo vode je vel'mi dobre rozpustny, preto byva ¢asto identifikovany v rie¢nych tokoch
alebo v spodnych vodach (Battaglin et al., 2000). V pddach sa udrziava po dlht dobu, ¢o
je spésobené aj vinou pomalej mineralizacie. Jeho polcas rozpadu v pdde a vode je viac
ako 30 - 70 dni (Katsumata et al., 2006).

Boli preukazané cytotoxické a genotoxické uéinky ako alachloru, tak aj ostatnych
chloracetanilidovych herbicidov — metolachléru a acetochloru (Kale et al., 2008). Je
preukazanym karcinogénom cuchovej sliznice potkanov, tvorba tumorov bola
pozorovana pri davke 126 mg alachloru na 1 kg vahy jedinca na den podavanej po dobu
5 mesiacov (Genter et al., 2000). Epidemiologické studie na farmaroch, ktori prichadzali
s alachloréom do styku po niekol’ko rokov, preukdzali len mierne zvysené riziko vzniku
rakoviny (Acquavella et al., 2004). Boli vsak dokazané negativne UGCinky alachloru
na endokrinny hormonalny systém plaza Alligator mississippiensis. V in vitro
podmienkach dochddza Kk Strnastpercentnému znizeniu naviazania estradiolu
na estrogénovy receptor pri koncentracii alachléru 27,5 pmol.I* v kultivaénom médiu
(Vonier et al., 1996). U muZov bola zistena znizena pohyblivost’ a zivotnost’ spermii uz
po 2 hodinovom pdsobeni alachloru v koncentracii 0,9 mmol.I'* na spermie v in vitro
podmienkach (Grizard et al., 2006).

Mechanizmus toxickych ucinkov alachloru nie je Uplne jasny. Alachlor vyvolava
zvyseny oxidacny stres (Bagchi et al., 1995), ktory moze byt’ pric¢inou poskodenia DNA
(Grizard et al.,, 2006). Sposobuje zvySenie hladin metaloproteinazy-2,
metaloproteindzy-9, karboxypeptidazy Z a zvySenu expresiu inych génov spdjanych
S homeostazou v extracelularnej matrix (Genter et al., 2002). Tato nerovnovaha

vV extraceluldrnej matrix spolu so zvySenim oxida¢ného stresu a zvySenou tvorbou
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ebnerinu maju za nasledok tvorbu tumorov v ¢uchovej sliznici potkanov (Genter et al.,
2002). Iné vyskumy poukazujt na interakciu lipofilného alachloru s lipidmi a proteinmi
plazmatickej membrany bunky a naslednt modifikaciu jej Strukttry a funkcie (Dearfield
etal., 1999).

S ohl'adom na vSetky spomenuté vyskumy a potvrdené negativne ucinky nie je pouzitie
alachloru v statoch Eurdpskej tnie dovolené (European Comission, 2016, dostupné z:
http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-database/public/?event=active/
substance.selection&language=EN (31.1.2017)).

2.2.3 Dikamba

Dikamba (kyselina 3,6-dichlor-2-metoxybenzoova) je herbicid s nizkou prchavostou,
ktory sa pouziva na kontrolu buriny medzi rastlinami bavlniku a s6je, ktoré su geneticky
modifikované a tym padom voci dikambe odolné. Jedna sa o selektivny herbicid z rodiny
aromatickych kyselin, ktory sa nepouziva len v pol'nohospodarstve, ale aj v nebytovych
priestoroch, predovSetkym na golfovych travnikoch, kde reguluje rast burin ako pipavy
alebo dateliny (USEPA, 2017, dostupné z: https://www.epa.gov/ingredients-used-
pesticide-products/registration-dicamba-use-genetically-engineered-crops#ql
(30.1.2017)).

Jedna sa o synteticky auxin, ktory pomaly nahradza herbicid glyfosat. Glyfosat patri
rovnako ako dikamba medzi selektivne herbicidy, ale velké mnozstvo burin si uz
voc¢i glyfosatu vyvinulo rezistenciu, ¢im sa stava glyfosat malo u¢innym (Freydier a
Lundgren, 2016; Shaner, 2000).

Rezistencia rastliny na tento herbicid je zavisla od umelo vytvoreného bakteridlneho
génu DMO (dikamba monooxygenaza). Tento gén kdduje tzv. Rieskeho nonhemovu
monooxygenazu, ktora je exprimovana z jadrového alebo chloroplastového genomu
transgénnej rastliny a je schopna deaktivovat’ dikambu pred tym, neZ sa stane pre rastlinu
toxicka (Behrens et al., 2007).

Dikamba sa v prostredi neakumuluje a je vel'mi dobre mineralizovate'na (Krueger
et al., 1989; Milligan a Haggblom, 1999).

Pri spravnom pouzivani nie sit zndme toxické ucinky tohto herbicidu na 'udi (USEPA,
2017, dostupné z: https://www.epa.gov/ingredients-used-pesticide-products/registration-
dicamba-use-genetically-engineered-crops#ql (30.1.2017)). Negativne posobi dikamba

na larvalne §tadia niektorych druhov motylov. Tento efekt je nepriamy a pravdepodobne
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zapric¢ineny zniZenym nutriénym obsahom rastlin, na ktoré bola dikamba aplikovana
(Bohnenblust et al., 2013). Larvy hmyzu Coleomegilla maculata trpeli mierne zvysenou
umrtnost’OU a mierne znizenou hmotnost'ou po posobeni tohto herbicidu v koncentracii
37 ul dikamby v 1 ml roztoku, ktory bol naneseny v davke 0,5 ul na larvu (Freydier
a Lundgren, 2016). Ziadne vyrazné toxické uginky dikamby na Pudi zatial' neboli
pozorované.

V statoch Europskej unie je pouzivanie dikamby ako herbicidu povolené (European
comission, 2016, dostupné z: http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-

database/public/?event=activesubstance.selection&language=EN (31.1.2017)).

2.2.4 Paraquat dichlorid

Paraquat dichlorid (N,N'-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichlorid), ¢astokrat nazyvany len
paraquat, je jeden z najviac pouzivanych herbicidov registrovanych v Spojenych $tatoch
americkych. PouZziva sa v pol'nohospodarstve a v industridlnych zonach, ale nepouziva sa
v domécnostiach alebo v obyvanych oblastiach. VSetky herbicidy obsahujice paraquat
ako aktivnu zlozku moézu byt predavané a aplikované len Specidlne certifikovanymi
osobami. Casto sa uziva ako defoliant, napriklad v pripade baviniku (USEPA, 2017,
dostupné zZ: https://www.epa.gov/ingredients-used-pesticide-products/paraquat-
dichloride (30.1.2017)).

POR

POR

NADPH

R

Diquat Paraquat

Obr. 5: Generacia kyslikovych radikalov paraquatom a diquatom (prevzaté z Fussell et al., 2011)
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Paraquat sa nedostava do l'udského tela pokozkou, do tela je prijimany oralne (Vale
et al., 1987). Tento herbicid indukuje tvorbu reaktivnych kyslikovych radikalov (ROS)
prostrednictvom mikrozomalnej NADPH-cytochrom-P450-reduktazy (Bismuth et al.,
1990) (Obr. 5), xantinoxidazy (Kelner et al., 1988) a mitochondridlnej NADH-chinon
oxidoreduktazy (Shimada et al., 1998). Paraquat je NADPH-cytochrom-P450-
reduktazou (POR) za pritomnosti NADPH redukovany o 1 elektron, vyslednym
produktom je bipyridylovy kationovy radikal. Tento radikal reaguje s molekularnym
kyslikom za tvorby superoxidového anionu a paraquatu, ¢im sa uzatvara redoxny cyklus
(Obr. ¢. 5). Novovzniknuté kyslikové radikaly zvySuju oxidativny stres, ktory vedie az
k poskodeniu organov (Novaes et al., 2016). Najviac postihnutym organom su pl'uca, kde
u potkanov vyvolava tvorbu edémov, krvacanie, zapal a tvorbu prazdnych miest
medzi alveolami pri davke 35 mg/kg podanej intraperitonealnou injekciou (Choi et al.,
2013). Vyuziva polyaminovy transportny systém (Rose et al., 1974). Podl'a niektorych
studii je poSkodenie plic paraquatom spdsobené prave nadmerne zvySenym oxidacnym
stresom (Tian et al., 2013).

Dalsim organom, ktory je paraquatom zna¢ne ovplyvneny, su obli¢ky. Paraquat je
Vv 'udskom tele len méalo metabolizovany, z 'udského tela je vyluceny mocom a len malo
transformovany (Chan et al., 1997). Odstraiovanie paraquatu z organizmu potkanov
prebicha aktivne a zahfna katidnovy transportny systém (Chan et al., 1997). Negativny
vplyv je pravdepodobne spdsobeny uz spominanou indukciou oxida¢ného stresu, u l'udi
sposobuje davka vacsia ako 20 mg paraquatu na 1 kg vahy jedinca akatnu tubularnu
nekrozu a renalne zlyhanie (Vale et al., 1987).

Toxicita paraquatu sa tieZ znacne prejavuje na srdci. Po vyradeni génu pre receptor
TLRA4 (toll-like receptor 4) u mysi bola po davke 45 mg paraquatu na 1 kg vahy jedinca
podanej intraperitonedlne pozorovand nizSia hladina autofigovych markerov
v kardiomyocytoch v porovnani s kontrolou (Wang et al., 2016), mysi boli teda
voci paraquatu odolnejSie. Podobny vysledok bol pozorovany u mysi s vyradenym génom
pre proteinkinazu B. U tychto mysi bola pozorovand zmiernena mechanicka dysfunkcia
srdca sposobend paraquatom (45 mg paraquatu na 1 kg vahy jedinca podanych
jednorazovo a intraperitonealne) v porovnani s kontrolou (Wang et al., 2017). U tychto
mys$i bola po podani paraquatu tieZ pozorovana zvySena aktivacia jadrového faktoru Nrf2
(nuclear factor(erythroid-derived 2)-like 2), ktora pravdepodobne tiez prispieva

k zmierneniu toxickych u¢inkov paraquatu (Wang et al., 2017).
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Opakované malé davky tohto herbicidu (1 mg paraquatu na 1 kg vahy jedinca) mézu
tiez spoOsobit’ degenerdciu dopaminergnych neurénov v Substantia nigra stredného
mozgu - mezencefala (McCormack et al., 2002). Pri¢inou je podobnost’ Struktury
paraquatu s dopaminergnym neurotoxinom 1-metyl-4-fenylpyridin a tato degeneracia
podnecuje vznik Parkinsonovej choroby (McCormack et al., 2002; de Oliveira et al.,
2015).

Pre niekol’konasobné toxické ucinky nie je pouzivanie paraquatu v statoch Eurdpskej
unie povolené¢ (European Comission, 2016, dostupné z: http://ec.europa.eu/food/
plant/pesticides/eupesticidesdatabase/public/?event=activesubstance.selection&languae
=EN (31.1.2017)).

2.2.5 Diquat dibromid

6,7-dihydrodipyrido[1,2-a:2,1-c]pyrazinediium dibromid je herbicid, ktory sa spolu
s paraquatom zarad’uje medzi kvartérne amoniové soli a bipyridyly, je rozpustny vo vode
a patri medzi neselektivne herbicidy. Vyuziva sa ako herbicid listnatych burin alebo ako
suSidlo.

Diquat spolu s paraquatom st herbicidy, ktorych hlavny toxicky ucinok spociva
v indukcii tvorby kyslikovych radikdlov (ROS). K tomuto procesu dochadza
v pritomnosti NADPH a NADPH-cytochrom-P450-reduktazy (POR) (Obr. ¢&. 5).
Vzniknuté ROS reaguji s molekularnym kyslikom, generuji superoxidovy radikal
a za pritomnosti zeleza hydroxylovy radikal, ktory poskodzuje DNA (Farrington et al.,
1973). Pri nizkych koncentréciach (0,3 — 30 pmol.I%) tvori diquat 12 az 40-krat viac ROS
nez paraquat, pri saturujucich koncentraciach je ich aktivita priblizne rovnaka (Fussell
etal., 2011).

Dokazané boli embryotoxické, genotoxické a teratogénne UcCinky tohto herbicidu
(Sewalk et al., 2001). U 29 % lariev obojzivelnikov vystavenych posobeniu diquatu
(0,125 mg/l) boli pozorované Specifické malformacie tela (Vismara et al., 2000).
Pri davke diquatu 8 mg diquatu na 1 kg vahy jedinca aplikovanej u mysi intraperitonealne
dvakrat tyzdenne po dobu 4 tyzdiov boli pozorované rézne dysfunkcie rozmnozovace;j
sustavy, ako napriklad zniZenie hmotnosti vaje¢nikov, ¢i zniZenie poc¢tu funkénych
vaji¢ok (Zhang et al., 2016). Rovnako ako u paraquatu, aj pri posobeni diquatu
na organizmus ma Nrf2 dolezita Glohu. U mys$i s vyradenym génom pre Nrf2 boli

pozorované pri podanej davke diquatu (125 mg diquatu na 1 kg vahy jedinca) zavaznejSie
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poskodenia pl'ic ako v pripade kontrolnych mysi (Wu et al., 2012). Tento protektivny
ucinok je pravdepodobne spojeny so zvysenou hladinou glutationu (GSH) v pl'ucach,
ktorta pravdepodobne Nrf2 indukuje (Wu et al., 2012). Pre bunky mezencefala je diquat
toxickejsi ako paraquat, priCom jeho toxicita nezahfiia aktivaciu kaspaz, jedna sa teda
0 programovanu nekrézu nervovych buniek (Nisar et al., 2015).

Napriek preukdzanym toxickym ucinkom je pouzivanie herbicidu diquat v Statoch
Europskej unie Eurdpskou komisiou povolené (European Comission, 2016, dostupné z:
http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticidesdatabase/public/

?event=activesubstance.selection&language=EN (31.1.2017)).

2.2.6 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D) je herbicid pouzivany na kontrolu listnatej
buriny. Vyuziva sa v rdoznych vodnych a lesnickych lokalitach, ale predovsetkym
na vypletie poli s ovocim a zeleninou. Spolu s herbicidom 2,4,5-T tvoril zmes s nazvom
Agent Orange. Jedna sa o selektivny herbicid a synteticky auxin. V cielovej rastline
napodobiiuje funkciu auxinu a spdsobuje nekontrolovateI'né delenie buniek, co ma
za nasledok smrt’ ciel'ovej rastliny. Aktivne formy herbicidu 2,4-D st estery, soli a urcité
kyslé formy (USEPA, 2017, dostupné z: https://www.epa.gov/ingredients-used-
pesticide-products/24-d (31.1.2017)).

Herbicid 2,4-D je z T'udského tela odstraneny v relativne kratkom case (polcas
vylicenia z T'udského tela je 17,7 hodin) a v T'udskom tele nedochadza ani k jeho
metabolickej premene, ani k akumulacii (Sauerhoff et al., 1977). Povazuje sa za malo
toxicky herbicid pre l'udsky organizmus. Vo vyssich davkach (100 - 200 mg 2,4-D na 1 kg
vahy jedinca podavani denne po dobu 30 dni) pdsobi negativne na samciu pohlavnu
ststavu potkanov, po 24 dnoch pozorovania bola zaznamenana zniZzena hmotnost’
jedincov, vyhodnotenie vyskumu preukédzalo tiez zniZzenu produkciu testosteronu,
znizenl hmotnost’ semennikov a prostaty a vyrazny ubytok gamét v semenotvornych
tubuloch v porovnani s kontrolnymi jedincami (Marouani et al., 2017). LCudské spermie
vykazuju znizent pohyblivost po posobeni 2,4-D v koncentracii 10 umol.I* po dobu
1 hodiny v podmienkach in vitro, ¢o moze mat’ za nasledok znizenti plodnost’ az infertilitu
muzov (Tan et al., 2016). Tvorbou reaktivnych kyslikovych radikalov a nartSanim
pomeru glutationu a glutation disuldidu (GSH/GSSG) 2,4-D v koncentracii 1 —

10 mmol.I"* indukuje peroxidaciu lipidov v Pudskych a Zivo&isnych bunkéach v in vitro
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podmienkach (Palmeira et al., 1995). Vo vic¢sej miere tieZ negativne ovplyviuje nervova
stistavu potkanov, ¢o bolo pozorované in vitro pri koncentracii herbicidu v kultivaénom
médiu 1mM (Bongiovanni et al., 2007). Je potrebné tiez spomenut’ genotoxické u¢inky
tohto herbicidu u ryb, ktoré boli pozorované pri koncentrécii 252 — 756 mg.I"* vo vode,
Vv ktorej sa ryby nachadzali po dobu 48 - 96 hodin (Ruiz de Arcaute et al., 2016).

V Sstatoch Eurdpskej unie je pouzivanie tohto herbicidu povolené (European
Comission, 2016, dostupné z: http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-

database/public/?event=activesubstance.selection&language=EN (31.1.2017)).

2.2.7 2,4,5- trichlorofenoxyoctova kyselina

2,4,5-trichlorofenoxyoctova kyselina (2,4,5-T) je herbicid, ktory sa spolu s 2,4-D
zarad’'uje medzi organochlorové latky a syntetické auxiny, a ktory bol spolu s herbicidom
2,4-D hlavnou zlozkou vysSie spominane]j herbicidnej zmesi s ndzvom Agent Orange,
ktord bola pouzita na defolidciu lesov pocas vojny vo Vietname.

Herbicid 2,4,5-T znizuje hladinu superoxiddismutazy a kataldzy, ¢im zvySuje
oxidacény stres a posobi toxicky na ¢ervené krvinky pri kultivacii in vitro a koncentracii
herbicidu 100 pg/ml (Bukowska, 2004). Tiez pdsobi negativne na nervovu sustavu, ale
len za zniZzeného pH. Pri pH 3,3 sa hodnota polovicnej maximalnej efektivnej
koncentracie (ECso) rovna 0,20 mmol.I"}, zatial' ¢o pri pH 7,2 je tato hodnota rovna
0,9 mmol.I"* (Zafeiridou et al., 2005).

Pri syntéze 2.4,5-trichlorofenoxyoctovej kyseliny z 2,4,5-trichlorofenolu vznika
vysoko toxicky vedl'ajsi produkt reakcie — 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)

cl cl
:@: NaOH
cl cl

CI: : :GH
Cl Cl
Clj : :D
I 0

Cl OH Cl Cl Cl
+ j@: -2HCl

Cl Cl HO Cl C Cl

2.4, 5-richlorofenol TCDD (2,37, 8-tetrachlarodibenzo-p-diozin)

Obr. €. 6: Schéma premeny 2,4,5-trichlorfenolu na TCDD
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(Obr. 6). Tento dioxin bol kontaminantom herbicidnej zmesi Agent Orange. Jedna sa
0 vysoko toxicku zluceninu, ktora sa viaze na aryl uhl'ovodikovy receptor (AhR). AhR je
ligandom aktivovany transkripény faktor, po naviazani ligandu je nasledne presunuty
do jadra, kde sa viaze na Specificky tsek DNA a moduluje transkripciu cielovych génov
(Patterson et al., 2015). U potkanov vyvolava uz jedna podana davka herbicidu (3 pg
2,4,5-T na 1 kg vahy jedinca) vyvolava zmeny v $truktire histonov a hypometylaciu DNA
zavisla od AhR (Amenya et al., 2016).

Negativny vplyv latky TCDD a vSeobecne dioxinov sa prejavuje viditeI'ne na pokozke
tvorbou chlorakné, ktoré moze pretrvavat’ aj niekol’ko rokov (Patterson et al., 2015).

Podr’a niektorych epidemiologickych §tidii sposobuje Agent Orange zvySené riziko
vrodenych vad ako napriklad razstepu chrbtice u novorodencov, ktorych otec bol ako
vojak vo Vietname vystaveny posobeniu tejto herbicidnej zmesi (Ngo et al., 2010). Iné
studie to popieraju (Fraser, 2009).

V Statoch Eurdpskej unie je pouzivanie tohto herbicidu zakazané (European
Comission, 2016, dostupné z: http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-

database/public/?event=activesubstance.selection&language=EN (31.1.2017))

2.3P6sobenie herbicidov na tyroidny receptor

Tyroidny metabolizmus moéZe naruSit velké mnozZstvo latok. Medzi tieto latky
oznaCované tiez skratkou THDCs (thyroid-hormone-disrupting chemicals) patria aj
pesticidy a herbicidy (Zaidi et al., 2000).

Epidemiologické Studie potvrdzuji negativny vplyv herbicidov na tyroidny
metabolizmus a Stitnu zlazu. Pravdepodobne existuje spojitost medzi herbicidmi
a zvySenou hladinou TSH doprevadzanu znizenou hladinou T4 (Piccoli et al., 2016).
Pdsobenie paraquatu je vyrazne spojené so vznikom hypotyroidizmu u zien (Goldner
etal., 2010). U herbicidov 2,4-D, 2,4,5-T, alachloru a dikamby bola preukazana zvysena
pravdepodobnost’ vzniku hypotyroidizmu u muzov, ktori boli vystaveni pdsobeniu tychto
herbicidov (Goldner et al., 2013).

Priciny takychto ochoreni a dysbalancii nie su zatial’ uplne objasnené. Herbicidy 2,4-D
a 2,4,5-T st podla vysledkov z izotermalnej titracnej kalorimetrie sChopné viazat’ sa
na TRB1 podjednotku tyroidného receptora s vizbovou afinitou 60 umol.I* pre 2,4,5-T
a 460 umol.1* pre 2,4-D (Zhang et al., 2016). Vplyv ich viizby na TR v3ak nie je ete

dostato¢ne preskimany, moézeme ich ale zatial’ oznacit’ ako potencionalne THDC.
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In¢é latky nenartiSaju priamo tyroidny receptor, ale viazu sa kompetitivne na prenasace
tyroidnych horménov a tym ovplyviiuju cely metabolizmus. Pomocou metody RLBA
(radio-ligand binding assay) bola skiimana schopnost’ dopredu vybranych latok viazat’ sa
na TTR (Zhang et al., 2015). U herbicidu 2,4,5-T bola zistend hodnota ICsp pri vizbe
na TTR 10 pmol.I"t a menej, patri teda medzi latky, ktoré sa na TTR viazu (Zhang et al.,
2015). S TTR interaguje pravdepodobne cez aminokyselinu Serl17A v TTR (Zhang
etal., 2015).

V mojej bakalarskej praci sa zaoberam vplyvom herbicidov triklopyr, alachlér,

dikamba, paraquat, diquat, 2,4-D a 2,4,5-T na transkripénu aktivitu tyroidného receptora.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Biologicky material

PZ-TR — bunkova linia odvodena z l'udského hepatocelularneho karcindému
HepG2 (ECACC no0.85011430) transfekciou reportérovym plazmidom
pGL4.14-TREIl obsahujucim dve kopie TRE oddelené 4 nukleotidmi, gén

pre luciferazu a gén pre rezistenciu proti hygromycinu B (Illés et al., 2014)

3.1.2 Chemikalie a pouzité roztoky

komeréné médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma-
Aldrich, D6546, Ceska republika) s pridavkom 5 ml roztoku antibiotik penicilinu
a streptomycinu (Sigma-Aldrich, P4333, Ceska republika), 5 ml L-glutaminu
(Sigma-Aldrich, G8540, Ceska republika), 50 ml FBS (fetilne bovinné sérum)
(Sigma-Aldrich, F6178, Ceska republika) a 5 ml neesencialnych aminokyselin
(Gibco, 11140-035, Vel’ka Britania)

komeréné médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma-
Aldrich, D6546, Ceska republika) s pridavkom 5 ml roztoku antibiotik penicilinu
a streptomycinu (Sigma-Aldrich, P4333, Ceska republika), 5 ml L-glutaminu
(Sigma-Aldrich, G8540, Ceska republika), 50 ml FBS hormonalne
inaktivovaného (FBS-CS; Fetal Bovine Serum Charcoal Stripped) (Sigma-
Aldrich, F6765, Ceska republika) a 5 ml neesencialnych aminokyselin (Gibco,
11140-035, Velka Britania)

0,25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, T4049, Ceska republika)

trypanova modra (0,4% Trypan blue v PBS)

fosfatovy pufor (PBS: Phosphate-Buffered Saline) (Gibco, 10010031, USA)
hygromycin B (Sigma-Aldrich, H7772, Cesko) — zasobny roztok 50 mg.I*
oktylfenol etoxylat (Triton X-100) (Serva, 37240, Nemecko)

dimetylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, D8418, Ceska republika)
metyltetrazoliova sol’ (MTT) (Sigma-Aldrich, M2128, Ceska republika)

lyzacny pufor (Promega, E3971, USA)

substrat pre luciferazu — 5 mg D-luciferin (Sigma-Aldrich, L9504, Ceska
republika), 9,6 mg adenozin-5’-trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich, A6419, Ceska
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republika), 6,83 mg koenzym A (CoA) (Sigma-Aldrich, C4282, Ceska republika),
168 mg dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, 43819, Ceska republika), 1,32 ml
trisacetat-EDTA pufor 1 mol.I* (pH 7,8) (Sigma-Aldrich, T8280, Ceska
republika), 1,23 mg kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich,
E6511, Ceska republika), 30,3 mg heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma-
Aldrich, M5921, Ceska republika) doplnené do 30 ml destilovanou vodou

pouzité herbicidy — paraquat dichlorid (PRQ) (Sigma-Aldrich, 36541, Ceska
republika), diquat (DQ) (Sigma-Aldrich, N11816, Ceska republika), triklopyr
(TCR) (Sigma-Aldrich, 32016, Ceska republika), dikamba (DIC) (Sigma-Aldrich,
45430, Ceska republika), 2,4-D (Sigma-Aldrich, N10609, Ceska republika),
2,4,5-T (Sigma-Aldrich, 45667, Ceska republika), alachléor (ALA) (Sigma-
Aldrich, 45316, Ceska republika) — koncetracia zasobnych roztokov 500 mmol.1*
trijodtyronin (T3) (Sigma-Aldrich, T2877, Ceska republika) — koncentracia

zasobného roztoku 10 mmol.I*?

3.1.3 Laboratérne pomocky

automatické pipety v rozsahu 0,1 — 2,5 ul, 0,5—-10 pl, 2 — 20 pl, 20 — 200 pl, 10
—100 pl, 100 — 1000 pul (Eppendorf, Nemecko)

multikanalové pipety v rozsahu 0,5 — 10 pl, 30 — 300 ul, 10 — 100 pul (Eppendorf,
Nemecko)

plastové Spicky v rozsahu 0,1 — 10 pl, 10 — 200 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf,
Nemecko)

pipetor FastPette (Labnet, USA)

sterilné sklenené pipety s objemami 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP, Svajéiarsko)
kultivaéné fPae s objemami 15 ml a 165 ml (TPP, Svajéiarsko)

96 jamkové kultivaéné dosticky (TPP, Svajiarsko)

96 jamkova Cierna dosticka na meranie luminiscencie (NUNC, Dansko)

Petriho misky (TPP, Svaj&iarsko)

mikroskumavky s objemami 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (BlOplastics, Holandsko)
skamavky s objemami 15 ml a 50 ml (TPP, Svajéiarsko)

Biirkerova komorka (Assistent, Nemecko)

krycie sklicka 22x22mm (Menzel Gléser, Nemecko)

plastové stojany na skimavky a mikroskiimavky
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e buni¢ina (Tork, 130060, Svédsko)

3.1.4 Pristroje
e laminarny box Labculture® (ESCO, Singapur)
e inkubator Mitre 4000 Series (Contherm, Novy Z¢éland)
e digitalny mikroskop (Novel Optics, Cina)
e vortex Reax top (Heidolph, Nemecko)
e opticky systém Infinite® 200 (Tecan, Svajéiarsko)
e skrinovy mraziaci box MDF-U53V (Sanyo, Japonsko)
e trepacka Mini-Rocker Shaker MR-1 (Biosan, USA)
e aspirator FTA-1 (Biosan, Litva)
e vodny kupel' LCB 22D (Daihan Labtech, Juzna Korea)

3.1.5 Pouzité metody

3.1.5.1 Pasazovanie buniek

Kultivaéné média, fosfatovy pufor (PBS) a 0,25% trypsin boli predhriate vo vodnom
kupeli na teplotu 37°C. Plastova kultiva¢na fl'asa s bunkami bunkovej linie PZ-TR bola
sterilne prenesend do laminarneho boxu. Za sterilnych podmienok v lamindrnom boxe
bolo odsaté kultivaéné médium z kultivacnej fl'ase a bolo nahradené 4 ml PBS. Bunky
v kultiva¢nej fTasi boli opatrne premyté a PBS bolo odsaté. Do kultiva¢nej fl'ase bol
napipetovany 1 ml 0,25% trypsinu a uzavreta kultivacna fl'asa s bunkami bola sterilne
prenesena do inkubatora na dobu 3 minuty. Po tejto dobe bola kultivacna fl'asa s bunkami
prenesena naspdat’ do laminarneho boxu a doplnena 9 ml kultivacného média, ktoré
ukoncilo trypsinizaciu. Pomocou pipetora boli bunky rozsuspendované a homogénna
suspenzia bola prenesena do plastovej falkony o objeme 15 ml. Z homogénnej suspenzie
buniek PZ-TR boli odobrané 3 ml, ktoré boli prenesené do kultivacnej flase a doplnené
17 ml kultivacného média. Kultiva¢na fl'asa bola sterilne prenesena do inkubétora (37°C,
95% vlhkost, 5% CO2). Raz za tyzden bolo do kultivacnej flase pridanych
80 pl hygromycinu B do vyslednej koncentracie 0,2 mg.ml? v kultivaénom médiu

pre udrzanie selekéného tlaku. Pasazovanie bolo prevadzané kazdé 2-3 dni.
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3.1.5.2 Priprava experimentu

ZaciatoCny postup pri priprave experimentu pozostaval z rovnakych krokov ako metoda
pasazovania buniek. Za sterilnych podmienok bola kultiva¢na fl'asa s bunkami prenesena
sterilne do laminarneho boxu, kde bolo odsaté kultivacné médium, bunky boli premyté
V 4 ml predhriatetho PBS, ktoré bolo nasledne odsaté, na bunky bol aplikovany
0,25% trypsin a kultivacna fT'asa bola sterilne umiestnena v inkubatore po dobu 3 minnt.
Po tejto dobe bola kultivacna fTasa s bunkami znovu sterilne premiestnena
do laminarneho boxu a trypsinizacia bola zastavena pomocou 9 ml predhriateho
kultivacného média s pridanym hormonalne inaktivovanym FBS (FBS-CS). Bunky boli
rozsuspendované a homogénna suspenzia bola prenesend do sterilnej plastovej falkony
0 objeme 15 ml. Z homogénnej suspenzie bolo odobranych 10 pl a prenesenych
do sterilnej mikroskiumavky. Mimo laminarneho boxu bolo do mikroskiimavky pridanych
90 pl trypanovej modrej, suspenzia bola premieSana pomocou pipety a 10 pl suspenzie
bolo prenesenych na Biirkerovu komorku za ucelom pocitania buniek v 1 ml.
Pod mikroskopom bol spocitany pocet buniek v 10 $tvorcoch, bola ur¢ena priemerna
hodnota a vynasobend zriedovacim faktorom 10°. Vysledna hodnota uréujuca pocet
buniek na 1 ml bunkovej suspenzie bola pouzitd pri d’alSich vypoctoch zriedenia tak, aby
na 1 jamku kultiva¢nej dosticky (200 ul) pripadalo 50 000 buniek. Po spravnom zriedeni
bunkovej suspenzie kultivacnym médiom s FBS-CS v sterilnych podmienkach
laminarneho boxu bola vzniknutd suspenzia rozpipetovana pomocou multikanalovej
pipety s plastovymi Spickami na kultivanii dosticku. Kultivaéna dosticka bola
inkubovana v inkubatore (37°C, 95% vlhkost’, 5% COz2) po dobu 24 hodin do nanesenia

skimanych koncentracii posobiacich latok.

3.1.5.3 Nanasanie posobiacich latok pri testovani cytotoxicity (MTT test)
Pred prvym experimentom boli herbicidy (PRQ, DQ, TCR, DIC, 2,4-D, 2,4,5-T, ALA)
zriedené zo zasobnych roztokov o molarnej koncentracii 500 mmol.I™! na koncentracie
100 mmol.I"%, 10 mmol.I%, 1 mmol.I"t a 0,1 mmol.I* (Obr. 7). Herbicidy paraquat a diquat
boli zriedené na poZzadované koncentracie deionizovanou vodou, u ostatnych herbicidov

bolo na zriedenie pouzit¢ DMSO.

500 md 2EREE > 1 g 108 sledeng 1o L0xtisdenty gy L0nniedenty o gy
Obr. 7: Riedenie zasobného roztoku herbicidu pred 1. experimentom. 1 mM = 1 mmol.I*
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0,1 %DMSO

Herbicid 0,1 pM |Herbicid0,1 pM | Herbicid 0,1 pM
1uM 1uM 1puM

10 pM 10 pM 10 pM

100 pM 100 pM 100 pM

500 uM 500 pM 500 pM

2 % Triton X-100

Obr. 8:Systém nanasania pdsobiacich latok na kultivaéna dosticku
pri MTT teste. 1 pM = 1 pmol.1*

Pred kazdym experimentom bola kazda koncentracia herbicidu zriedena 1000-krat
kultivaénym médiom s FBS-CS, teda koncentracie herbicidov v kultivatnom médiu
s FBS-CS posobiacom na bunky pri cytotoxickom teste boli 500 pmol.It, 100 umol.I?,
10 umol.I", 1 umol.I* a 0,1 umol.I™t. Ako negativna kontrola bolo pouzité kultivaéné
médium s FBS-CS a 0,1% DMSO. Ako pozitivna kontrola bolo pouzité kultivacné
médium s FBS-CS a 2% Triton X-100. V sterilnych podmienkach laminarneho boxu bolo
odsaté kultivaéné médium z jednotlivych jamiek kultivacnej dosti¢ky a nahradené 200 pl
kultivaéného média s herbicidmi, s DMSO alebo s Triton X-100. Pozitivna a negativna
kontrola boli nana$ané po 12 jamkach na kazdej dosticke, kazda koncentracia kazdého
herbicidu bola nanesena po 4 jamkach, tzn. v kvadruplikate (Obr. 8).

Kultivacné dosticky boli prenesené do inkubatora (37°C, 5% CO2, 95% vlhkost)
a kultivované 24 hodin do MTT testu.

3.1.5.4 MTT test

Tato metoda sa pouziva na stanovenie cytotoxického posobenia cudzorodych latok.
Princip tohto testu spociva v premene tetrazoliovej soli (MTT) pomocou enzymu
sukcindtdehydrogenazy na fialovo sfarbeny formazan. Tato premena prebieha len
v zivych bunkach, preto tvorba formazanu je priamo umerna poctu Zivotaschopnych
buniek v médium (Denizot a Lang, 1986). Vysledky st stanovované spektrofotometricky

a vyhodnotené percentudlne vzhl'adom k negativnej kontrole.
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Po 24 hodinach kultivacie buniek s pdsobiacimi latkami bol experiment vyhodnoteny.
Pri vyhodnocovani nebolo potrebné pracovat’ v sterilnych podmienkach. Kultivacné
médium bolo z jamiek na kultivacnych dostickach odstranené, kultivacna dosticka bola
zl'ahka osus$ena buni¢inou a bunky v kazdej jamke boli oplachnuté v 100 ul PBS. PBS
bolo nasledne odstranené a nahradené 100 pl roztoku kultivaéného média s MTT
v koncentracii 0,1 mg.It. Kultiva¢na dosti¢ka bola prenesena do inkubatora (37°C,
5% CO3, 95% vlhkost’) na 40 minut. Po inkubacii bolo kultiva¢né médium s MTT vyliate
a nahradené 50 ul dimetylsulfoxidu (DMSO), v ktorom sa krystaly formazanu rozpustili
po 5 minatach za obCasného premieSavania. Pomocou spektrofotometra Infinite® 200
bola zmerana absorbancia v jednotlivych jamkéach pri vlnovej dizke 565 nm. Vysledné
hodnoty boli vyhodnotené a percentudlne stiahnuté na negativnu kontrolu, pricom

priemernd hodnota absorbancie jamiek negativnej kontroly udavala 100 %.

3.1.5.5 Nanasanie posobiacich latok pri Gene Reporter Assay
Na zéklade vysledkov MTT testu boli pred prvym experimentom metddy Gene Reporter
Assay doriedené koncentracie herbicidov (PRQ, DQ, TCR, DIC, 2,4-D, 2,4,5-T, ALA)
0,01 mmol.I"t a 0,001 mmol.I%, ktoré boli d’alej vyuZivané pri experimentoch. Herbicidy
PRQ a DQ boli zriedené na pozadovan¢ koncentracie deionizovanou vodou, u ostatnych
herbicidov bolo na zriedenie pouzit¢ DMSO.

Bolo skimané agonistické aj antagonistické pdsobenie herbicidov. Pri agonistickom

posobeni herbicidu na TR by dochadzalo k aktivacii TR danym herbicidom.

0,1 %DMSO
Herbicid 0,001 uM {Herbicid 0,001 pM| Herbicid 0,001 pM
0,01 pM 0,01 uM 0,01 uM
0,1 uM 0,1 uM 0,1 uM
1uM 1M 1uM
10 pM 10 pM 10 pM
20nM T3

Obr. 9: Systém nana$ania posobiacich latok na kultivaénu dosti¢ku
pri metéde Gene Reporter Assay. 1 uM = 1 pmol.1*
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Pri antagonistickom pdsobeni herbicidu na TR by dochadzalo k inhibicii aktivity TR
tymto herbicidom. Pri stanovovani agonistického pdsobenia herbicidov na transkripénu
aktivitu tyroidného receptora bola pred kazdym experimentom kazda koncentracia
herbicidu zriedena 1000-krat kultivacnym médiom s FBS-CS, teda koncentracie
herbicidov v kultivaénom médiu s FBS-CS pdsobiacom na bunky pri Gene Reporter
Assay boli 10 pmol.I?, 1 umoll?, 0,1 umol.l?, 0,01 umoll? a 0,001 pmol.l™
Pri stanovovani antagonistického poOsobenia herbicidov na transkripéni aktivitu
tyroidného receptora boli pouzité rovnaké koncentracie herbicidov spolu s T3
v koncentracii 20 nmol.I"? (koncentricia stanovena experimentalne). Ako negativna
kontrola bolo pouzité kultivaéné médium s FBS-CS a 0,1% DMSO. Ako pozitivna
kontrola bolo pouzité kultivaéné médium s FBS-CS a 20 nmol.I* T3 (koncentracia
stanovena experimentalne). Priprava experimentu bola rovnaka ako v pripade MTT testu.
Po 24 hodinach inkubacie buniek s médiom FBS-CS bolo v sterilnych podmienkach
laminarneho boxu odsané kultivacné médium z jednotlivych jamiek kultiva¢nej dosticky
a nahradené 200 pl kultivaéného média s herbicidmi, DMSO alebo T3. Pozitivna
a negativna kontrola boli nanasané po 12 jamkach na kazdej dosticke, kazda koncentracia

kazdého herbicidu bola nanesena po 4 jamkach, tzn. v kvadruplikate (Obr. 9).

3.1.5.6 Gene Reporter Assay

Pre skiimanie génovej expresie a dejov s nou spojenych sa vyuZzivaju rézne druhy Gene
Reporter Assay. V mojej bakalarskej praci som na vyhodnotenie experimentov pouzivala
Luciferase Gene Reporter Assay. Tato metdda vyzaduje transfekovanii bunkovu liniu
plazmidom, ktory obsahuje okrem skimaného génu tiez gén pre luciferazu, preto bola
pri experimentoch pouzita linia PZ-TR, ktora tieto gény obsahuje (Illés et al., 2014).
Luciferase Gene Reporter Assay je zalozena na oxidacii substratu luciferinu luciferazou
za pritomnosti ATP a Oz na oxyluciferin, pricom je emitované svetlo (Simon et al., 2008).
Gén pre luciferazu je exprimovany spolu so skimanym génom, preto pri dostatocnom
mnozstve substratu je mnoZstvo emitovaného svetla priamo Uimerné miere expresie
luciferazy, a teda aj skimaného génu (Simon et al., 2008).

Po 24 hodinéch kultivacie buniek s posobiacimi latkami bol experiment vyhodnoteny.
Médium z jednotlivych jamiek kultivacnej dosticky bolo vyliate, dosticka bola mierne
osusena buni¢inou a do kazdej jamky bolo napipetovanych 23 pl lyza¢ného pufra.
Nasledne bola dosticka umiestnena na 60 mintit do mraziaceho boxu (- 80°C). Na vodnom

kupeli bol rozmrazeny substrat pre luciferazu. Dosticka bola nasledne rozmrazena
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na trepacke. Z kazdej jamky kultiva¢nej dosticky bolo prepipetovanych 20 pl do jamiek
¢iernej dosticky urCenej na meranie luminescencie. Do kazdej jamky bolo nasledne

napipetovanych 50 pl substratu. Mnozstvo emitovaného svetla bolo merané

luminometrom Infinite® 200.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanovenie cytotoxického posobenia vybranych herbicidov

Pomocou MTT testu bolo stanovené cytotoxické pdsobenie jednotlivych vybranych
herbicidov na TR-responzivnu bunkova liniu PZ-TR. Cytotoxické pdsobenie bolo
stanovené na zdklade viability buniek bunkovej linie PZ-TR po pdsobeni herbicidov
alachlor, dikamba, diquat, paraquat, 2,4-D, 2,4,5-T a triklopyr v koncentraciach
500 umol.I, 100 pmol.1%, 10 umol.I%, 1 pmol.l* a 0,1 umol.I" v kultivaénom médiu
s FBS-CS po dobu 24 hodin. Ako negativna kontrola bolo pouzité kultivaéné médium
s FBS-CS a0,1% DMSO. Ako pozitivna kontrola bolo pouzité kultivaéné médium s FBS-
CS a 2% Triton X-100. Na zaklade vysledkov MTT testu a hodnot absorbancii pri vinovej
dizke 565 nm bola stanovena viabilita buniek, ktora bola percentudlne stiahnuta
na negativnu kontrolu. T4 predstavovala hodnotu 100% viability. Uvedené hodnoty st

vysledkami 6 nezavislych experimentov.

Viabilita buniek
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Graf 1: Viabilita buniek bunkovej linie PZ-TR stanovena pomocou MTT testu po 24 hodinach
posobenia herbicidov v roznych koncentraciach (1 uM = 1 umol.I"%). Vysledky st percentudlne
stiahnuté k negativnej kontrole, ktora predstavuje hodnotu 100% viability. Hodnoty oznadené
[*] st statisticky vyznamné (P<0,05) oproti negativnej kontrole. 1 pM = 1 umol.I™%.
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Po posobeni kazdého herbicidu vo vsetkych skiimanych koncentraciach bol
pozorovany pokles viability buniek v porovnani s negativnou kontrolou (Graf 1).
U herbicidov triklopyr a dikamba bola percentudlna hodnota viability po pOsobeni
najvyssich skimanych koncentracii znizena len 0 12% v pripade triklopyru a 13%
Vv pripade dikamby. Tieto hodnoty neboli Studentovym t-testom urcené ako Statisticky
vyznamné, u tychto herbicidov teda neboli preukazané cytotoxické ucinky na bunkovu
liniu PZ-TR pri pouzitych koncentraciach. U herbicidu alachlér bol Statisticky vyznamny
pokles viability pozorovany len po posobeni herbicidu v koncentracii 100 pmol.I™
a 500 pmol.l, preto by bolo vhodné pri dalsich experimentoch tieto koncentracie
vylac¢it. V pripade herbicidov 2,4-D, 2,4,5-T, diquatu a paraquatu bol pozorovany
Statisticky vyznamny pokles viability vo vSetkych skumanych koncentraciach.
Pri najvyssej pozorovanej koncentracii paraquatu a diquatu bol pokles viability velmi
vyrazny, ¢inil viac ako 80 % v porovnani s negativnou kontrolou.

Na zéklade ziskanych dat boli stanovené koncentracie herbicidov, ktoré boli dalej
pouzité na skiimanie transkripcnej aktivity TR na 10 ],Lmol.l'l, 1 umol.l'l, 0,1 ],Lmol.l'l,

0,01 ],Lrnol.l'l a 0,001 umol.l'l.

4.2 Stanovenie agonistického posobenia vybranych herbicidov

Pomocou metddy Luciferase Gene Reporter Assay bolo stanovené agonistické posobenie
vybranych herbicidov vo zvolenych koncentracidch na tyroidny receptor. Bolo skiimané
posobenie herbicidov alachléru, dikamby, diquatu, paraquatu, 2,4-D, 2,4,5-T a triklopyru
v zvolenych koncentraciach 10 umol.l'l, 1 umol.l'l, 0,1 umol.l'l, 0,01 pmol.l'1
a 0,001 pmol.l? na transkripénti aktivitu tyroidného receptora. Pri stanovovani
agonistického pdsobenia bola pozorovand schopnost herbicidov v rdznych
koncentraciach aktivovat’ tyroidny receptor. Ako negativna kontrola bolo pouZité
kultivaéné médium s FBS-CS a 0,1% DMSO. Ako pozitivna kontrola bolo pouzité
kultivaéné médium s FBS-CS a T3 v koncentracii 20 nmol.I. Jednotlivé experimenty
boli vyhodnocované po 24 hodindch pdsobenia herbicidu pomocou luminometra.
MnozZstvo emitovaného svetla vyjadrené v jednotkdch RLU bolo nasledne prevedené
na nasobky negativnej kontroly (FOLD indukcia). Uvedené hodnoty st vysledkom

4 nezéavislych experimentov.
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U vicsiny pouzitych koncentracii skimanych herbicidov nebolo pozorované vyrazné
zvysenie aktivacie tyroidného receptora v porovnani s negativnou kontrolou (Graf 2).
Pri pouzitych koncentraciach herbicidu 2,4,5-T m6Zeme vidiet’ mierne znizenie aktivacie
TR oproti negativnej kontrole. Tieto rozdiely vSak neboli Studentovym t-testom
stanovené ako Statisticky vyznamné.

Len v pripade najvyssich pouzitych koncentrécii herbicidov paraquat, diquat a alachlor
bol zaznamenany vzostup hodnoty FOLD indukcie, ktory bol ureny Studentovym
t-testom ako Statisticky vyznamny. Hodnoty FOLD indukcie dosahovali priblizne 63 %
aktivacie v porovnani s hodnotou FOLD indukcie u T3, ¢o je o 13 % viac v porovnani
s negativnou kontrolou. Tieto vysledky poukazuju na miernu aktivaciu tyroidného

receptora tymito herbicidmi pri dostato€ne vysokej koncentracii herbicidu.

4.3 Stanovenie antagonistického posobenia vybranych herbicidov

Posledna séria experimentov skumala pomocou metddy Luciferase Gene Reporter Assay
antagonistické pdsobenie vybranych herbicidov alachloru, dikamby, diquatu, paraquatu,
2,4-D, 2,45-T a triklopyru v zvolenych koncentracidch 10 pmol.I?, 1 pmol.l?,
0,1 umol.I*%, 0,01 umol.1"* a 0,001 umol.I™* na transkripéni aktivitu tyroidného receptora.
V pripade antagonistického pdsobenia herbicidu by doSlo k inhibicii aktivovaného TR.
Pre aktivaciu TR bolo ku kazdej skimanej koncentrécii herbicidu pridané T3 vo vysledne;j
koncentracii 20 nmol.I"! v kultivaénom médiu s FBS-CS. Ako negativna kontrola bolo
pouzité kultivatné médium s FBS-CS a 0,1% DMSO. Ako pozitivna kontrola bolo
pouzité kultivaéné médium s FBS-CS a T3 v koncentracii 20 nmol.l . Jednotlivé
experimenty boli  vyhodnocované po 24 hodinach posobenia  herbicidu
pomocou luminometra. Mnozstvo emitovaného svetla vyjadrené v jednotkach RLU bolo
nasledne percentudlne stiahnuté na pozitivnu kontrolu, ktord predstavuje 100% aktivaciu

tyroidného receptora. Uvedené hodnoty st vysledkom 6 nezavislych experimentov.
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Pri skiimani antagonistického posobenia jednotlivych herbicidov na tyroidny receptor
nebolo v danych koncentraciach preukazané ziadne potencionalne inhibi¢né pdsobenie
herbicidov na tyroidny receptor (Graf 3). Pri ziadnej z0 skimanych koncentracii
herbicidov nebol pozorovany vyznamny pokles aktivacie receptora oproti pozitivnej
kontrole.

U vsetkych pouzitych koncentracii herbicidu 2,4,5-T sa vysledné percentudlne
hodnoty pohybovali priblizne okolo 100%, u tohto herbicidu nebola zaznamenana ziadna
Statisticky vyznamna odchylka od pozitivnej kontroly. Rovnako tomu bolo aj v pripade
herbicidov paraquat, 2,4-D a alachlor pri koncentraciach od 0,001 pmol.I* do 1 pmol.I"
a v pripade herbicidu diquat pri koncentraciach od 0,001 umol.I* do 0,1 umol.1™%.

V pripade herbicidu 2,4-D v koncentraciach 1 umol.I't a 10 umol.I" bolo pozorované
len malé Statisticky vyznamné zvySenie aktivacie tyroidného receptora. Podobne tomu
bolo aj v pripade herbicidu diquat v koncentracii 1 umol.1™%.

Mierny synergicky efekt bol pozorovany u vSetkych pouzitych koncentrécii herbicidov
triklopyr a dikamba. U triklopyru bol pozorovany narast aktivacie receptora priemerne
0 12%, v pripade dikamby c¢inil tento narast priblizne 18% Vv porovnani s pozitivnou
kontrolou. Miera tohto zvySenia nebola priamo zavisla od koncentracie, pri vSetkych
pouzitych koncentraciach bol ndrast priblizne rovnaky. Okrem jednej pouzitej
koncentracie triklopyru boli vsetky tieto odchylky urcené Studentovym t-testom ako
Statisticky vyznamné.

Vyrazné zvySenie aktivacie tyroidného receptora bolo pozorované predovsetkym
u herbicidov diquat, paraquat a alachlér v najvyssej pouzitej koncentracii — 10 pmol.1™,
U diquatu v tejto koncentracii bolo pozorované zvysSenie aktivacie tyroidného receptora
0 44% v porovnani s pozitivnou kontrolou, u paraquatu a alachléru bol pozorovany narast
0 priblizne 30% v porovnani s pozitivnou kontrolou. Vsetky tieto hodnoty boli podla
Studentovho t-testu urcené ako Statisticky vyznamné.

Z vysledkov tejto série experimentov mdzeme usudzovat, Ze herbicidy triklopyr
a dikamba posobia s T3 synergicky na tyroidny receptor, priCom tento efekt nie je zavisly
od koncentracie herbicidu. V mensej miere u herbicidu 2,4-D, predovsetkym ale
u herbicidov paraquat, diquat a alachlor sa prejavil vyrazny synergicky efekt, ktory bol

podmieneny zvySenou koncentraciou herbicidov.
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5 DISKUSIA

V tejto bakalarskej praci bol sledovany vplyv herbicidov na transkripéni aktivitu
tyroidného receptora. Pre experimenty bolo zvolenych 7 druhov herbicidov,
medzi ktorymi boli herbicidy neselektivne, napr. paraquat alebo diquat, ale aj selektivne,
napr. dikamba. Herbicidy paraquat, diquat, alachlor a 2,4,5-T s zname svojimi toxickymi
ucinkami na l'udsky organizmus a v mnohych $tatoch je ich pouZzivanie zakazané, alebo
podlicha striktnym predpisom. Naopak u dikamby, triklopyru a 2,4-D zatial' neboli
pozorované ziadne vyrazné toxické ucinky na l'udsky organizmus.

Pri experimentoch skimajucich agonistické a antagonistické pdsobenie herbicidov
na tyroidny receptor boli zvolené pouzité koncentracie tak, aby neovplyviiovali viabilitu
buniek, a teda aj vysledky metody Luciferase Gene Reporter Assay. U herbicidov 2,4-D
a 2,4,5-T bol pozorovany signifikantny pokles viability pri vSetkych koncentraciach
pouzitych v MTT teste, ktory vSak bol priblizne konsStantny. Z tohoto dévodu boli
z dalsich experimentov vylucené rovnako ako aj v pripade ostatnych pouzitych
herbicidov len dve najvyssie koncentracie — 500 umol.I"t a 100 umol.It. Ako pozitivna
kontrola bol pouzity neviazany trijodtyronin, aktivna forma tyroidného hormoénu,
v koncentracii 20 nmol.I"t. Tato hodnota bola stanovena experimentéalne, pri vyssich
koncentraciach nedochadza k vyraznému narastu transkripcnej aktivity TR. Tato hodnota
je vyrazne vyssia ako referencné rozmedzie T3 v krvnej plazme, ktoré je u zdravych
jedincov 1,21 - 2,29 nmol.I"%, z toho vol'ny T3 tvori len 2,2 — 5,3 pmol.I* (Dastych et al.,
2015). Pouzitim takto vysokej koncentracie bola zaistena 100 % aktivacia tyroidného
receptora ligandom T3.

Z vysledkov experimentov vyplyva, ze herbicidy triklopyr a dikamba nie su ani
agonistami, ani antagonistami tyroidného receptora. Pozorovany bol vSak synergicky
efekt tychto herbicidov po posobeni s T3. Narast transkripcnej aktivity TR nebol zavisly
od koncentracie, vo vSetkych skimanych koncentraciach bol priblizne rovnaky, v pripade
triklopyru ¢inil priblizne 14 %, v pripade dikamby 17 %. ZvySena transkripcna aktivita
TR bola pozorovana aj pri najnizsej pouzitej koncentracii, preto by sme mohli zaradit’
tieto 2 herbicidy medzi potencionalne THDC. Podl'a epidemiologickych Studii je dikamba
spajana so zvySenou pravdepodobnostou vzniku hypotyroidizmu (Goldner et al., 2013),
na ktorom méze mat’ podiel aj toto pozorované synergické posobenie. St vSak potrebné
dalSie vyskumy, ktoré by preukézali vplyv tohto zvySenia transkripcie na génovu

expresiu a na cely tyroidny metabolizmus.

33



Zaujimavé su vysledky v pripade herbicidu 2,4,5-T. U ziadnej z pouzitych koncentracii
nebola pozorovand ziadna Statisticky vyznamnad zmena v transkripénej aktivite
tyroidného receptora v porovnani s kontrolami. Tento herbicid nie je ani agonistom, ani
antagonistom TR. Nedavne vyskumy preukazali, ze herbicid 2,4,5-T sa viaze na TRp1
izoformu tyroidného receptora (Zhang et al., 2016). Tento vyskum vsak nebol skiimany
na zivych bunkach, preukazana bola len schopnost’ herbicidu 2,4,5-T viazat’ sa na LBD
doménu TRPB1 izoformy tyroidného receptora. Vysledky mojich experimentov naznacuju,
Ze tato vizba neovplyviuje transkripcnu aktivitu tyroidného receptora. 2,4,5-T sa viaze
okrem TR aj na TTR (Zhang et al., 2015), ¢o moze mat’ negativny vplyv na tyroidny
metabolizmus, popripade zvySenu pravdepodobnost vzniku hypotyroidizmu, ktory je
s tymto herbicidom spajany (Goldner et al., 2013). Nie je vSak mozné tato hypotézu
potvrdit vyskumom v in vitro podmienkach, kedze u bunkovych linii nedochadza
k transportu T3 pomocou TTR.

U herbicidov alachlor, paraquat a diquat sa vyrazne prejavilo agonistické posobenie
a synergicky efekt na tyroidny receptor v obidvoch pripadoch pri najvyssich pouzitych
koncentréaciach (10 umol.I*). V pripade agonistického pdsobenia bol pozorovany narast
transkripénej aktivity TR 0 20 — 25 % v porovnani s negativnou kontrolou, v pripade
posobenia herbicidov s T3 ¢inil tento narast 32 — 45 % Vv porovnani s pozitivnou
kontrolou. Tieto koncentracie su prili§ vysoké a v prostredi sa nevyskytuju, preto
pravdepodobne nepredstavuji hrozbu. Pre dosiahnutie takejto vysokej koncentréacie
Vv organizme je potrebné, aby bol herbicid umyselne (Sun et al., 2016) alebo netimyselne
(Davarpanah et al., 2015) pozity ¢i inou formou podany do organizmu.

U herbicidu 2,4-D sa neprejavilo ani agonistické, ani antagonistické posobenie na TR
pri ziadnej z pouzitych koncentracii, mierny synergicky efekt bol pozorovany v pripade
koncentrécii 1 umol.It a 10 umol.I"2. Tento narast transkripénej aktivity ¢inil len priblizne
9 %. V nedavnej dobe bolo poukazané na schopnost’ 2,4-D viazat’ sa na TR (Zhang et al.,
2016), avsak pri ovela vyssej koncentracii (460 pmol.I"Y) nez bola pouzitd v mojich
experimentoch, takze v mojich experimentoch pozorovana nebola. Vézba 2,4-D na TR
Vv pritomnosti T3 v tejto Studii nebola skimana. Epidemiologické Studie spajaju 2,4-D
S0 zvySenou pravdepodobnost’ou vzniku hypotyroidizmu (Goldner et al., 2013), o moze
byt v kontexte celého metabolizmu spojené s tymto pozorovanym synergickym efektom.
St potrebné d’alsie vyskumy, ktoré by skimali vplyv uvedenej zvySenej transkripcnej

aktivity na génovu expresiu.

34



6 ZAVER

Bol testovany vplyv vybranych herbicidov (triklopyru, 2,4-D, 2,4,5-T, dikamby, diquatu,
paraquatu a alachloru) na transkripénu aktivitu tyroidného receptora stabilne
transfekovanej bunkovej linie PZ-TR.

V teoretickej Casti bakalarskej prace bola popisana Struktira tyroidnych hormoénov,
tyroidného receptora a mechanizmus regulacie traskripcie tymto systémom. Dalej boli
blizSie charakterizované pouzité herbicidy, priCcom bol kladeny doéraz na ich toxické
ucinky na zivé organizmy. Zaver bol venovany negativnym ucinkom herbicidov
na tyroidny metabolizmus.

V experimentélnej Casti bakalarskej prace bolo metddou MTT stanovené cytotoxické
posobenie jednotlivych herbicidov v koncentracidch 500 pmol.I?, 100 pmol.l?,
10 pmol.I’t, 1 pmol.lt a 0,1 pmol.It. Z dovodu zvysenej cytotoxicity herbicidov
v koncentraciach 500 umol.I* a 100 pmol.I? boli tieto koncentracie vylugené z d’alich
experimentov a boli nahradené koncentraciami 0,01 pmol.l® a 0,001 umol.lI%
Agonistické a antagonistické posobenie herbicidov na transkripéna aktivitu tyroidného
receptora bolo stanovené metddou Luciferase Gene Reporter Assay. Ako pozitivna
kontrola bolo pouzité T3. NajvyraznejSi narast transkripénej aktivity bol pozorovany
pri skiimani agonistického aj antagonistického posobenia po pdsobeni herbicidov
alachlér, diquat a paraquat v koncentracii 10 umol.I"t. Herbicidy triklopyr a dikamba
sposobovali pri pdsobeni s T3 mierne zvysSenu transkripént aktivitu, ktorej narast bol
konstantny u vetkych pouZitych koncentracii. Ziadne ovplyvnenie transkripénej aktivity
nebolo pozorované v pripade herbicidu 2,4,5-T. Herbicid 2,4-D po pdsobeni s T3 mierne
zvysoval transkripénti aktivitu pri pouzitych koncentraciach 10 umol.It a 1 pmol.I™%.

Vysledky tejto bakalarskej prace poukazuji na synergické posobenie herbicidov
triklopyr, dikamba, 2,4-D, alachlor, paraquat a diquat s T3 na tyroidny receptor. Toto
zvySenie transkripénej aktivity tyroidného receptora méze mat’ za nasledok narusenie
tyroidného metabolizmu a tym ovplyvnenie celého organizmu. Su potrebné d’alSie

vyskumy, ktoré by sa zaoberali expresiou génov, ktoré s na tento receptor viazané.
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5 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

2,4-D
2,45-T
AhR
ALA
ATP
CoA
DIC
DMEM
DMO
DMSO
DQ
DTT
ECso
EDTA
FBS
FBS-CS
GSH
GSSG
ICs0
LBD
MTT
NADH
NADPH
NCoR
NOEL
Nrf2
PBDE
PBS
POR
PRQ
RLBA
ROS

2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina
2,4,5-trichlorofenoxyoctova kyselina
aryl uhl'ovodikovy receptor

alachlor

adenozin-5’-trifosfat

koenzym A

dikamba

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dikamba monooxygenaza
dimetylsulfoxid

diquat dibromid

ditiotreitol

polovi¢nad maximalna efektivna koncentracia
kyselina etyléndiamintetraoctova

fetadlne bovinné sérum

hormonalne inaktivované fetalne bovinné sérum
glutation

glutation disuldid

polovi¢nd inhibi¢nd koncentracia
doména tyroidného receptora viazuca ligand
metyltetrazoliova sol’
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfostat
jadrovy receptorovy korepresor
no-observed-effect level

nuclear factor(erythroid-derived 2)-like 2
polybromované difenylétery

fosfatovy pufor
NADPH-cytochrom-P450- reduktazou
paraquat dichlorid

radio-ligand binding assay

reaktivne kyslikové radikaly
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RXR retinoidny X receptor

SREBP-1c sterolovy responzivny element viazuci protein 1c
T3 3,5,3 -trijodtyronin

T4 tyroxin

TBG globulin viazuci tyroidné hormony

TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

TCP 3,5,6-trichloropyridinol

TCR triklopyr

TH tyroidné hormony

THDC chemikalia naruSajtca tyroidny metabolizmus
TLR4 toll-like receptor 4

TPO tyreoperoxiddza

TR tyroidny receptor

TRAP pomocny protein tyroidného receptora

TRE tyroidny responzivny element

TRH tyrotropin uvolfiujuci hormon tyreoliberin
TSH tyroidny stimulujuci receptor

TTR transtyretin

USEPA U.S.Environmental Protection Agency
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