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Souhrn

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligand-dependentni transkripcni faktor, ktery
se aktivuje pomoci riznych syntetickych a piirodnich latek, jako je napiiklad
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). Tato bakalafskd price se zaméiila na
stanoveni cytotoxicity grafen oxidu pomoci metody MTT assay a nasledn¢ na jeho
schopnost aktivovat nebo inhibovat transkripéni aktivitu aryluhlovodikového receptoru
pomoci metody Reporter Gene assay. U¢inek grafen oxidu byl méfen v péti riznych
koncentracich.

Pro testovani byla pouZita stabiln¢ transfekovand reporterova buné¢na linie
AZ-AhR, kterd byla nisledné oSetfena pfidavkem testovanych latek o koncentracich -
0,002; 0,02; 0,2; 2 a 20 pg/ml. Po inkubaci bunék s grafen oxidem byla mcfena
transkripéni aktivita. Zadnd z vybranych latek AhR neaktivovala, k aktivaci doglo pouze
u pozitivni kontroly (TCDD). V antagonistickém moédu byla zaznamenana signifikantni
koaktivace u dvou nejvysSich koncentracich grafen oxidu. Vysledky naznacuji, Ze grafen

oxid ovliviiuje transkrip¢ni aktivitu AhR v pifitomnosti agonistd AhR (TCDD).



Summary

The aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a ligand-dependent transcription factor that
is activated by  different synthetic and natural chemicals such as
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). This thesis is focused on the graphene oxide
cytotoxicity using the MTT assay, followed by detection of its ability to activate or inhibit
the transcription activity of aryl hydrocarbon receptor using the Reporter Gene assay
method. Effect of graphene oxide was measured in five different concentrations.

For testing was used stably transfected reporter cell line AZ-AhR, which was
subsequently treated by the addition of the tested compounds with the concentration -
0,002; 0,02; 0,2; 2 a 20 pg/ml. After cells incubating with graphene oxide, transcription
activity of AhR was measured. None of tested compounds did activate AhR, only the
positive control (TCDD) significantly did it. In the antagonist mode, significant
co-activation was detected in the two highest concentrations of graphene oxide. The results
suggested that graphene oxide affects the transcription activity in the presence of AhR

agonists (TCDD).
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1.Uvod

V dnesni dob¢ stale narlsta zdjem o nove syntetizované latky. Mezi tyto latky patii
mimo jiné i nanomateridly na bazi grafenu, které se stavaji atraktivnimi pro fadu védci.
Velky zijem vyvolavaji pro své jedinecné vlastnosti jako je velky povrch, chemickd
a mechanicka stabilita, vynikajici vodivost a dobra biokompatibilita. Tyto nanomaterialy
nachdzeji své uplatnéni v primyslu, kosmetice a zdravotnictvi. Avsak se stile rostoucim
pouzivadm grafenovych nanomateridlii stoupd i riziko uvoliiovani téchto latek do Zivotniho
prostiedi. V dusledku toho je proto dileZité posoudit, jaky vliv maji tyto latky na Zivotni
prostiedi a na pochody v téle organismu.

Vice se také zalind rozSifovat pouZivani nanotechnologii v mediciné. Vyvoj
novych a G¢innych systému pro podavani 1éki je jednim z klicovych problémi, kterym celi
moderni medicina. Nanocastice jsou pouZivany ke sniZovani toxicity a neZadoucich ucinki
1ék11, avSak sami nosi¢e mohou pro pacienta piedstavovat riziko.

V praktické casti bakalafské priace byla zjiStovana cytotoxicita grafen oxidu
anisledné jeho interakce s aryluhlovodikovym receptorem (AhR). AhR vystupuje jako
ligandem aktivovany transkripcni faktor, ktery hraje diileZitou roli v regulaci metabolismu
xenobiotik a uplatiuje se v mnoha riznych bunéénych procesech. Je proto dilezité

sledovat schopnosti latek tento receptor aktivovat, ptipadné inhibovat.



2. Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je cytosolicky protein patiici do rodiny
jadernych receptori. AhR je ligandem aktivovany transkripéni faktor patifici do basic helix-
loop-helix (bBHLH)/PAS (Per-ARNT-Sim) rodiny transkripcnich faktora, které fidi expresi
lidského CYP1A1, CYP1A2 a CYPIBI1 (Vrzal et al, 2004, Wu, 2013). AhR byl prvni
objeveny xenoreceptor. Je také nazyvan jako dioxinovy receptor, protoZe je aktivovan
polyaromatickymi  uhlovodiky (polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky; PAH)
a dioxinovymi slou¢eninami. Cela fada xenobiotik jsou exogennimi ligandy AhR. AhR byl
mnoho let povaZzovan za orphan (sirot¢i) receptor. V poslednim desetileti vSak byla
identifikovana fada endogennich ligandi a AhR byl "deorphanizovan" (Anzenbacher et al.,
2012).

Exprese AhR byla zjiSt€éna v mnoha lidskych tkanich. U dospélych lidi AhR mRNA
je vysoce exprimovana v plicich, slinivce, jatrech a srdci, niz§i hladiny exprese jsou
v mozku a ledvinach (Jiang et al., 2010).

Vyzkum ukazal, Ze AhR hraje vyznamnou roli v mnoha riznych bunécnych
a vyvojovych procesech. AhR miiZe plisobit v mnoha typech bunck, zprostfedkovavat fadu
biologickych procesii a ovladat rizné funkce, vCetné d€leni buné€k, apoptézy, diferenciace
bunék, vyvoje nervového systému a cév, stejn¢ tak dobie cirkadidnni rytmus,
metabolismus a stresové reakce na hypoxii (Jiang et al., 2010; Busbee et al., 2013). Kromé
toho AhR muze hrét roli ve sméfovani proteinil v proteazomové degradaci tim, Ze ptisobi

jako ligand-dependentni E3 ubiquitin ligaza (Busbee et al., 2013).

2.1 Struktura AhR

Lidsky gen pro AhR se nachazi na chromozomu 7. Je zde 12 exont, které koduji
848 aminokyselin dlouhy protein s teoretickou hmotnosti 96 147 Da (Vrzal et al., 2004).

Jak jiz bylo zminé€no, AhR patii do basic helix-loop-helix (bHLH)/PAS rodiny
transkripCnich faktorti, ktery jsou pifitomny v mnoha tkanich a aktivuji genovou expresi
ligand-dependentnim zptisobem (Pandini et al., 2010). Tyto proteiny tvoii velké nadceledi
transkripénich regulatort, které se uplatiiuji v kritickych vyvojovych procesech, véetné
uréeni pohlavi a vyvoj nervové soustavy a svaltl. Cleny této nadéeledi bHLH maji dvé
vysoce konzervované a funk¢éné odliSné domény - zasaditou doménu a HLH doménu, které

spolecné tvofi oblast pfiblizn¢ 60 aminokyselinovych zbytk.
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Na N-terminalnim konci se nachédzi zasaditd doména, kterd vazZe transkripcni faktor
do DNA na hexanukleotidovou sekvenci, oznacovanou jako E box. Na C-termindlnim
konci se nachdzi HLH doména, kterd umoZiiuje interakci s jinymi proteinovymi
podjednotkami za vzniku homo- a hetero- dimernich komplexti (Jones, 2004).

PAS domény, které se nachédzeji na C-terminalni oblasti bHLH, jsou dlouhé
260-310 aminokyselin a funguji jako dimeriza¢ni motivy (obr. 1). Umoziuji vazbu
s dalSimi PAS proteiny, non-PAS proteiny a s malymi molekulami jako jsou dioxiny. PAS
doména je sloZena ze dvou opakovani ptiblizn€ 50 aminokyselinovych zbytkl (znamé jako
PAS-A a PAS-B) oddélenych asi 150 aminokyselinovymi zbytky (Jones, 2004).

AhR 1 jeho heterodimerni partner aryl uhlovodikovy jaderny translokator (ARNT)
jsou Cleny této rodiny. V. AhR se obé domény pouZivaji k heterodimerizaci s ARNT,

doména PAS-B slouzi také jako doména vazajici ligandy (LBD) (Wu, 2013).

Hsp30 binding domain

A

Dimerization domain

|

[ 1 Transeription activation
binding domain

Ligand binding domain

1
—— f ‘

- =

Obr. 1: Struktura AhR (Prevzato od Busbee et al., 2013).

DMA binding domain

2.2 Metabolismus xenobiotik

Aryl uhlovodikovy receptor spolu s jeho heterodimernim partnerem aryl
uhlovodikovym jadernym translokatorem (ARNT), spole¢né¢ oznaCovanymi jako aryl
uhlovodikovy receptorovy komplex (AhRC), je jiz dlouho spojovan s odezvou organismu
na latky zneCiStujici Zivotni prostfedi. Organismy se musi neustdle vyrovnavat
s potencionilné nebezpecnymi latkami antropogenniho pivodu. Xenobiotika, jako jsou
pesticidy, rozpoustédla a mnoho dalSich primyslovych vyrobkd, jsou hlavnim zdrojem
zneCisténi Zivotniho prostiedi (Beischlag et al., 2008).

Dtlezitd role AhR tkvi v jeho transkripéni kontrole nad néckolika nejen

biotransformacnimi enzymy (CYP1A1l, CYP1A2, CYPIBI1). Z tohoto diivodu je AhR
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rozhodujicim faktorem v regulaci metabolismu xenobiotik (Vrzal er al., 2004).

Metabolismus xenobiotik se formélné€ d€li do dvou fazi, béhem kterych dochézi ke
zvyseni polarity xenobiotika. Ve fazi 1. biotransformace dochazi ke zvySeni polarity tfemi
strategiemi - vneseni polarni skupiny do molekuly, pfeména méné¢ polarni skupiny na
polarngjsi skupinu nebo odkryti polarni skupiny chemickou pfeménou molekuly. Uplatiiuji
se zde reakce oxidoredukcni a hydrolytické. NejvyznamnéjSim enzymovym systémem,
ktery je zodpovédny za fazi 1. biotransformace je nadrodina enzymu cytochromu P450
(CYP). Ve fazi II. biotransformace je polarita xenobiotika zvySovana pfipojenim jiné
polarni molekuly. Neékdy se hovoii 1 o tzv. fazi III. a fazi 0. biotransformace, které
zodpovidaji za transport xenobiotika do buiiky (import, faize 0.) a metabolitli z buiiky

(export, faze II1.) (Changjiang et al., 2005, Vrzal et al., 2004).

2.3 Aktivace AhR

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) a piibuzné AhR ligandy (agonisté)
difuzi vstoupi do buniky (vétSina z nich je velmi hydrofobnich) a vazi se s vysokou afinitou
k AhR. V klidovém stavu se AhR nachézi v cytosolu v multiproteinovém komplexu, ktery
obsahuje dvé molekuly proteinu teplotniho Soku Hsp90, XAP2 (aryl hydrocarbon receptor
interacting protein), také zndm jako AIP1 nebo ARA9 a ko-chaperonovy protein p23
(Nguyen et al., 2008). Hsp90 pomahd zachovat AhR v konformaénim stavu, ktery je
schopen vazat ligand a zabranit nevyZadané translokaci AhR do jadra. Fosfoprotein p23
poméha pii interakci mezi AhR a Hsp90. ARA9 protein se podili na spraivném skladani
AhR v cytoplazmé (Busbee ef al., 2013).

Po vazbé ligandu dojde ke konformacni zméné AhR a k translokaci proteinového
komplexu AhR s navdzanym ligandem do jadra. AhR disociuje z komplexu a vytvaii
heterodimer s jadernym proteinem ARNT. Heterodimerni komplex ligand/AhR/ARNT
se navaze na specifické rozpoznavaci misto do promotorové oblasti DNA, oznacované jako
dioxin-responsive element (DRE), xenobiotic-responsive element (XRE), nebo
Ah-responsive element, coZz vede k ohybani DNA, k naruSeni chromatinu a nukleozomu
acelkové ke zvySeni rychlosti transkripce cilového genu (obr. 2). AhR-dependentni
genova transkripce je ukoncena disociaci komplexu ligand/AhR/ARNT z DRE. Jaderny
export AhR do cytosolu zprostfedkuje jeho N-terminalni jadernd exportni sekvence

nasledovana ubiquitin-proteazomovou degradaci (Denison, 2011).
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Obr. 2: Schéma aktivace Aryluhlovodikového receptoru: (a) Ligand prochazi
plazmatickou membranou do bunécné cytoplazmy. (b) Ligand se vaze na cytosolovy AhR
komplex. (c) Ligand navdzany na AhR komplex je translokovan do jadra. (d) Po
dimerizaci s ARNT se odlouc¢i chaperonové proteiny. (e) Ligand navdzany na AhR/ARNT
komplex se vdze na DRE/XRE, coz vede k transkripéni aktivité cilovych gend. (Prevzato

od Busbee et al., 2013).

AhR rovnéz podléhd negativni zpétné vazbe. Aktivita komplexu AhR/ARNT je
tlumena diky zvySené expresi transkripcniho represoru znamého jako aryl uhlovodikovy
receptorovy represor (AhRR). AhRR je bHLH-PAS protein s vysokou sekvencni
podobnosti s AhR. AhRR potlacuje transkripéni aktivitu AhR kompetici o vazbu s ARNT.
Tento utlum ¢innosti AhR pomoci negativni zpétné smycky a receptorové degradace muize
slouzit k ochrané organismu pfed nasledky transkripcni hyperstimulace ze strany silnych

agonisti (Nguyen et al., 2008).
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2.4 Ligandy AhR

V pribéhu let bylo objeveno nckolik AhR ligandli, a to jak pfirodnich, tak
syntetickych. Identifikace téchto ligandii poskytla vétsi znalost o fyziologickych funkcich
AhR. AhR ligandy se mohou zna¢né liSit ve své chemické struktufe a vazebné afinité.
Ligandy, které maji vetsi afinitu k receptoru, se ¢asto povazuji za vice toxické a mohou se
dostat do téla vdechnutim, nebo pii pfimém kontaktu s kizi. Tyto ligandy, které jsou
obvykle soucasti latek zneciSt'ujicich Zivotni prostiedi, zahrnuji halogenované aromatické
uhlovodiky, mezi které patii polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDD), dibenzofurany
(PCDF) a bifenyly, stejn¢ tak jako polycyklické aromatické uhlovodiky jako
benzo(a)pyren, anthracen a 3- methylcholanthren (Busbee ef al., 2013).

Nejvice studovany izomer je 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), béZné&
oznacovany jako dioxin (obr. 3) (Heuvel et al., 1993). TCDD je produkovan pii vyrobé
pesticidi a herbicida jako vedlejsi produkt. Je také uvolnovan pii spalovani komunélniho
odpadu (Tuppurainen et al., 2003). Vystaveni TCDD vyvolava fadu toxickych uc¢ink,
zejména rakovinu a imunosupresi, teratogenezi, imuno-, hepato-, kardio- a dermélni
toxicity. Vzhledem ke své vysoké vazebné afinité se stal TCDD prototypem pro studium

biologické aktivity AhR (Busbee et al., 2013).

Cl @) Cl

Cl O Cl
Obr. 3: Vzorec 2,3,7,8 - tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (TCDD)

Kromé¢ téchto klasickych, syntetickych AhR ligandl védci zacali objevovat
pfirozené ligandy. Tyto pfirodni slouceniny se ukéazaly jako méné toxické, ale stale
schopné vyvolat odpovédi prostiednictvim AhR drahy. Mezi piirodni ligandy se fadi
flavonoidy, stilbeny, karotenoidy a indoly (Busbee ef al., 2013).

Mezi endogenni ligandy AhR patii bilirubin, eikosanoidy, derivaty tryptofanu a
indolu, biliverdin, indirubin, derivaty kyseliny arachidonové a dalSi. AZ do identifikace
endogennich ligandi se véfilo, Ze AhR byl zodpovédny pouze za indukci
biotransformacnich enzymu jako je CYP1A1, CYP1A2, CYPI1BI1, glutathion S-transferdza
(GSTs), UDP-glukuronosyltransferaza (UGTs) a NADPH reduktaza. Poznani endogennich
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ligandiit AhR pomohlo k pochopeni fyziologickych roli AhR. Nyni je jasné, Ze AhR hraje
dileZitou roli v rtznych endogennich funkcich jako je regulace bunééného cyklu
a proliferace, imunitni odpovédi Ci exprese genil metabolismu lipidii (Anzenbacher et al.,

2012).

15



3. Grafen oxid

3.1 Vlastnosti grafenu

Grafen je velmi tenkou formou uhliku. Jednd se o jednotlivé izolované vrstvy
grafitu o tloust’ce jednoho atomu. Tento prihledny dvojrozmérny materidl je tvofen sp2
hybridizovanymi uhliky, které vytvaii Sestidhelniky (obr. 4). Grafen poprvé popsali Andre
Geim a Konstantin Novoselov, ktefi za svlij objev dostali v roce 2010 Nobelovu cenu.
Grafen prokazal fadu zajimavych vlastnosti, proto i na vzdory své kratké historii vyvolal
velky zajem. Grafen ma dobrou elektrickou vodivost, vysokou pohyblivost elektront pfi
pokojové teploté, vynikajici mechanické vlastnosti (tuhost, pevnost, pruznost), velkou
povrchovou plochu, dobrou tepelnou vodivost, je nepropustny pro plyny a vyznacuje se
chemickou inertnosti. Také ma vyjimecné optické vlastnosti (propousténi svétla, zhaseni
fluorescence) (Klukova et al., 2013).

Materialy z grafenu maji vyuziti v biomedicinském sektoru, Zadny jiny material
nema srovnatelné vlastnosti. AvSak grafen a jeho derivaty vykazuji moZnou toxicitu
v biologickych systémech od prokaryot k eukaryotim v zavislosti na aplikované davce
(Gurunathan et al., 2016).

Grafen ma dvé aktivni strany, plochy a hrany, které zlepSuji pfichyceni

biologickych molekul na grafen a jeho pfilnavost k buiitkdm (Jarosz et al., 2015).

Obr. 4: Struktura 2D grafenu (Pfevzato od Jarosz et al., 2015)
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3.2 Vyuziti grafenu

Grafen a nanomateridly na bazi grafenu jsou dnes vyuZivany v mnoha oblastech pro
ruzné ucely. Je slibnym materidlem pro elektrochemii - nanoelektroniku a energetické
technologie (superkondenzétory, baterie, kompozi¢ni materialy, tranzistory, solarni ¢lanky,
palivové Clanky). Vyuziva se také v oblasti senzort, katalyzy a biomediciny. Diky svym
jedineCnym mechanickym vlastnostem jako je vysoka pruznost, flexibilita a adaptibilita
pro tkanové inZenyrstvi, byly grafenové nanomateridly zkouméany v nékolika
biomedicinskych odvétvich. Materidly na bazi grafenu jsou slibné v oblasti biosenzorti
(optické snimace, fluorescencni zobrazovaci sondy a elektrochemické snimace). Kromé
toho, grafenové nanomaterialy byly pouZzity v pokrocilych terapeutickych technikach, jako

jsou fototermalni a fotodynamické terapie (Jarosz et al., 2015).

3.3 Vlastnosti grafen oxidu

vvvvvv

(Klukova et al., 2013). GO se sklada z jednoatomové vrstvy atomu uhliku usporadané do
miizky, kterd tvarem pfipomina vceli plastve a je jednim z nejsilnéjSich materiadla vibec
(Si-Ying et al., 2015).

GO je hydrofilni a jeho povrch je snadno modifikovan fadou biokompatibilnich
polymert jako je chitosan, polyethylenglykol, poly-L-lysin, polyvinylalkohol a dalsi. GO
obsahuje velké mnozstvi hydrofilnich skupin lokalizovanych jak na okrajich vrstvy, tak ve
vnitinich rovinach, z tohoto diivodu by malé platy GO o nizké koncentraci mély byt vice
biokompatibilni. Diky svym vlastnostem naSel GO vyuZiti v oblasti davkovani 1écCiv,
parazitologie, tkanového inzenyrstvi, antibakteridlnich latek, 1éCby rakoviny a dalSich

(Chung, et al., 2013, Si-Ying, et al., 2015)
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Obr. 5: Struktura grafen oxidu (A - epoxidova skupina, B - hydroxylova skupina,
C - karboxylovéa skupina)

GO je vysoce oxidovana forma grafenu vyrobena pirevazné chemickymi metodami,
pres energetickou oxidaci grafitu za pouZiti riznych oxidacnich ¢inidel, nebo znidmych
postuptl jako pti Hummersové metode¢.

Ptiprava grafenu zahrnuje nékolik kroki (obr. 6). Prvotni oxidace grafitu probih&
pomoci Hummersové metody (pomoci oxidacnich cinidel KMnO; a NaNO;
v koncentrované H,SO,) za vzniku grafitového oxidu (Hummers et al., 1958). V porovnani
s puvodnim grafitem, grafitovy oxid nese hydroxylové a epoxidové skupiny na
sp> - hybridizovanych uhlicich ve vnitini roving a karbonylové a karboxylové skupiny na
sp” - hybridizovanych uhlicich nachézejicich se na okraji vrstvy (obr. 5). Grafitovy oxid je
proto velmi hydrofilni a ve vodnim roztoku velmi lehce pfechazi pomoci ultrasonifikace na
grafen oxid. GO nese tfadu funkcnich skupin (Klukova et al., 2013). Reaktivni COOH
aOH skupiny v GO usnadnuji spojeni s rtiznymi materidly, jako jsou polymery,
biomolekuly, DNA, proteiny, nebo nanocastice Fes;Os, které zlepSuji rozpustnost

a zabranuji agregaci ve fyziologickych pufrech s obsahem soli (Jarosz et al., 2015).

18



Graphite Oxide
J Exfoliation

Chemical converted
graphene (CCG)

Graphene Oxide (GO)

Obr. 6: Schéma pripravy grafenu

3.4 Pouziti grafen oxidu

Jedinecné vlastnosti grafen oxidu naSly vyuziti v biologickych a lékaiskych
aplikacich, jako povrchovy materidl pro implantity a také jako stimulator pro rust
a diferenciaci bun¢k. Velky aromaticky povrch GO s mnozstvim funk¢nich skupin
umoziuje adsorpci molekul s vysokou afinitou a umoziiuje vytvéret stabilni komplexy,
které delaji GO idedlnim nanonosi¢em pro ucinné léky a doru¢ovani genll. Rtzné cilové
molekuly, jako je kyselina listova nebo protilatky, mohou byt snadno imobilizovany na
GO, ktery nasledné¢ umozni ptesné a ucinné dodani molekul do cilovych bunék (Jarosz et
al., 2015). Pfedchozi in vitro a in vivo studie potvrdily, Ze GO je vysoce G¢inny v cileném
dodani 1éCiv proti rakoving (Guo et al., 2014).

Pro pouziti GO v klinickém prostiedi je nezbytné potvrdit jeho toxicitu
a biologickou kompatibilitu pfes rozsahlé in vitro a in vivo studie s pouZzitim specidlnich

bunécnych linii, teoretickych a zvitecich modelt (Si-Ying et al., 2015).
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3.5 Toxicita materialii na bazi grafenu

Potencialn¢ toxické ucinky materialt z grafenu na Zivotni prostfedi a lidské zdravi
pfitahuji v posledni dobé zna¢nou pozornost. Pochopeni interakci grafenu a jeho derivat
s Zivymi systémy a jejich nezadoucich uc¢inki méd zdsadni vyznam pro dal§i rozvoj
a bezpecné pouzivani nanomaterial na bazi grafenu (Guo et al., 2014). Cytotoxické studie
grafenu zahrnuji vliv na Zivotaschopnost a morfologii bunék, integritu membrény,
generovani ROS, poSkozeni DNA, expresi genu a mechanismus vychytavani. Interakce
grafenovych nanocastic s bunkami zavisi na fyzikalné-chemickych a -elektrickych
vlastnostech. Morfologie (velikost, tvar a ostré hrany), povrchovy naboj, povrchova
funkcionalizace, rozpustnost, skupenstvi, pocet vrstev, Cistota a zpusob syntézy jsou
klicovymi faktory, které ovliviiuji mechanismus absorpce (pasivni difuze, endozomalni
vychytavéni) a reakci tkdn¢ na nanomaterialy z grafenu (Shen et al., 2012). Kromé toho je
toxicky ucinek grafenu vysoce zavisly na podminkich experimentu, mezi které patii doba
pusobeni, davka, typ bun€k a metoda pouZzita pro stanoveni Zivotaschopnosti bunék (Jarosz
etal., 2015).

Chemické metody pouZivané pifi vyrobé grafenovych nanomateridlt, vcetné
oxidace nebo redukce grafen oxidu, zpusobuji vznik toxickych latek jako je napiiklad
hydrazin nebo jeho derivaty, které maji vliv na strukturu grafenu a jeho bezpecnost.
Povrchové tpravy grafenovych nanomateriali zlepSuji jejich rozpustnost a vyrazné snizuji
toxické interakce s Zivymi systémy (Gurunathan et al., 2016).

GO snadno vstupuje do Zivé buiiky, protoze je malé velikosti, m4 ostré hrany
adrsny povrch. Navic zdporné nabity GO se muiZe snadno hromadit uvnité burky.
Ptitomnost karboxylovych, epoxidovych a hydroxylovych skupin v GO sniZuje jeho
cytotoxicitu, malé velikost a vysoky obsah kysliku zlepsuje rozpustnost a vede ke zvySeni
biokompatibility. AvSak mechanismus bunécného vychytivani a osud grafenu uvnitf
Zivych bun€k neni dosud zcela zndm (Jarosz et al., 2015).

Fyzikalni interakce grafenu s bunéfnymi membranami jsou jednou z hlavnich
pfi¢in cytotoxicity. Hydrofobni formy grafenu interaguji s lipidy bunééné membrany,
zatimco ostatni formy grafenu se mohou véazat na receptory bunék a zasahovat do
bunéného metabolismu, inhibovat piivod zZivin, indukovat napéti nebo zptisobit zanik
bun¢k (Jaworski et al., 2013, Jarosz et al., 2015).

Oxidac¢ni stres a generovani reaktivnich kyslikovych radikald (ROS) mohou byt

zahrnuty k toxickym uc¢inkiim nanomateridlii na bazi grafenu. Je-li homeostiaza v burce
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naruSena a enzymy zodpovédné za sniZzeni ROS selZzou, u makromolekul jako jsou
proteiny, DNA a lipidy miZe dojit k poskozeni, které vyrazné ovlivni metabolismus bunék
a signalizace. Interakce GO s buitkami muze vést k nadmérné tvorbé ROS, coZ je prvni
krok v mechanismu karcinogeneze, starnuti a mutageneze (Seabra et al., 2014).

S vyjimkou poskozeni plazmatické membrany a indukci oxida¢niho stresu miZze
grafen zptsobit apoptézu nebo nekrézu bunék prostiednictvim piimého vlivu na DNA
bunék nebo mitochondridlni aktivitu. Grafenové nanocéastice mohou vyvolat rozptyleni
mitochondridlntho membranového potencidlu, ktery néasledné¢ zvySuje tvorbu
intracelularniho ROS a ptipadné spousti apoptézu (Gurunathan et al., 2016, Jarosz et al.,
2015).

Krom¢ toho grafen muze piimo interagovat s riznymi geny koédujicimi dulezité

bilkoviny a enzymy. (Jarosz ef al., 2015).

3.6 Vliv grafenovych nanomaterialii na Zivotni prostredi

Zvysujici se produkce grafenového nano-prachu a komercializace riznych produktt
obsahujicich grafen ma za néasledek uvolnéni grafenovych nanocéastic do Zivotniho
prostiedi. Tedy k uvolnéni grafenovych nanoc¢astic mize dojit béhem jeho syntézy, stejné
tak dobfe béhem rtznych stadii zivotniho cyklu produkti na bazi grafenu vcetné vyroby,
zpracovani, pouZiti a likvidace. Nanocéstice grafenovych plati mohou byt také uvolnény
jako nésledek zdmérného pouZiti technologii na bazi grafenu pii Cisténi odpadnich vod
nebo pfi odsolovani zafizeni (Wang et al., 2012). Soucasnid koncentrace grafenovych
nanomateridlli v Zivotnim prostiedi je zanedbatelnd a aktudlni riziko pro organismy je
proto malé (Farre et al., 2009).

Ptitomnost polarnich skupin na povrchu a/nebo adsorpce rozpusténych organickych
latek na jejich povrch muze zvysit jejich rozpustnost a tedy vést k jejich vyskytu ve
vodnim sloupci. Nésledky to mize mit pro vodni organismy, zejména pro ryby, které tomu
mohou byt vystaveny pies ruzné cesty vcetné poZziti a dychani. Naptiklad ryby mohou
pozit uhlikové nanotrubicky béhem piti, coZ vede k jejich ukladani ve stievech. Toto také
plati pro grafenové nanomaterialy (Lammel et al., 2014).

Nanomateridly mohou interagovat s organickymi latkami znecCiSt'ujicimi Zivotni
prostiedi a nésledné je adsorbovat. Rizné studie ukézaly, Ze grafen a grafen oxid maji
vynikajici kapacitu pro adsorpci organickych polutanti jako jsou polycyklické aromatické

uhlovodiky (PAH) a polychlorované bifenyly (PCB). Predpoklada se, Ze grafenové
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derivaty mohou pusobit jako "Trojsky kiin" pro hydrofébni, toxické latky. Usnadiuji jejich
vstup do buné€k a tim zvySuji jejich Skodlivé ucinky na bunééné drovni (Lammel et al.,
2014).

Cilem studie Lammela et al. (2014) bylo zjistit, zda grafenové nanoplaty mohou
pusobit jako vektor pro aromatické latky znecisSt'ujici Zivotni prostfedi. Za timto tcelem
byla pouZita jaterni bunéc¢né linie PLHC-1 z ryby Poeciliopsis lucida, ktera byla vystavena
pusobeni grafenovych nanoplati (grafen oxidu (GO) nebo karboxyl grafenu (CXYGQG)
a AhR agonistovi  (B-naftoflavonu  (B-NF), benzo(k)fluoranthenu (BkF) nebo
3, 30, 4, 40, 5, 50-hexachlorobifenylu (PCB 169). Vysledky naznacuji, Ze grafenové
nanoplaty zvySuji d¢innou koncentraci agonistd AhR usnadnénim jejich pasivni difize do
bunék poskozenim plazmatické membrany a/nebo jejich transport ptfes plazmatickou

membranu (Lammel et al., 2014).

22



4. Cil prace

Cilem této prace bylo sledovat cytotoxicitu grafen oxidu a nésledné zjistit jak grafen oxid
ovliviiuje transkripcni aktivitu aryluhlovodikového receptoru na bunécné linii AZ-AhR

pomoci metody Reporter Gene assay.
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5. Material a pristroje

5.1 Biologicky material

Ke stanoveni transkripéni aktivity AhR byla pouzita stabilné transfekovand reporterova

bunéfna linie AZ-AhR odvozend od lidského hepatoceluldarniho karcinomu (HepG2).

HepG2 buniky byly trasfekovany plazmidem nesoucim nékolik AhR vazebnych mist

fizovanych s reportérovym genem pro luciférazu (Novotna et al., 2011).

5.2 Laboratorni pomicky

96 jamkova Cerné desticka pro métfeni luminiscence (NUNC)

96 jamkové kultivacni desticky (TPP)

Automatické pipety o rozsahu 0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 ul, 10-100 pul,
100-1000 ul (Eppendorf)

Biirkerova komtirka (Assistent)

Kryci sklicka 22x22 mm (Menzel Gliser)

Kultivaéni 14hve o obsahu 25 cm” a 75 cm” (TPP)

Mikrozkumavky o objemech 0,5 ml, 1,5 ml a 2 ml (BIOplastics)
Multikanalové pipety o rozsahu 0,5-10 ul, 10-100 ul, 30-300 ul (Eppendorf)
Petriho misky (TPP)

Plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky (TPP)

Plastové Spicky o rozsahu 0,1-10 ul, 10-200 pl, 100-1000 ul (Eppendorf)
Sterilni sérologické pipety o objemech 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)
Zkumavky o objemech 15 ml a 25 ml (TPP)

Chemikalie a pouzité roztoky

0,25% trypsin (Sigma-Aldrich, T4049)

2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (LG standarts)

Antibiotikum Hygromycin B (Sigma-Aldrich, H7772)

Deionizovana voda (dH,O)

Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, D8418)

DMEM (Dulbecco's Modified Eafle's Medium) (Sigma-Aldrich, D6546)
spfidanymi 5 ml roztoku antibiotika penicilinu (Sigma-Aldrich, P4333),
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5 ml L-glutaminu (Sigma-Aldrich, G8540), 50 ml fetalniho bovinniho séra (Sigma-
Aldrich, F6178) a 5 ml neesencidlnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, G8540)

* Fosfatovy pufr (Gibco, 10010031)

e Grafen oxid o velikosti ¢astic 50-200 nm, 200-500 nm a < 500 nm (Bimake,
B51211, B51221, B51231)

* Luciferase Assay Substrate (Promega, N1113A)

e Lyzac¢ni pufr (Promega, E3971)

* Roztok methyltetrazoliové soli (MTT) (Sigma-Aldrich, M2128)

e Triton X-100 (Serva, 37240)

*  Trypanova modf

5.4 Laboratorni pristroje

e Inkubator Mitre 4000 (Conterm)

e Laminarni flowbox Labculture ® (ESCO)

*  Mikroskop (Novel Optics)

e  Mrazidk (SANYO ultra low VIP series)

* Spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG)
* Tiepacka Mini-Rocker Shaker MR-1 (Biosan)

*  Vodni lazen LCB22D (LabTech)

* Vortex Reax top D-1126 (Heidolph)
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6. Metodika

6.1 Kultivace bunééné linie AZ-AhR

Adherentni bunécna linie AZ-AhR byla kultivovana v plastové kultivacni lahvi s 20 ml

média v inkubatoru pii 37 °C v atmosféfe s 5% obsahem CO,.

6.2 Pasazovani bunék

Kultivacni 1dhev s kulturou AZ-AhR jsem pienesla z inkubitoru do laminarniho
boxu a za sterilnich podminek odsala staré médium. Kulturu jsem oplachla sterilnim
roztokem PBS a tento roztok znovu odsédla. Na kulturu jsem aplikovala 1 ml roztoku
trypsinu, ldhev uzaviela a pomoci naklanéni ldhve jsem rovnomérné rozprostiela roztok
trypsinu po celé kultivacni ploSe lahve. Lahev jsem vloZila na 2 minuty do inkubéatoru.
Poté jsem lahev vytdhla z inkubatoru a opakovanym naklanénim lahve a poklepavanim
jsem rozruSila kontakty mezi buiikami a kultivatnim povrchem lahve. Plsobeni trypsinu
jsem zastavila pfidinim 9 ml média, opakovanym promichdvanim suspenze pomoci
nasavani do pipety a zpétnym vypousténim jsem rozbila zbytek bunéénych vazeb. Obsah
lahve jsem ptenesla do nové plastové zkumavky. Z dané suspenze jsem odebrala 3 ml
a prenesla do kultivacni 1dhve. Pfidala jsem 17 ml nového kultivatniho média a ladhev
umistila zpét do inkubatoru. PasdZovani jsem opakovala kazdé tfi dny. Jednou tydné jsem

do kultivacni lahve ptidala 80 ul antibiotika Hygromycinu.

6.3 Trypan Blue test

V bunécné suspenzi, kterd byla ziskana pfi pasdZovani bunck, bylo nutné stanovit
koncentraci (pocet) bunék. Ke stanoveni poctu zivotaschopnych bunék jsem pouzila
Trypanovou modi. Pokud jsou zivé buiiky vystaveny pusobeni specifického barviva
(Trypanovd modf), nevpusti barvivo do intracelularniho prostoru, naopak mrtvé nebo
poskozené buiiky se zbarvi. Buné¢nou suspenzi smichanou s roztokem Trypanové modii

jsem hodnotila mikroskopicky v tzv. Biirkerové komiirce.
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6.4 Pocitani bunék a vyseti bunék na 96 jamkovou desticku

Z plastové zkumavky jsem odebrala 10 ul bunééné suspenze, kterou jsem nésledné
smichala v mikrozkumavce s 90 pl roztoku Trypanové modfi. Nachystala jsem si
Biirkerovu komdrku, kterou jsem pfikryla krycim sklickem. Pfipraveny roztok jsem
prenesla do Biirkerovy komirky. Provedla jsem pocitani bun¢k pod mikroskopem v 5
ndhodné¢ vybranych c¢tvercovych polich v dolni i horni oblasti Biikkerovy komtrky.
Vypocitala jsem si primérny pocet bunc¢k ve ctverci a ten jsem nasledné vyndsobila
ztedovacim faktorem 10° . Tim jsem ziskala mnoZstvi bundk v 1 ml suspenze. V 96
jamkové desticce jsem vysela 25 000 bun¢k na jamku v 200 ul média. Kultivacni desticku

jsem nasledn¢ umistila do inkubéatoru.

6.5 Priprava a aplikace roztokii pro MTT assay

Provedla jsem testovani cytotoxicity grafen oxidu. Jako rozpoustédlo jsem pouZila
médium. Po 24 hodinich jsem z 96 jamkové destiCky odsdla staré médium a nahradila ho
novym médiem, do kterého jsem pfidala dalsi chemikalie. MnoZstvi a sloZeni roztokil viz
tab. I. Na 96 jamkovou desti¢ku jsem pouZzila 200 pul média s danou chemikalii na jamku.
Aplikace testovanych latek je uvedena na schématu ¢. 1. 96 jamkovou desti€¢ku jsem

nasledné umistila na 24 hodin do inkubatoru.

Tab. I: Pfiprava roztoki s testovanymi latkami pro 96 jamkovou kultivaéni desticku pro

MTT assay

Testovana latka SloZeni roztoku

UT 25 ul H,0 + 2475 pl média

GO o koncentraci 0,002 pg/ml 9 ul GO o koncentraci 0,2 pg/ml + 891 ul média

GO o koncentraci 0,02 pg/ml 9 ul GO o koncentraci 2 pg/ml + 891 ul média

GO o koncentraci 0,2 pg/ml 9 ul GO o koncentraci 20 pg/ml + 891 ul média
GO o koncentraci 2 pg/ml 9 ul GO o koncentraci 200 pg/ml + 891 ul média
GO o koncentraci 20 pg/ml 9 ul GO o koncentraci 2000 pg/ml + 891 pl média
Triton 250 pl 2% tritonu + 2250 pl média

Legenda: UT - negativni kontrola, GO - grafen oxid
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Schéma 1.: Aplikace testovanych latek na 96 jamkové desticce

GO 50 - 200 nm GO 200 - 500 nm GO > 500 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A UT
B 0,002 0,002 0,002
C 0,02 0,02 0,02
D 0,2 0,2 0,2
E 2 2 2
F 20 20 20
G
H Triton

Legenda: UT - negativni kontrola, GO - grafen oxid

6.6 MTT assay

MTT assay patii mezi zédkladni metody hodnotici cytotoxickou aktivitu chemickych
latek. Tento test je zaloZen na principu fungovani mitochondriélni dehydrogenézy v Zivych
bunkéch, které redukuji MTT a maji tak schopnost pfeménit mirn€ Zluté¢ zbarvenou
tetrazoliovou sil na syté fialové zbarveny formazan. Mrtvé bunky tuto schopnost ztraci.
Vys$i intenzita zbarveni tak odpovida vétSimu poctu zivych bun¢k.

Po ukonceni inkubace bunék s testovanymi latkami jsem provedla MTT assay.
Obsah kultivacni 96 jamkové desticky jsem vyklepla do vylevky a zbytek kapek média
osusila buni¢inou. Pomoci multikanalové pipety jsem napipetovala do kazdé jamky 100 ul
roztoku MTT, ktery jsem si pfipravila smichdnim 1 ml zasobniho roztoku MTT (3 mg/ml)
predehiatého na 37 °C s 9 ml média. Kultivaéni desticku jsem na 30 minut umistila do
inkubatoru. Po ukonceni inkubace jsem obsah desticky vylila do vylevky. Fialové
krystalky redukovaného MTT jsem rozpustila pfidanim 50 pl dimethylsulfoxidu do kazdé
jamky. Takhle ptfipravené vzorky jsem nésledn¢ méfila na spektrofotometru pti vinové

délce 565 nm.
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6.7 Priprava a aplikace roztokii pro Reporter Gene assay

Buiiky byly stejné jako v pfedeslém piipadé¢ prvni den zpasdZovany, spocitany
a vysety spolecn€ s médiem na 96 jamkovou desticku po 200 ul o mnoZstvi 25 000 bunck
na jamku. Meéfeni jsem provadéla v agonistickém a v antagonistickém moddu.
V agonistickém moddu bylo mozné urcit schopnost vybranych latek aktivovat receptor.
Diky antagonistickému mddu bylo mozné méfit schopnost latek ovliviiovat jiz aktivovany
receptor.

Po 24 hodinéch inkubace jsem odséla staré médium a nahradila ho médiem novym,
do kterého jsem ptidala dalsi chemikalie. Pro agonisticky méd jsem pouzila GO + DMSO
a pro antagonisticky moéd jsem pouzila GO + TCDD. Na 96 jamkové destiCky jsem
aplikovala 200 pul média s danou chemikalii na jamku. Aplikace testovanych latek je

uvedena na schématu 2 a 3. Desti¢ky jsem nasledn€ umistila na 24 hodin do inkubétoru.

Schéma 2: Aplikace testovanych latek na 96 jamkové desticce - agonisticky mod

GO 50 - 200 nm GO 200 - 500 nm GO > 500 nm
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A DMSO
B 0,002 + DMSO 0,002 + DMSO 0,002 + DMSO
C 0,02 + DMSO 0,02 + DMSO 0,02 + DMSO
D 0,2 + DMSO 0,2 + DMSO 0,2 + DMSO
E 2 + DMSO 2 + DMSO 2 + DMSO
F 20 + DMSO 20 + DMSO 20 + DMSO
G
H TCDD

Legenda: GO - grafen oxid, DMSO - dimethylsulfoxid, TCDD - 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-

p-dioxin
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Schéma 3: Aplikace testovanych latek na 96 jamkové desticce - antagonisticky méd

GO 50 - 200 nm GO 200 - 500 nm GO > 500 nm
1 2 3 4 5 6 7 10 11 12

A DMSO
B 0,002 + TCCD 0,002 + TCCD 0,002 + TCCD
C 0,02 + TCCD 0,02 + TCCD 0,02 + TCCD
D 0,2+ TCCD 0,2+ TCCD 0,2+ TCCD
E 2+ TCCD 2+ TCCD 2+ TCCD
F 20 + TCCD 20 + TCCD 20+ TCCD
G
H TCDD

Legenda: GO - grafen oxid, TCDD - 2,3,7,8-tetrachlordibenzo- p-dioxin

6.8 Reporter Gene assay

Reporter Gene assay se obvykle pouziva jako nastroj ke studiu genové exprese na

transkripCni drovni.

Po ukonceni inkubace bunék s testovanymi latkami jsem obsah kultivacnich
96 jamkovych desti¢ek vyklepla do vylevky. Pomoci multikanalové pipety jsem do kazdé
jamky napipetovala 25 ul lyzacniho pufru, ktery jsem si pfipravila smichdnim 2 ml
zasobniho roztoku lyza¢niho pufru s 8 ml vody. Desticky jsem néasledné umistila na
20 minut do mrazdku. Po 20 minutich jsem destiCky vytihla z mrazdku a nechala je
rozmrazit na tiepacce. Z kazdé jamky jsem pomoci multikandlové pipety piepipetovala
3 ul roztoku na ¢ernou 96 jamkovou desticku. Do kazdé jamky jsem poté ptidala 30 pl

substratu pro luciferazu ohtatého na 37 °C. Takhle ptipravené vzorky jsem nisledné méfila

na spektrofotometru.
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7. Vysledky

7.1 Vliv testovanych latek na viabilitu bunécné linie AZ-AhR

Na bunécné linii AZ-AhR bylo sledovano cytotoxické piisobeni testovanych latek.
Bunky byly inkubovany s GO o riznych velikostech ¢astic (50-200; 200-500 a > 500 nm)
a o koncentraci 0,002; 0,02; 0,2; 2 a 20 pug/ml. Jako pozitivni kontrola byl pouZit 2%
Triton X-100. Jako negativni kontrola bylo zvoleno médium s deionizovanou vodou.
Viabilita bunécné linie byla ur¢ena pomoci MTT assay, hodnoty byly méfeny
spektrofotometricky pii vlnové délce 565 nm. Experiment byl proveden v péti nezavislych
opakovanich.

Na obr. 13 vidime bunécnou linii s DMSO, ktery slouZil jako negativni kontrola.
Na snimcich (obr. 7, 8, 9, 10, 11, 12) mizeme vidét bunécnou linii po aplikaci GO o
koncentracich 2 a 20 pug/ml. Zejména u nejvyssi koncentrace (obr. 8, 10, 12) jsou mezi
bunikami viditelné Castice grafen oxidu, nicméné¢ na morfologie bun€k jeho pfitomnost
neméla vliv.

U bunécné linie AZ-AhR nebyl zaznamenédn 7Zadny vyrazny pokles viability bun¢k.
Jak miiZzeme vidét z grafu 1, u vétSiny hodnot nedoslo k odchyleni od 100 %, Zadna z
hodnot neklesla pod 80 %. Mirny pokles viability byl zaznamenan u GO (200-500 nm) u
koncentraci 0,2 a 2 pg/ml, pokles byl vSak vyhodnocen jako statisticky nevyznamny. Na

zaklad¢ toho zjiSténi mohou byt proto vSechny testované koncentrace vybranych latek

pouzity pro dalsi metodu Reporter Gene assay.

RS 3 ¥ s a5

Obr. 7: GO (50 - 200 nm) - 2 pg/ml Obr. 8: GO (50 - 200 nm) - 20 pg/ml
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Obr. 12: GO (> 500 nm) - 20 pg/ml

Obr. 13: Negativni kontrola (DMSO)
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Graf 1: Viabilita bunék AZ-AhR linie po aplikaci testovanych latek

Bunécéna linie AZ-AhR byla inkubovand 24 hodin s vybranymi latkami o rGznych
koncentracich - médium + H,O - negativni kontrola, GO (50-200, 200-500 a > 500 nm)
o koncentracich 0,002; 0,02; 0,2; 2 a 20 pg/ml. Uroveh viability je vztazena k negativni
kontrole, ktera piedstavuje 100 %. Vysledky jsou ziskdny z péti na sobé nezavislych
experimentul.

7.2 Vliv testovanych latek na aktivitu AhR

Pomoci metody Reporter Gene assay byla sledovédna transkripéni aktivita AhR. U
agonistického mddu byla aktivace receptoru vypocitana jako podil luciferdzové aktivity
pro vybrané latky a negativni kontroly. Aktivace receptoru je vyjadfena jako tzv. fold
induction. U antagonistického médu byly vysledky vyjddieny v procentech pozitivni
kontroly. Grafy byly vytvofeny zprimérovanim péti (graf 2) a deviti (graf 3) na sob¢

nezéavislych experimenti.
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7.3 Aktivace transkripc¢ni aktivity AhR (agonisticky mod)

Jako prvni byla testovdna schopnost latek aktivovat Ah receptor. Z grafu je patrné,
Ze zadna z uvedenych koncentraci signifikantné neaktivuje AhR. Hodnoty luciferazové
aktivity testovanych latek se vyrazné nelisi od negativni kontroly. Jako pozitivni kontrola
byl zvolen 2,3,7,8-tetrachlordibenzo- p-dioxin (TCDD), ktery signifikantn¢ zvysil aktivitu

luciferdzy a jemuz odpovidala fold induction 121.

Reporter Gene assay AZ-AhR

agonisticky mod ]

20

18

16

14

12

10

fold induction

S N A~ O ®

UuT 0,002 0,02 0,2 2 20 0,002 0,02 0,2 2 20 0,002 0,02 0,2 2 20 TCDD

GO 50 - 200 nm GO 200 - 500 nm GO > 50 nm

Graf 2: Mira aktivace AhR

Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovanid 24 hodin s vybranymi latkami o rtiznych
koncentracich - DMSO - negativni kontrola, GO (50-200, 200-500 a > 500 nm)
o koncentracich 0,002; 0,02; 0,2; 2 a 20 pg/ml, TCDD - pozitivni kontrola. Urovei
transkripCni aktivity je vztaZena k negativni kontrole, data v grafu jsou vyjadiena jako fold
induction. Vysledky jsou ziskdny z péti na sob& nezdvislych experimenti. Hodnoty
oznacené [*] jsou statisticky vyznamné odliSné od hodnoty negativni kontroly (DMSO)
(Studenttiv T-test; p < 0,05). 121 - hodnota fold induction pro pozitivni kontrolu.
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7.4 Inhibice transkrip¢ni aktivity AhR (antagonisticky moéd)

Jako druhi byla testovdna schopnost latek ovliviiovat jiz aktivovany receptor. V
antagonistickém moédu vidime statisticky vyznamny narast transkripéni aktivity AhR
u dvou nejvyssich koncentraci. Procentualné se jedna o nartist ve vysi 67 % u GO (200-500
nm) o koncentraci 20 pg/ml, o 86 % u GO (> 500 nm) o koncentraci 20 pg/ml a v ptipadé
GO (50-200 nm) o koncentraci 20 pg/ml dokonce o 94 %. Hodnoty jsou uvadény jako

procenta pozitivni kontroly. Jako pozitivni kontrola byl pouzit TCDD.

Reporter Gene assay AZ-AhR

antagonisticky mod

300

250 *
3

| T

150

100 -

fold induction
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TCDD 0,002 0,02 0,2 2 20 0,002 0,02 02 2 20 0,002 0,02 0,2 2 20

GO 50 - 200 nm GO 200 - 500 nm GO > 50 nm

Graf 3 : Mira inhibice AhR

Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovanid 24 hodin s vybranymi latkami o rtiznych
koncentracich - TCDD - pozitivni kontrola, GO (50-200, 200-500 a > 500 nm)
o koncentracich 0,002; 0,02; 0,2; 2 a 20 ug/ml. Uroveni transkripéni aktivity je vztaZena
k pozitivni kontrole, data v grafu jsou uvadéna jako procenta pozitivni kontroly. Vysledky
jsou ziskdny z deviti na sob¢é nezdvislych experimentl. Hodnoty oznafené [*] jsou
statisticky vyznamné odli$né od pozitivni kontroly (TCDD) (Studentiv T-test; p < 0,05).
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8. Diskuze

Tato bakalafska prace vénuje zna¢nou pozornost grafen oxidu a tomu jaky ma vliv
na transkripéni aktivitu aryl uhlovodikového receptoru. AhR zprostredkovava fadu
biologickych odpovédi na vSudypiitomné latky zneciStujici Zivotni prostfedi a hraje
dalezitou roli v mnoha fyziologickych procesech (Brauze et al., 2017). Je proto duleZité
sledovat schopnosti latek tento receptor aktivovat, piipadné inhibovat. Pro testovéani aryl
uhlovodikové aktivity byly vybrany slouceniny grafen oxidu o rdznych koncentracich.
Testovani probihalo na bunécné linii AZ-AhR. Také byla stanovena cytotoxicita téchto
sloucenin.

Pro stanoveni cytotoxicity byly zvolené koncentrace GO nésledujici - 0,002; 0,02;
0,2; 2 a 20 pg/ml. Vybrané koncentrace GO nevykazovaly signifikantné vyznamny pokles
viability bunécné linie. GO ma vysokou afinitu k plazmatické membrané a dokaze zpusobit
jeji mechanické poskozeni jiz pti koncentraci 4 pg/ml (Lammel ef al., 2013). Grafen
oxidové nanoplaty nésledné proniknou pies membranu do cytosolu, kde se akumuluji.
Jejich ptitomnost je doprovdzena zvysujici se urovni reaktivnich kyslikovych radikali
(ROS), zménami v bunécné ultrastruktufe a zménami metabolické aktivity. Ve velmi
nizkych koncentracich nevykazuje GO zadnou toxicitu a mtiZe tak pfedstavovat atraktivni
material pro biomedicinské aplikace (Lammel et al., 2013).

Pii sledovani transkripéni aktivity u agonistického mdédu nedoSlo ke zvySeni
aktivace Ah receptoru. Statisticky vyznamné zvySeni bylo zaznamenano pouze u TCDD.
Pti testovani antagonistického médu byly zaznamenany rozmanitéj$i hodnoty. Statisticky
vyznamny narast byl pozorovan o dvou nejvyssich koncentraci GO. U GO (50-200 nm) se
jednalo o nartist dokonce o 94 % oproti TCDD. Podobné vysledky byly zaznamenany
iurybi jaterni bunécné linie PLHC-1 pochazejici z Zivorodénky lesklé (Poeciliopsis
lucida). Bunécna linie byla vystavena soucCasn¢é pusobeni grafen oxidu a AhR agonisty
(B-NF, BKF nebo PCB 169). Pii sou¢asném piisobeni GO a AhR agonisty byla prokizana
vys§i ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) aktivita neZ u bunék vystavenych jenom
agonistovi. GO sam EROD aktivitu neindukuje. Hladina EROD aktivity byla vySsi pfi
koncentraci GO 16 ug/ml nez pii 4 pug/ml u vSech agonisti. Bunécna linie PLHC-1
vystavena soucasné¢ GO a BKF také vykazuje vyssi hladiny exprese mRNA CYP1A nez
bunikky vystaveny BkF samotnym. Vliv GO na zesileni exprese CYP1A byl také prokazan
na transkripni urovni. ZvySeni EROD aktivity pozorované v pifitomnosti grafenu je

spojeno s nartstem genové exprese CYPIA (Lammel et al, 2014). Vysledky naznacuji, Ze
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pusobeni GO nanoplatii mize pozménit toxikokinetické vlastnosti aromatickych polutantii
jako jsou PAH a PCB. To vede k podpotfeni hypotézy, Ze grafenové nanoplaty mohou
pusobit jako tzv. nosiCe pro aromatické latky znecist'ujici Zivotni prostiedi (Lammel et al,
2014). Na obou jaternich bunécnych liniich (PLHC-1 a AZ-AhR) byly pozorovany
podobné vysledky. GO sam transkripcni aktivitu Ah receptoru nezvySuje. Mira aktivace je
zavisla na koncentraci GO a na piitomnosti agonisty AhR. S rostouci koncentraci GO se
zvySuje 1 transkripcni aktivita.

Zatim je jen méalo zndmo o pfesném mechanismu degradace GO nebo o identité
meziproduktii degradace. Nicméné s vzhledem k polyaromatické molekularni struktute
grafenu je mozné, Ze meziprodukty vykazuji strukturni podobnost s polycyklickymi
aromatickymi uhlovodiky (PAH) a splnuji strukturni poZadavky vazat se a aktivovat AhR
(Lammel et al., 2014). Na zaklad¢ vysledki miZzeme uvaZzovat o mozném tucinku GO na
polycyklické aromatické uhlovodiky. Je duleZité posoudit mozné riziko, které mizZe nastat

pfi interakcich nanomateridlii a latek znecist'ujicich Zivotni prostiedi.
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9.7Zavér

z Nz

V teoretické Casti bakalarské prace jsem popsala aryl uhlovodikovy receptor, coZ je
ligandy aktivovany transkripni faktor. Zaméfila jsem se na jeho strukturu, aktivaci
a ligandy. Dale jsem popsala grafen oxid a podrobnéji jsem se zminila o jeho vlastnostech,
vyuziti a toxicité.

V experimentalni ¢asti jsem sledovala cytotoxicitu grafen oxidu pomoci MTT assay
v bunécné linii AZ-AhR, odvozené od lidského hepatoceluldrniho karcinomu. Transkrip&ni
aktivity AhR byla stanovena metodou Reporter Gene assay. V agonistickém moddu
nevykazovala Zadna z latek signifikantni GCinky. Pouze TCDD signifikantné zvysil aktivitu
luciferdzy. V antagonistickém modu byly zaznamendny statisticky vyznamny nartst
u koncentraci 2 a 20 pg/ml ve srovnani s TCCD samotnym.

Cile prace byly splnény. Byla otestovani cytotoxicita grafen oxidu i jeho vliv na
aktivitu aryluhlovodikového receptoru. Vysledky ukéazaly, ze grafen oxid ovliviluje

transkripCni aktivitu AhR v pfitomnosti jeho agonisty TCDD.
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11. Seznam pouzitych zkratek

AhR = aryl uhlovodikovy receptor

AhRC = aryl uhlovodikovy komplex

AHRR = aryl uhlovodikovy receptorovy represor
ARNT = aryl uhlovodikovy nuklearni translokétor
AZ-AhR = bunéCna linie odvozena od hepatocelularniho karcinomu
bHLH = basic helix-loop-helix

BkF = benzo(k)fluoranthen

CO, = oxid uhlicity

CYP = cytochrom P450

dH,0O = deionizovana voda

DMEM = Dulbecco's Modified Eafle's Medium
DMSO = dimethylsulfoxid

DNA = deoxyribonukleova kyselina

DRE = dioxinovy responzivni element

EROD = ethoxyresorufin-O-deethylase

GO = grafen oxid

GST = glutathion -S- transferaza

HepG2 = bunécna linie odvozena od hepatocelularniho karcinomu
Hsp90 = protein teplotniho Soku

LBD = ligand vazajici doména

mRNA = mediatorova ribonukleové kyselina
MTT = methyltetrazoliov4 siil

NADPH = nikotinamidadenindinukleotidfosfat - redukované forma
p23 = ko-chaperon pro Hsp90

PAH = polycyklické aromatické uhlovodiky
PAS = Per-ARNT-Sim doména

PBS = fosfatovy pufr

PCB 169 =3, 30, 4, 40, 5, 50-hexachlorobifenyl
PCB = polychlorované bifenyly

PCDD = polychlorované dibenzo - p - dioxiny
PCDF = dibenzofurany

PLHC-1 = rybi jaterni linie
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ROS = reaktivni kyslikové radikaly

TCDD = 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin

UGR = UDP-glukuronosyltransferaza

XAP 2 = aryl hydrocarbon receptor interacting protein
XRE = xenobioticky responzivni element

B-NF = B-naftoflavon
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