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Reparacni potencial mezenchymélnich kmenovych bunék v kultufe hepatocyti

stresovanych bisfenolem S

Souhrn

Kmenové buiiky pfedstavuji velmi zajimavou cestu novodobé 1é¢by, jejich potencidl vSak
neni dosud plné vyuzit. Vzhledem k jejich vlastnostem diferenciace do jinych typa bunék, ale
zustavaji kandidaty na obnovu opotiebenych ¢i poskozenych bunck, ndhradu tkéni a na
vyléceni nebo zmirnéni celé¢ fady smrtelnych onemocnénich. Mezi takové zdravotni potize
muzou patfit 1 defekty zptisobené vlivem latek zvanych bisfenoly. Tyto latky kromé vlivu na
endokrinni a reprodukéni soustavu negativné plisobi i na jaterni tkan.

V této praci byl sledovan ucinek bisfenolu S, ktery je dnes uZivan jako béZna néhrada
bisfenolu A v prumyslovych produktech, na hepatocyty linie HepG2. U jaternich bunék byly
sledovany jejich typické projevy — viabilita, proliferace a produkce ATP. Byl popsan tG¢inek
bisfenolu S o koncentracich 1-1000 puM. Nasledovala série experimentd, kdy HepG2
poskozené bisfenolem S byly kokultivovany s mezenchymalnimi kmenovymi bunikami
(PMSCs) a byl sledovan potencionalni terapeuticky efekt pMSCs na poSkozené funkce
hepatocyti HepG2. Bisfenol S v koncentracich 1000 a 500 uM snizoval viabilitu, proliferaci
a produkci ATP u HepG2. pMSCs dokazaly tyto negativni u€inky bisfenolu S zmirnit, avsak

ne zcela potlacit.

Kli¢ova slova: bisfenol S, hepatocyt, kmenova buika, viabilita, proliferace, ATP



Regenerative potential of mesenchymal stem cells in culture of hepatocytes treated by
bisphenol S

Summary

Stem cells represent interesting approach in current therapies. However, their potential is
not fully utilized. Their ability to differentiate into many types of tissues leave them as
promising candidates for regenerative medicine. The field for therapy by mesenchymal stem
cells is also the organ damage caused by bisphenols, the endocrine disruptors affecting
mammalian reproduction and also the liver tissue.

In this work, the effect of bisphenol S, the common substituent of bisphenol A, on
HepG2 cell line was monitored. HepG2 viability, proliferation and ATP production was
analyzed under influence of bisphenol S with concentrations 1-1000 uM. In the following
step, HepG2 stressed by bisphenol S were cocultured with mesenchymal stem cells (pMSCs)
and the possible therapeutical effect or pMSCs on HepG2 functions was observed. Bisphenol
S at concentrations 1000 and 500 uM decreased viability, proliferation and ATP production of
HepG2. The addition of pMSCs into HepG2 culture partially reverses this negative role of
bisphenol S in HepG2 functions.

Key words: bisphenol S, hepatocyte, stem cell, tissue cultures, viability, proliferation, ATP
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1 Uvod

Kmenové buniky jsou v soucasné dob¢ predméetem mnoha védeckych studii a také se
stavaji tématem diskusi tykajicich se 1écby rtuznych onemocnéni nebo etickych ¢i
nabozenskych problémi jejich pouzivani. Schopnost diferenciace kmenovych bunék do
jinych bunéénych tkani a tim regenerace jejich poskozenych Casti dava nad€ji na vyléceni
Thiermermann, 2010).

Rada vaznych a smrtelnych onemocnéni &lovéka v dnesni dob& vznika ztratou nebo
degeneraci urcitych typt bunck. Regenerativni medicina, kterd se zabyva obnovenim funkce
poskozenych organtli a bunék, vyuziva bunécné terapie kmenovymi buiikami a nabizi moZnost
vyléCeni nebo zpomaleni pribehu nemoci (Dai Pré et al., 2016). Takto by v budoucnu mohly
byt obnoveny srde¢ni buiikky po srde¢nim selhani, poskozené bunky slinivky pfi diabetu 2.
typu nebo buiiky nefunkéniho imunitniho systému. Zajimavym potencidlnim vyuzitim
kmenovych bun¢k se zdd byt 1 mozZnost lécby Parkinsonovy (Cerri et al., 2015) a
Alzheimerovy choroby (Turgeman, 2015).

Ne vSechna onemocnéni vznikaji opotfebenim organovych soustav. V dneSni dobé&
existuje mnoho chemickych latek a komponentli vyskytujicich se v Zzivotnim prostiedi, které
ohrozuji naSe zdravi, vyvoj a reprodukci. Mezi tyto vSudypiitomné latky patii skupina
bisfenoli, které se oznacuji jako tzv. endokrinni disruptory. Tyto chemikalie, pouZivané pfi
prumyslové vyrobé plastli a pryskyfic, jsou soucasti mnoha béznych vyrobki, které denné
Cloveék pouziva (Nakagawa a Tayama, 2000). Z nich se poté mohou uvolilovat do ovzdusi,
kontaminovat vodu a nasledné dostat do organismi. Bylo prok4zano, ze tyto latky maji
vyrazny vliv na rozmnoZzovaci soustavu zivocichli (Sweeney et al., 2016).

V této praci byl sledovan tuc¢inek puasobeni bisfenolu S v kultufe hepatocytii a
mezenchymalnich kmenovych bun¢k. Bisfenol S byl vybran, protoZe v soucasnosti nahrazuje
pouzivani bisfenolu A, ale jeho mozné negativni vlivy nejsou dostatecné prozkoumadny.
Hepatocyty byly stresovany riznymi koncentracemi bisfenolu a nasledné kultivovany
s mezenchymalnimi kmenovymi builkami. Byl tak zjiStén vliv bisfenolu na viabilitu a
metabolické funkce hepatocytii a nasledn€ zmeéna pii aplikaci mesenchymalnich kmenovych
bunék. Tato prace poskytne poznatky o chovani hepatocytii a mesenchymalnich kmenovych
bunék v nepfiznivém prostiedi bisfenolu S a mize piinést informaci o0 mozném terapeutickém

potencialu mesenchymalnich kmenovych bunék.



2 Cil prace

Cilem prace je ovéfit tyto hypotézy:
1) Bisfenol S ptisobi negativné na viabilitu, proliferaci a produkci ATP u hepatocytu.

2) Mezenchymalni kmenové buiiky mohou hrat roli pii obnové funkce hepatocyti

poskozenych bisfenolem S.



3 Literarni reserse

3.1 Historie vyzkumu kmenovych bunék

Historie vyzkumu kmenovych buné¢k ma pocatky jiz na za¢atku minulého stoleti. Termin
kmenova bunka se zacal poprvé objevovat ve spojitosti se zarode¢nymi bunkami, jako jsou
spermatogonie a oocyty a dale s krevnimi buiitkami. Mnoho védcu se také domnivalo, ze
kmenové bunky hraji dilezitou roli pfi tvorbé nédorG a rozvoji leukémie. Po vzestupu
1ékatskych odvétvi, jako hematologie a imunologie, byla v padesatych letech 20. stoleti po
nékolika experimentech s kostni dfeni stanovena teorie kmenovych bunék (Brunt et al., 2012).

Na ptelomu 60. a 70. let 20. stoleti se Friedenstein a jeho kolegové (1970) zabyvali jiz
pritomnosti stromalnich kmenovych bunék v kostni dfeni. Ty byly zjistény pouze ve velmi
malém mnozstvi v populaci hematopoetickych kmenovych bunék. Tyto stromalni buiiky jsou
dnes oznacovany jako mezenchymalni kmenové buiiky (MSCs). Friedenstein tyto buiky
znacil jako CFU-F, coZ znamena buiiky tvofici fibroblastové kolonie. Poté byla také popsana
schopnost diferenciace MSCs do mezodermalnich tkani. Vyzkum MSCs pokracoval i nadale
a v 80. letech byla prokédzéna jejich schopnost diferencovat do chondrocytli, osteoblastl a
adipocytii. V roce 1981 britSti a ameri¢ti védci provedli prvni tspéSnou izolaci a nésledné i
kultivaci embryonalnich kmenovych buné¢k z blastocysty (Williams a Hare, 2011).

V roce 1990 byla prokazana schopnost MSCs diferencovat se do bun¢k myogenni
tkdn¢. Thomson et al. (1998) také poprveé popsali moznost vyuziti kmenovych bunck jako
potenciondlniho zdroje novych organd. V této dobé se rovnéz zacaly objevovat etické otazky
ohledné pouziti kmenovych bun€k a doslo k omezeni vyzkumu zejména u embryonélnich
kmenovych bunék (Brunt et al., 2012). O necelych deset let pozd€ji byla pfedstavena
koncepce indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék, ¢ili dediferencovanych
somatickych bunék, schopnych navraceni se do pluripotentniho stavu prostfednictvim
opctovné exprese gend zajiStujici kmenovy charakter buné¢k (Takahashi et al., 2007).
V poslednich letech se provadi fada klinickych studii zamétenych na terapeuticky potencial
kmenovych bunék v reparaci funkci ¢i nahradé€ riznych tkani, naptiklad v regeneraci srde¢ni
tkan€ po selhani srdce, na opravu kostnich defekti pii vrozenych poruchach osteogeneze nebo

na zlepSeni ¢i alespont zpomaleni pribéhu neurologickych chorob (Squillaro et al., 2016).



3.2 Definice kmenovych bunék a typy kmenovych bunék

Regenerativni mediciné vyuzivajici kmenové bunky se dostava ¢im dal vice
pozornosti, protoze by mohla poskytovat moznosti obnovy poskozenych tkani a jejich
navraceni do puvodniho zdravého stavu (Chen et al., 2016). Lécba vyuziva piedevsim
schopnosti diferenciace kmenovych bun¢k v rizné typy tkani v téle. Diky této vlastnosti
mohou byt opotiebené Casti tkani nahrazeny novymi bunikami, které je navrati do ptvodni
funkce nebo alesponn zlepsi jejich stav. Mezi hlavni kandidaty bunécné terapie patii
mezenchymalni kmenové bunky (Murray et al., 2014).

Kmenové buiiky v téle maji mnoho podob a funkci, proto neni mozné fici, ze existuje
pouze jediny typ kmenovych bunék. Bylo rozeznano a izolovéno nékolik druht kmenovych
bunck, které se od sebe lisi stupném diferenciaéniho potencidlu (Bongso a Richards, 2004).
Lze je rozdélit na dva charakteristické typy z hlediska jejich ptivodu a mista vyskytu.
Rozd¢€lujeme je na embryonalni kmenové buiiky, které se podileji na prenatalnim vyvoji, a
na dospélé neboli organové kmenové buiky, vyskytujici se v dospélém organismu béhem
celého zivota. Oba typy bunck jsou pfedmétem vyzkumu pro potencialni vyuziti v 1ékarstvi
(Ulloa-Montoya, 2005). Embryonalni kmenové bunky se nachazeji ve vnitini buné¢né mase
embryoblastu a jsou diilezité pti diferenciaci bunék blastocysty jiz po patém dnu vyvoje. Tyto
bunky maji nejvetsi diferenciani kapacitu a patii mezi totipotentni buiky, které davaji
vzniknout vSem bunkam ze vSech tii zarode¢nych listl a buikam zarode¢nym (Thomson et
al., 1998). Embryonalni kmenové buiiky maji velmi dobrou schopnost sebeobnovy a mohou
potencialné vytvaret nekonecné mnozstvi bunck. Lidské embryonalni kmenové buiiky jsou
definovany pomoci trojice transkripénich faktorti Sox2, Oct4 a Nanog (Snippert a Clevers,
2011). Tento typ bunék je vSak spojovan stadou etickych, ndbozenskych a technickych
problému, nebot’ pii jejich izolaci z blastocysty dochazi ke zni¢eni zarodku (Thomson et al.,
1998). Castou vyskytujici se prekazkou ve vyuziti embryonalnich kmenovych bunék je také
tvorba teratomil a nadort z embryonalni tkan¢ (Klabusay et al., 2009).

Druhy typ kmenovych buné€k, dospelé kmenové buiiky, je na rozdil od embryondlnich
bun¢k znacné specializovan na urcité typy tkani. Tyto buiiky jsou multipotentni a jsou
schopné diferencovat na buiky tkan¢, ve které se vyskytuji. Piedpoklada se, ze zajistuji
dalezitou bunécnou obnovu v daném misté (Bongso et al., 2004). Jejich pocet v lidském téle
je nepatrny, ve tkanich mohou byt uloZeny jako prekurzory bunck v bunéénych nikach po
fadu let. Jakmile tyto prekurzory niku opusti a dostanou se k mistu poranéni, zacnou se

diferencovat v dany typ bunék (Colf et al., 2007).



Kmenové buiiky mohou mit také vliv na rozvoj nadorového bujeni v téle. Jako tzv.
nadorové kmenové buiiky se oznaCuje skupina kmenovych bunck, které se prestaly
kontrolovan¢ délit a diferencovat. I kdyZ jejich pravy ptivod neni zatim zcela objasnén, je
z divodu jejich nekontrolovatelného déleni piedpokladano, Ze jsou zodpovédné za vznik
rakoviny a rozvoj metastaz (Ciurea et al., 2014). Mezi nejvice znamé a prozkoumané patii
nadorové bunky leukémie, déle se zkoumaji nddorové kmenové builkky mlécné zlazy. Pti
studiu leukémi bylo zjisténo, ze v nadorech se vyskytuje heterogenni populace bun¢k, u
kterych byly zjistény podobné vlastnosti jako u kmenovych buné¢k, jako je schopnost
sebeobnovy a vysoky stupen proliferace. Tato populace nadorovych kmenovych bunck je
dalezitd pro rozvoj nadord a také se podili na odpovédi na léCebné postupy a terapie. Ve
vyzkumu tykajiciho se vyuZiti terapii proti nddorovym kmenovym bunikdm bylo zjisténo, ze
tento postup muize byt €innéjsi, nebot’ snizenim téchto kmenovych nadorovych bunck doslo
k eliminaci vzniku nadorovych bunék (Aguilar-Gallrdo a Simén, 2013).

V roce 2006 Takahashi et al. vytvofili prvni linii indukovanych pluripotentnich
kmenovych bunék, které jsou odvozeny od somatickych buné¢k, které jsou jiz diferencovany.
Stavaji se tak znovu pluripotentni a maji mnoho spole¢nych vlastnosti s embryonalnimi
bunikami. Navic jsou indukované kmenové buiikky shodné s genotypem darce a nevznikd tak
imunitni bariéra. Pro indukci byly pouzity Ctyfi transkripéni faktory Sox2, Oct4, KIf4 a c-
Myc. Tyto buiiky se mohou déle diferencovat na jiné bunky, jako naptiklad neurony, buiky

srdce nebo hematopoetické buiiky (Hipp a Atala, 2008).

3.3 Mezenchymalni kmenové bunky

V predchozi kapitole byly zminény dv€ kategorie kmenovych bunék. Soucasny
vyzkum se zaméfil na kmenové bunky, které jsou snadno dostupné a lehce kultivovatelné.
Mezi takové patii mezenchymalni kmenové buniky (MSCs). Ty jsou popisovany jako dospélé
multipotentni kmenové buiiky, které se vyskytuji hlavné v kostni dfeni. Bylo zjiSténo, Ze
kostni dfen obsahuje dva typy kmenovych bunék, jednak pravé MSCs a také hematopoetické
kmenové bunky (Owen a Friedenstein, 1988).

3.3.1 Zakladni charakteristiky MSCs

MSCs maji schopnost diferenciace do mnoha terminalné diferencovanych tkani in
vivo a také in vitro. Diferencuji se v mezodermové tkan€¢ a davaji vznik adipocytiim,
osteocytiim, chondrocytim, srde¢nim buitkdm a neuronim (Bobis et al., 2010). Mohou dobfte
regulovat krvetvorbu v kostni dieni (Bieback, 2008). MSCs maji charakteristicky protahly
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vietenovity tvar, kulovité¢ jadro svelkym mnozstvim jadérek a jsou vybaveny velkym
mnozstvim bunécnych organel (Williams a Hare, 2011). Jako mnoho kmenovych bunék se
vétSinou deli asymetricky za vzniku jedné prakticky totozné dcefiné bunky a jedné
progenitorové buiiky, kterd zlstava v nediferencovaném stavu a v piipad€ potfeby mize byt
diferencovana na dany typ buiiky (Snippert a Clevers, 2011). Toto dé€leni je fizeno nékolika
extracelularnimi a intracelularnimi faktory v kombinaci s danou orientaci bunééného vietena.
Zalezi také na vnitinim prostfedi a signdlech bunééné niky, ve které se builka nachazi. Po
déleni kmenové buiiky je zpravidla jedna bunka zabudovéna pfimo do niky, zatimco druh4 ji
opousti. Buné¢na nika tak mize ovlivitovat pocet kmenovych bunék v bunéénych tkanich
(Chen et al., 2016).

Dle Wonga et al. (2015) maji MSCs Uzky vztah s pericyty, buitkami v krevnich
kapilarach. Pericyty jsou mezenchmymalniho pivodu a vyskytuji se v blizkosti bazalni
laminy kapilar. Poté, co se z membrany uvolni vlivem signdlnich molekul, se pericyt krevnim
proudem dostane az k mistu poranéni nebo zanétu. Tam se pericyt stdva MSC buiikou, ktera
funguje jako prvni regeneracni a hojici stimul (Caplan, 2014). Bylo také zjiSténo, Ze MSCs
cirkuluji v krevnim feciSti u pacientd se zlomeninami. Béhem pokusti s exogenni aplikaci
MSCs do téla bylo zjisténo, Ze dodané bunky jsou kieh¢i a mohou byt z krve ihned
odstranény. Transplantované buriky snadnéji podléhaji apoptdze. Je tedy dulezité, kam piesné
se tyto exogenni buriky aplikuji (Zhou et al., 2015).

Typickou charakteristikou MSC je jejich schopnosti diferencovat do bunck kosti
(osteocyty), chrupavky (chondrocyty) a tukové tkané (adipocyty) (Obrazek 1). Pii in vitro
kultivacich Ize do kultivacnich médii ptidavat diferenciac¢ni faktory (hormony a rdstové
faktory), které MSCs stimuluji k diferenciaci v osteocyty, coz se projevuje mimojiné produkci
kalcifikovanych struktur. Chondrocyty pak produkuji glykosaminoglykany a adipocyty
obsahuji tukové kapénky.

Obrazek 1: MSCs diferencované do osteocyti (A), chondrocyti (B) a adipocytt (C). A — Cervené zabarvené
(alizarinova Eerven) kalcifikované struktury; B — modfe zabarvené (alcianova modf) glykosaminoglykany; C —

Cervené zabarvené (0il red) tukové kapénky. Zvétseni 100x (Lucie Vistejnova 2017).



3.3.2 Vyskyt MSCs v téle

Ptitomnost MSCs byla zaznamendna na nejriznéjSich mistech v téle. Seznam organt,
ve kterych se kmenové buiky vyskytuji, se tedy stdle rozriistd a zahrnuje organy traviciho
traktu, jako jatra ¢i slinivka, orgadny nervové soustavy, jako mozek a micha, dale kostni dfen,
ktze, svaly, zubni dfeit nebo rohovka (Klabussay et al., 2005). Jejich vyskyt byl zjistén také
Vv tukové tkani, pupe¢nikové krvi nebo v riznych tkanich plodu (Salem a Thiemermann,
2009). V soucasné dobé se nejéasté pracuje s MSCs izolovanymi z kostni dien¢, tukové nebo
pupecniko tkang.

Velmi vyznamny zdroj kmenovych bunék je kostni dien. Zde se vyskytuji
hematopoetické kmenové buitky a MSC buriky, schopné diferenciace v mezodermové tkané.
Kmenové buniky kostni dfené jsou zatim jedinym typem kmenovych bunék, ktery je uzivan
vV dne$ni medicin€. Dé&je se tak pomoci transplantace kostni difené. Tyto bunky mohou byt

diferencovany ve v§echny typy krvinek (Marketou et al., 2015).

3.3.3 lzolace a kultivace MSCs

MSCs mohou byt ziskany jednoduchou cestou odbéru z kostni dfen¢. Kostni dien byla
prvnim mistem odbéru a je stale nejvice pouzivanou cestou jako je tomu napiiklad ve studii
Forteho et al. (2005), kdy byly MSCs izolovany z kosti stehenni samice mysi. DalSim
zdrojem je pupecnikova tkan a krev (Deans a Moseley, 2000). Velmi dobrym zdrojem
bohatym na tyto bunky je také tukova tkan. MSCs odvozené z tukové tkan¢ se daji ziskat pii
kosmetické liposukei (Witkowska-Zimny a Walenko, 2011). Dobie se da vyuzit také zubni
dren, kterd je bohatd na mnoho typi mesenchymalnich kmenovych bunék. Vyuzivé se hlavné
dient z hornich 1 spodnich stolicek. Tyto buiiky jsou potencionidlnim kandididtem na 1éCbu
zubnich obtizi a mohou byt dilezitym bodem v oblasti dentalni regenerativni mediciny
(Ledesma-Martinez et al., 2016). Vyhodou pouziti MSCs z kostni dien¢ a tukové tkané jsou
také minimalni etické problémy.

K identifikaci MSCs pfi jejich izolaci napomaha fada pozitivnich a negativnich
povrchovych markert. Jako negativni markery jsou nejcastéji pouzivany CD34 a CD45,
znaky typické pro hematopoetické bunky. Mezi dilezité pozitivni markery MSCs patii Stro-1,
CD106 a CD73, i kdyz jejich funkce nejsou doposud zcela objasnény (Kolf et al., 2007). Stro-
1 je nejvice popsany povrchovy marker. Buiiky pozitivni pro tento marker podporuji rist
bunék kosti a chrupavek, coz je v souladu s diferenciatnimi vlastnostmi MSCs. Naopak

bunky negativni na Stro-1 nejsou schopné vytvaret kolonie (Denis et al., 2002). Gronthos et



al. (2003) uvadi dalsi potencialni marker CD106, ktery je exprimovan v krevnich cévach a ma
souvislost s adhezivnimi vlastnostmi MSCs na kultivacni plast (Obrazek 2). Schopnost MSCs
adherovat na kultivacni plast je dalSim selekénim a charakteristickym rysem MSCs. Tietim
dalezitym povrchovym markerem je CD73, neboli lymfocyt vaskularni adhezni protein, ktery
je v kombinaci s CD106 a Stro-1 vyuzivam k pozitivni identifikaci MSCs pfi izolacich a
naslednych kultivacich (Kolf et al., 2007).

Obrazek 2: Mezenchymalni kmenové buiiky na kultivaénim plastu. Zvétseni 200x (Maresova, 2017).

3.4 Moznosti 1écby kmenovymi burikami véetné MSCs

U MSCs jsou popisovany téi mechanismy, jakymi mohou MSCs pfisivat k regeneraci
tkani. MSCs mohou diferencovat v buiiky specifické pro danou tkan, mohou produkovat fadu
regulacnich molekul podporujici sebeobnovu plvodnich bun€k organu, a nebo mohou
modulovat imunitni systém ve sméru zahojeni ¢i obnovy tkang.

Lécba kmenovymi buitkami ma zatim mnoho doposud nevyuZitich moznosti. V dne$ni
dob¢ se kmenové bunky aplikuji v podstaté jen pii transplantaci kostni diené. Transplantace
kmenovych bun€¢k je vhodna pro pacienty s akutni lymfoblastickou leukémii. Darcovska
kostni dient napoméha obnovovat vSechny krevni elementy u pacientii. Kmenové bunky z
pupecnikové krve jsou vhodné pii onemocnéni a nefunkénosti kostni diené. (Horowitz et al.,
1990). MSCs z kostni dfené jsou schopné regenerovat poSkozenou srdecni tkan po srde¢nim
selhani. Studie na zvitecich modelech prokazaly, ze jsou tyto buiiky schopné zvysit ejekéni
fazi levé srde¢ni komory a snizit poruchy a defekty zpisobené infarktem (Klabussay et al.,
2009). Injekce MSCs u hlodavct zpusobily zlepSeni poskozenych kardiomyocyti a zvySily
hustotu krevnich kapilar (Xu et al., 2004).



Nékolik studii se zabyvalo schopnosti MSCs ovliviiovat buiiky imunitniho systému,
tzv. imunomodula¢nim potencidlem MSCs. Bylo zjisténo, Ze maji znacné imunosupresivni
vlastnosti a mohou tak ovlivnit imunitni syst¢ém mezibunénym kontaktem nebo produkci
riznych molekul. MSCs mohou také inhibovat diferenciaci dendritickych bun¢k a dokazi
inhibovat cytotoxické a natural killer (NK) bunky (Spaggiari et al, 2006). Bylo prokazéano, ze
mohou udrzovat proliferaci B lymfocyti do plazmatickych buné€k, které poté produkuji
protilatky. Naopak inhibuji proliferaci T lymfocytt (Meisel et al., 2004). Imunosupresivni
pusobeni se tyka také pomocnych a cytotoxickych T lymfocytl. K inhibici bunék produkuji
MSCs tadu solubilnich faktorti jako naptiklad prostaglanid E2 (PGE2), transformujici ristovy
faktor B1 (TGF- B1), hepatocytarni rastovy faktor (HGF), a také prostfednictvim galektinti
(Deans a Moseley, 2000). PGE2 je dilezitym faktorem inhibice T lymfocytd. Niz§i hladina
TGF- B1 zptsobuje nariist protizdnétlivych Th bun¢k (Mattar a Bieback,2015).

V soucasné dobé existuje pouze experimentalni 1écba neékterych nemoci jako napiiklad
Alzheimerova choroba (Turgeman, 2015), Parkinsonova nemoc (Cerri et al., 2015) ¢i srde¢ni
a jaterni selhdni vyuzivajici kmenové buiiky. Dal§im ptikladem klinickych experimentalnich
aplikaci kmenovych buné¢k je pouZiti epidermalnich kmenovych bunék na popalend mista a
jejich vyuziti na kozni nahrady. MSCs se experimentalné pouzivaji na obnovu tkani po
srdecnich chorobach, infarktu, po kostnich zlomeninach a na nékteré druhy rakoviny.
Hematopoetické kmenové builky jsou testovany na onemocnéni jako je anémie a hemofilie
(Serakinci a Keith, 2006). MSCs byly také experimentalné pouzity k 1é¢bé fulminantniho
selhani jater u hlodavci. Tato nemoc je charakteristickd postupnym odumiranim vétSiny
hepatocytti a 1é¢ba je provadéna pouze transplantaci jater. Bylo zjisténo, ze po injekci MSCs
do jater hlodavci zplsobilo zmirnéni patologickych zmén, sniZeni hepatocytové smrti,
zlepSeni zdravotniho stavu i u jedinct v koneéné fazi onemocnéni (Farini et al., 2014). Bylo
zjisténo, ze MSCs mohou byt také indukovany k tomu, aby se diferencovaly do hepatocyt
(Al Ghrbawy et al., 2015). Petersen et al. (1999) uvadi, ze buiiky z kostni dien¢, které byly
transplantovany nemocné mysi, byly schopné diferenciace v hepatocyty nebo v jaterni ovalné
kmenové bunky. K jejich indukei je potfeba HGF a fibroblastovy rustovy faktor 4 (FGF-4)
(Al Ghrbawy et al., 2015). Bylo zjisténo, ze HGF podnécuje u hemopoetickych kmenovych
bunék proliferaci na hepatocytni linie a tim se do jist¢ miry podili na regeneraci a obnové

jaterni tkané (Oh et al., 2000).



3.5 Problémy vyuziti kmenovych bunék

Existuje mnoho etickych otazek ohledn¢ vyzkumu spojené¢ho s kmenovymi bunikami.
Etické problémy jsou spojovany s pouzivani kmenovych bun¢k piedevs§im embryonalnich
kmenovych bun€k (de Wert a Mummery, 2003). Tyto buiiky jsou ziskavany z jiz existujicich
embryonalnich bunéénych linii, které jsou ptfi odbéru kmenovych bun¢k zniceny. Naskyta se
zde otazka, zda-li je embryo povazovano jiz za hodnotny lidsky Zivot, a zda-li ma ¢lovék
pravo do n¢j zasahovat. Kmenové bunky ziskané z embryi, ktera nejsou vyuzita pfi umélém
oplodnéni na IVF klinikach, nejsou tolik kontroverzni, ale i piesto vyvolavaji pochybnosti,
ptestoze mnoho embryi je stejné preduréeno k likvidaci (Daar et al., 2004). Argumenty
podporujici pouziti embryondlnich kmenovych se opiraji o to, Ze embryo nema vyvinuté
organové soustavy, nemd nervovou soustavu a nemtize byt prohldSené¢ za zijiciho tvora.
Napriklad v Belgii je ziskavani kmenovych bunék z embryi povoleno (Harris et al., 2005).
Proti pouzivani téchto bunck stoji argumenty, které v terapii kmenovymi bunkami
embryonalniho piivodu vidi neuctu k lidskému Zivotu a pteruseni pitivodniho urceni bunék
embrya ke vzniku ¢lovéka. Zisk ESC by tedy mél byt zajiStén tak, aby nedoslo ke zniceni
embrya nebo izolaci dospélych kmenovych bunék (Kogler et al., 2004).

Buiikky podobné embryonédlnim kmenovym mohou byt izolovany z abortovanych
plodi. Toto zahrnuje dalsi etickou otadzku cilené fizenych potrati pro ziskdni kmenovych
bun¢k (Daar et al.,, 2004). Na rozdil od embryonalnich nejsou dospélé kmenové bunky
tématem téchto etickych problémii a mohou se stat jejich vhodnou alternativou. Ani

indukované pluripotentni kmenové buiiky zatim nejsou predmétem etickych otazek.

3.6 Jatra

vvvvvv

nejvétsim organem. Zajistuji mnoho funkei v téle, od metabolismu latek jako jsou sacharidy,
lipidy nebo aminokyseliny, ptfes skladovani glukézy ve formé glykogenu, udrzovani stalé
hladiny glykémie, vyluCovani a detoxikace metaboliti ¢i toxin a také ovlivnéni
termoregulace. Jsou dualezitym mistem degradace hemoglobinu a je zde vytvafena Zluc,
potfebna k traveni lipidi. Vzhledem k nespoctu funkci v organismu jsou jatra nezbytnym

organem pro zivot (Langmeier et al., 2009).
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3.6.1 Anatomie jater

Jatra jsou u Clovéka ulozena v pravé Casti bfisni dutiny v podbrani¢nim prostoru. Jsou
trojuhelnikového tvaru a mohou dosahovat hmotnosti 1200 az 1800 gramu v zdvislosti na
pohlavi. Na celém povrchu jsou kryta vazivovym pouzdrem capsula Glissoni. U ¢lovéka jatra
tvoii ¢tyfi laloky — pravy, levy, &tverhranny a ovalny. Clenéni lalok mdZe byt u raznych
druhti savct odlisné, naptiklad u prasete mizeme rozeznat lalokt Sest, kdy jsou pravy a levy
lalok rozdé€leny na dva (Monga, 2010).

Krev je do jater ptfivadéna pomoci tvou cest. 80 % krve je ptivadéno pies vratnicovou
zilu (vena portae), zbyla krev je vedena pies jaterni tepnu (arteria hepatica). Vratnicova zila
zajiStuje funkEni obéh jater, pfivadi odkyslicenou krev z orgdnd, kterd je bohatd na ziviny.
Jejim postupnym vétvenim se krev dostava az do portdlni triddy a pies jaterni sinusoidy se
dostava k centralni véné (vena centralis). Centralni vény se spojuji a krev je vedena pies
jaterni zily (vena hepatica) do dolni duté zily. Jaterni tepnou se do jater dostava zbyly objem
krve. Po jejim vétveni na interlobuldrni arterie se okyslicena krev dostava do sinusoid, kde se
¢astecné misi s odkyslicenou krvi z vratnicové zily. Poté je krev vedena od periferie jaterniho

lalticku k jeho centru (Junqueira et al., 1997).

3.6.2 Histologicka stavba jater

Zakladni stavebni jednotkou jaterniho parenchymu je jaterni lalicek. Je to
Sestithelnikovy tutvar s centralni vénou, ktery je obklopeny portobilidrnim prostorem. U
prasete jsou jaterni laliicky jesté oddéleny tenkou vazivovou vrstvou, na rozdil od lidskych,
které mezi sebou nemaji presné definované hranice. Portobiliarni prostor jaterniho lalicku je
mistem, kde jsou ulozeny portalni triddy. Na jeden lalicek piipadd zhruba 3-6 portalnich
triad, které jsou tvofeny portalni zilou (vena portae), jaterni tepnou (arteria hepatica) a
zlucovodem (Peng et al., 2016). V okoli triad se Casto objevuji lymfatické buiiky, zejména
Kupfferovy buniky s makrofagovou aktivitou (Senoo et al., 2010). K centralni vén¢ se sbihaji
tramce hepatocytli. Zlu¢ vytvofena v hepatocytech stéka k periferii lalicku, kde vstupuje do
intralobuldrnich zlucovodi a pak do zluCovodu v triddach. Ty vSechny potom zesiluji a
splyvaji v jaterni vyvod (dusctus hepaticus), kterym opoustéji jatra do mista ulozeni —

zluéniku (Junqueira et al., 1997).

11



3.6.3 Typy jaternich bunék

Hepatocyty pifedstavuji nejveétsi zastoupeni bunék v jaternim parenchymu. Zajistuji
velké mnozstvi funkei a jsou hlavnimi metabolickymi bunikami jater. Jsou Sestiuhelnikového
tvaru a jejich velikost se pohybuje mezi 20 - 30 um. Obsahuji jedno az dv¢ jadra, jadérka a
maji vyrazné zastoupeni jinych bunécnych organel jako endoplazmatické retikulum,
mitochondrie a Golgiho aparat. Kromé vytvaieni zluce z metabolickych latek v krvi, je
V hepatocytech produkovano velké mnozstvi krevnich proteinii jako je albumin, protrombin ¢i
fibrinogen. Hepatocyty slouzi také jako misto deaminace aminokyselin (Ling et al., 2012).

Dalsim druhem bun¢k vyskytujicim se v jaternim parenchymu jsou Kupfferovy
bunky. Jsou odvozeny od mononuklearnich kmenovych bunék uloZenych v kostni dfeni, které
se do krve dostavaji ve zral¢ formé jako monocyty. Ty se poté dostdvaji krevnim fecistém do
jater, kde jsou diferencovany na Kupfferovy buiiky (Campion, 2008). Tyto buniky nemaji
pravidelny tvar a pasobi jako makrofagy s fagocytarni a cytotoxickou aktivitou. Jsou schopny
fagocytovat nebo inaktivovat bakterie a dal§i cizorodé latky. Spolu s NK bunkami a
dendritickymi bunkami piedstavuji dilezitou imunitni obranu proti patogeniim (Bilzer et al.,
2006). Maji dlouhou zivotnost v fadu az né€kolik mésici a mohou byt nahrazeny novée
vzniklymi bunkami z kostni dfené. Podileji se také na odstranéni odumftelych erytrocytd a
degradaci hemoglobinu, ktera jest¢ pokracuje v hepatocytech. S témito buitkami spolupracuji
dalsi druhy lymfatickych bunék, tzv. Pit buiiky, které fungu;ji jako NK buiky a maji vyraznou
cytotoxickou aktivitu (Peng et al., 2016).

Dal§im typem jaternich bunék jsou Itovy bunky, které se vyznacuji svym typickym
hvézdicovitym tvarem. Jsou to buiky s velkymi vakuolami, které jsou vyplnéné lipidy a
slouZzi tak jako lipidovy rezervoar (Uetsuka et al., 2005). Maji také schopnost uchovavat velké
zasobni mnozstvi vitaminu A v podobé¢ retinyl esteru. Jsou tak dilezitym reguldtorem stalé
hladiny vitaminu A. Hvézdicovité buiiky jsou také v nékterych studiich povazovany do jisté
miry za Skodlivé, pfispivaji totiz k rozvoji firotizace jaterni tkang, kterd miZze postupné vést

az k cirhdze (Senoo et al., 2010).

3.6.4 Funkce jater

Uloha jater v lidském téle je nezaménitelna. Jejich hlavnim tukolem je udrZet stalou
hladinu vnitiniho prostfedi. Zasahuji do metabolismu mnoha latek, jako naptiklad sacharidd,
tukil, aminokyselin a proteind (Han et al., 2016). Mezi jejich hlavni metabolickou funkci lze

zatadit udrzovani stalé¢ hladiny glukozy v krvi v rozmezi 3,5-5,6 mmol/l. Hladinu glykémie
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jatra udrzuji pfemeénou glukozy na zasobni glykogen a jeho ukladdnim do hepatocytd pfi
hyperglykémii nebo degradaci glykogenu a uvolnéni glukézy do krve pti hypoglykémii.
Proces, pii kterém se v jatrech tvoii zasobni glykogen, se nazyva glykogeneze, jeho
odbourdvani oznacujeme jako glykogenolyzu (Woerle et al., 2003). Obsah glykogenu
hladina prudce stoupd. Pfi vyCerpani zasob glykogenu nebo piti hladovéni mize byt pro
tvorbu glukozy pouzit jiny, necukerny zdroj, jako napiiklad rtzné prekurzory glukozy,
zejména glycerol, alanin, laktat ¢i mastné kyseliny. Tento proces vytvareni glukozy je
oznacovan jako glukoneogeneze (Han et al., 2016). Laktit a alanin musi byt nejdfive
prevedeny na pyruvat, ktery je dale karboxylovan na oxalacetdit a fosfoenolpyruvat
syntetizujici glukozu (Consoli et al., 1987).

Jatra jsou také mistem metabolismu lipidi. Ten probihd i na jinych mistech v téle, ale
V jatrech ma vétsi intenzitu. Probihd zde beta oxidace mastnych kyselin, které nasledné slouzi
jako zdroj pti glukoneogenezi (Han et al., 2016). Mastné¢ kyseliny vznikaji lipogenezi
Z ptebytecnych sacharidi. Nadbytek mastnych kyselin je z té€la odstranén v podobé ketolatek.
Jatra hraji také dualezitou tlohu pfi metabolismu lipoproteinti, syntetizuji se zde lipoproteiny
VLDL a HDL (Ling et al., 2012). Jsou také mistem syntézy cholesterolu a probihd zde
detoxikace amoniaku. Jatra jsou také dilezitym mistem tvorby zluci, ktera vznika
z piebyteéného cholesterolu. ZIug je vyznamna pfi traveni lipidi a napoméhé jejich emulgaci.
Také se s ni vyluduji nékteré latky jako cholesterol a metabolity ven z téla. ZluGové kyseliny
tedy napomahaji vstfebavani tukd a také vitamind. V jatrech probiha také degradace
cizorodych latek. Jako piiklad miZeme uvést metabolismus ethanolu. Kromé metabolickych
funkci se v jatrech skladuji diilezité latky jako nékteré vitaminy A, D, B12 a také Zelezo, méd’
¢i kobalt. Vylucovaci funkce jater je dllezitd k vylou€eni bilirubinu, ktery se do jater dostane
navazan na albuminy. V jatrech je od nich odloucen a je pfeveden do ZluCe na vylouceni
(Woerle et al., 2003).

Jaterni tkan postihuje mnoho riiznych onemocnéni, které ovliviiuji jeji funkce. Mezi
casté pric¢iny dlouhotrvajicich nemoci jater patii konzumace nadmérného mnozstvi alkoholu
¢i vliv toxickych latek. Dlsledkem nemoci jater mize byt také jaterni selhani. Pfi neléceni
muzZe byt Zivotu nebezpecné, protoze jatra prestavaji normalné fungovat a dochazi k naruseni
zivotnich funkci celého téla (Whitehouse a Wendon, 2013). Mezi dal§i onemocnéni
postihujici jaterni tkan patii steatdza. Studie Jianga et al. (2014) se zabyvala moznym vlivem

aplikace bisfenolu A v prenatalnim vyvoji na pozd¢jsi vyskyt steatdozy v dospélém veku.

rrrrr
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To by mohlo byt vyznamnou pii¢inou vyskytu tohoto onemocnéni u lidi. Jatra jsou také
mistem vyskytu nadorti. Neni vyjimkou, ze jaterni nadory jsou dusledky metastdzovani
Z jinych orgénu a to zejména ze slinivky bfisni (Sun et al., 2016). Nékteré studie naznacuji
vztah mezi jaternimi kmenovymi bunikami a rakovinou jater. Jaterni kmenové buiikky mohou
byt zdrojem pro rozvoj rakoviny, kterd mize vzniknout pii jejich mutaci, ke které maji sklon,
kdyz se Spatn¢ diferencuji (Zhi et al., 2016). Mezi takovéto nadory patii hepatoblastomy,

které patii k Castym nadorim déti (Xu et al., 2015).
3.7 Hepatocyt

Nejdulezitéjsimi buiikami jater jsou hepatocyty, které zaujimaji az dvé tfetiny
jaterniho parenchymu. Tyto Sestithelnikové buiiky v jatrech zajiStuji mnoho dilezitych

metabolickych d&jt, endokrinnich a sekre¢nich funkci.

3.7.1 Stavba hepatocytu

Jak jiz bylo zminéno v kapitole o jaternich buikéch, hepatocyty jsou bunky, které
mohou obsahovat vice jader, n¢které buitky mohou obsahovat az dvé ovalna jadra. V jejich
cytoplazmé& mizeme také nalézt velké mnoZstvi bunécnych organel, zajiStujicich mnoho
metabolickych funkci. Na membrané hepatocytu lze z hlediska polarniho rozdéleni najit tfi
rizné oblasti — bazélni (sinusoidni), pfivadéjici krev vratnicové Zily a jaterni tepny, apikalni,
kde se vyskytuji Zlu¢ové kanalky a lateralni, na které se vyskytuje fada spoju gap junctions,
které zajist'uji komunikaci mezi jednotlivymi hepatocyty (Monga, 2010).

V jaternim lalicku jsou hepatocyty rozdéleny do tfi zon z hlediska vzdalenosti od
centralni Zily. Hepatocyty Vv prvni zong&, nejbliZsi céve piinasejici krev, jsou nejvice ovlivnény
zménami v aktualnim krevnim sloZeni. Napftiklad pfi otravé toxickou latkou budou prave tyto
hepatocyty prvnimi poSkozenymi buiikami v lalicku. Jsou také prvnimi hepatocyty, které
odbouravaji glykogen pii hladovéni. V druhé a tieti zoné€ reaguji na tyto vlivy hepatocyty az
z druhé viny. U téchto hepatocytli se nejdiive projevi nedostatek kysliku v krvi, nebot’ se

K nim krev dostava postupné ptes zonu jedna a dvé (Junqueira, 1997).

3.7.2 Organely hepatocytu a jejich funkce

Jaterni butika obsahuje velké mnozstvi mitochondrii, v jednom hepatocytu l1ze nalézt
az 2000 mitochondrii. Maji také hojné zastoupeni hladkych a hrubych endoplazmatickych
retikuli a Golgiho aparatu.
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Endoplazmatické retikulum v hepatocytech zajistuje vyluCovani latek z téla.
V hladkém endoplazmatickém retikulu probihd pfeména ve vodé nerozpustného bilirubinu,
vzniklého degradaci hemoglobinu za pomoci Kupfferovych bunék, na rozpustnou formu
bilirubin-glukuronid, ktery je odvadén do zluce a poté vyloucen ven z téla. Nedostate¢né
odvadéni bilirubinu mize mit za nésledek vznik zlucovych kamenti. Neprichodnost

zlu¢ovych cest muze vést ke Zloutence.

3.7.3 Linie HepG2

Lidské hepatocyty se staly zakladnim modelem pro fadu cytotoxickych studii a jsou
na nich zkoumdny ucinky vyvijenych Iékd. Nicméné jejich omezena dostupnost a kratka
zivotnost zna¢né komplikuje jejich pouziti. Vhodnou alternativou se zda byt linie lidskych
hepatocytit HepG2, odvozena od jaterniho hepatomu (Obrazek 3), ktera je dnes pouzivana pii
fadé¢ xenobiotickych experimentti (Jennen et al., 2010). Pouziti HepG2 se uplatiuje i
k posouzeni vlivii endokrinnich disruptorti, jako napiiklad bisfenolu A ¢i F (Dumont et al.,
2011), kde simuluji skute¢né projevy hepatocytii. HepG2 se ale od primarnich hepatocytii
lehce odliSuji. Narozdil od nich obsahuji ve vétSin¢ ptipadi pouze jedno jadro a maji
omezenou metabolickou aktivitu. Pravdépodobné také maji méné specifickych enzymu nez

primarni hepatocyty. (Wilkening et al., 2003).

Obrazek 3: Linie hepatocytit HepG2. Zvétseni 200x (Maresova, 2017).
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3.8 Bisfenoly

Mnohé studie zabyvajici se problematikou poruch plodnosti a reprodukce prokazaly,
ze za poslednich 60 let doslo ke zvyseni vyskytu rakoviny a vyvojovych vad reprodukéniho
ustroji (Fenichel et al., 2013). Bylo také zjiSténo, ze doslo k poklesu kvality a mnozstvi
muzskych spermii a knartstu vyvojovych vad pohlavnich organi, jako naptiklad
kryptorchizmu (Sharpe, 2003). Tato zji$téni jsou pfisuzovana latkam ze skupiny endokrinnich
disruptort. Endokrinni ucinky téchto primyslovych latek byly prokézany také u divoké zvéte
(Maffini et al., 2006) a nékteré studie prokazaly, Ze zvySeni téchto hormonalnich latek
koreluje s inhibici rastu rostlin (Wang et al., 2015).

Bisfenoly jsou skupina chemickych latek organického pivodu, které patii do
endokrinnich disruptorii, které maji estrogenni efekt na organismy (Naik a Vijayalaxmi,
2009). Tyto chemikalie jsou znamy jako difenylametany, které obsahuji dva benzenové kruhy
oddélené jednim centralnim atomem uhliku, jako je tomu u bisfenolu A. U nékterych druhti
bisfenoll je centralni atom uhliku nahrazen jinou chemickou skupinou, jako je tomu naptiklad
u bisfenolu S, kde se vyskytuje sulfon ( obrazek 4). Bisfenoly jsou dnes pouzivany jako
komponenty pii vyrob¢ plastii a epoxidovych pryskyfic, které jsou pfitomny v ochrannych
natérech, plechovkach, konzervach a také v ndpojovych kartonech a pesticidech (Tiwari et al.,
2012). Z teéchto latek se bisfenoly mohou uvoliiovat do potravin nebo se dostat do Zivotniho
prostiedi. Zde se miiZzou stat kontaminantem vody a pudy, ze kterych mohou byt absorbovany
do zeméd¢lskych produktl a dostanou se tak zpét k lidskym spotiebitelim. V neposledni fadé
se z pramyslovych vyrobkl dostavaji do lidské populace, kde jim byva pfisuzovan negativni

ucinek na reprodukéni funkcee a vyvoj zarodkl (Gould et al., 1998).
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Obrazek 4: Chemicka struktura bisfenolu A, F a S (Rochester a Bolden, 2015).

3.8.1 Vyskyt bisfenolu v prostiedi

Clovek roéné vyprodukuje nespodetné mnozstvi znedistujicich a toxickych latek, které
ohrozuji naSe zivotni prostfedi. Pouze mala ¢ast z nich je bezpecné¢ odstranéna z prostiedi,
ostatni latky jsou vyznamnym ekologickym problémem dneska. VétSina kontaminantti se poté
vyskytuje v pidé, pitné vodé a ovzdusi. Bisfenoly a dal$i endokrinni disruptory se do
prostiedi dostavaji ze zemédélskych objektd, statkd a tovaren.

Bisfenol A je mirn¢ rozpustny, muze se tedy z plasti snadno uvoliovat do vody, a
muze byt absorbovan do pidnich sedimentii (Staples et al., 1998). Dle Fromme et al. (2002)
byl bisfenol A nalezen ve vétSin€é vzorkd vody a ve vSech odpadnich Cistirenskych kalech,
které byly zkoumany. Z 35 vzorkd sedimentd, byl bisfenol A nalezen u 30 z nich. Jako
pokusné organismy pii sledovani toxicity vody byly vyuzity ryby, fasy a bezobratli. Bylo
zjiSténo, Ze nejveétsi citlivost k bisfenolim maji fasy. Vysledky studii vSak poukazuji na
relativné nizkou hladinu bisfenold v povrchovych vodéach. Bisfenol A byl take zjiStén na
odpadnich skladkach z degradovanych plastii, odkud se mize dostavat do okoli (Yamamoto a
Yasuhara, 1999).

Nejen bisfenol A je uvolnovan do okolniho prostiedi, bylo zjisténo, ze také bisfenol F
je v nizkych koncentracich pfitomen v Cerstvych sedimentech fek a v povrchovych vodach
(Fromme et al., 2002). Byl také detekovan v pitné vodé, kam se mohl dostat z epoxidovych
pryskyfic, které jsou bézné pouzivany pii stavbé vodovodniho potrubi. Koncentrace bisfenolu
F v prostiedi vSak byly vyrazné byly nizsi nez u bisfenolu A.

Bisfenol S se jevi jako mensi hrozba pro lidské zdravi, jeho negativni G€inky se zdaji
byt slabsi nez u bisfenolu A (Rochester a Bolden, 2015). Hlavnim problémem uvoliiovani

bisfenolu S do prostiedi je jeho Spatna degradovatelnost. Narozdil od bisfenolu A nebo F se
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muze v prostfedi hromadit po dlouhou dobu. Dle Danzla et al. (2009), miZou byt bisfenoly A
a F biologicky dobfe degradovatelné na moiském dn¢, bisfenol S vSak timto zplisobem

degradovan neni.

3.8.2 Bisfenol A

Bisfenol A, 2,2 bis (hydroxyfenyl) propan, byl v roce 1891 pivodné vyroben jako
synteticky estrogen, nebyl vSak pouzit k praktickému uZzivani, nebot’ jeho estrogenni ucinek
byl asi 10 tisic krat nizs$i nez 17 beta-etradiol (Rubin et a., 2001). K rozsifeni jeho pouzivani
po nékolika letech vyrazné napomohlo recyklovani papiru. Od poloviny 20. stoleti se rychle
stal béznou soucasti pifi vyrobé plastl, plastovych obalti a pryskyfic (Rubin, 2011). Bylo
zjisténo, ze bisfenol A mize v lidském téle napodobit €inky estrogenu a ze muze zpisobovat
nebo pfispivat k mnohym porucham plodnosti (Gould et al., 1998). Bylo zjisténo, Zze vétsi
absorbce bisfenolu A klzi, mize zvysit riziko poskozeni jater a ledvin nebo jinych organt
Vv téle. Bylo zjisténo, ze vyssi hladina bisfenolu A byla namétena u skupiny lidi pracujicich
s uctenkovymi papiry, jako napiiklad pokladni, nebot’ je tato latka soucasti uctenkového
papiru (Pivnenko et al., 2015). Vice bisfenolu A v mo¢i méli také lidé koufici cigarety.
Bisfenol A mé velmi kratky polocas rozpadu (zhruba 6 hodin) a z organismu se tedy dostava
velmi rychle. Presto za tak kratkou dobu pisobeni dokaze poskodit vyvoj plodu a to i
Vv malych davkéach (Rubin et al 2001). Nagawa a Tayama (2000) zjistili, ze bisfenol A je
V hepatocytech rozlozen na hlavni konjugéat glukuronid a na dal§i méné dilezité metabolity.
Jako glukuronid, ktery se dale vyskytuje v moci, je z téla odstranéno mnoho toxickych latek.
Bisfenol A je rychle glukurovan v hepatocytech a odstranén ven z téla (Takeuchi et al., 2014).
Bylo zjisténo, Ze 1 pres velmi rychlé detoxikacni operace v hepatocytech, byl pii nizkych
koncentraci bisfenol A zjistén i po delSim ¢asovém obdobi, latka byla stale mirné cytotoxicka.
Toxicita bisfenoll je zfejmé zavisla na délce uhlovodiku mezi fenolovymi skupinami.

Jelikoz je vSak bisfenol A soucasti vétSiny uzivanych plastovych vyrobkt, kontakt
S touto latkou miize byt nepietrzity. V soucasné dob¢ je bezpecné hladina piijmu bisfenolu A
stanovena na 50mg/kg/den. Negativni UG¢inky u potkant byly zjistény jiz pii davkach
10mg/kg/den (Castro et al., 2015). Welshons et al. (2005) zjistili, Ze bisfenol A miiZze narusit
sekreci 714z i pti davee 20 mg/kg.

V posledni dobé je zkoumdn jeho vliv na zvySeni hmotnosti, obezitu a nemoci s ni
spojené (Welshons et al., 2005). Rubin a Soto (2009) tvrdi, ze bisfenol A ma vliv na
mechanismy, které reguluji hmotnost, ukladani lipidi a stalou hladinu glukézy v krvi. Bylo

prokazano, ze vyssi hladina bisfenolu A byla spojena s vyskytem kardiovaskularnich chorob a
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diabetu (Laang et at., 2008). Po nékolika studiich, zabyvajicich se jeho negativnim vlivem na
lidské zdravi, je bisfenol A postupné¢ nahrazovan jinymi komponenty, jako je naptiklad
bisfenol S nebo bisfenol F. Bisfenol S v dnesni dobé nahrazuje bisfenol A v papirenském
pramyslu, byl v mensim mnozstvi nalezen v ultenkach nebo lepenkovych krabicich

(Pivnenko et al., 2015).

3.8.3 Bisfenol F

Bisfenol F, bishydroxyfenyl (nebo 4,4 dihydroxyfenyl) metan, je analogem bisfenolu
A, ktery ma podobné vyuziti jako bisfenol A. Uplatiiuje se pti vyrobé plastii, lakd, natérd,
pryskyfic a také v lékafstvi, kde se vyskytuje jako slozka zubnich tmeld a protetickych
pomucek (Leepipatpiboon et al., 2005). Bisfenol F patii jako jiné bisfenoly také mezi
potencialni potravinové kontaminanty, do kterych se dostava z potravinovych obalil a folii.
Byl nalezen v konzervovanych potravinach a to dokonce v tfikrat vétSim mnozstvi nez
bisfenol A (Jordakova et al., 2003). Bylo prokdzano, ze bosfenol F ma také podobné
estrogenni U¢inky na organismy. Dle Cabatona et al. (2006) je bisfenol F snadno prostupny
pfes placentarni bariéru biezich mysi do mySich zarodkl. Pfi cytotoxickych studiich na
hepatocytech HepG2 bylo zjiSténo, Ze bisfenol F ma v porovnani s jinymi bisfenoly stfedni

toxicky ucinek, a Ze bunikami je 1épe metabolizovan nez bisfenol A (Audebert et al., 2011).

3.8.4 Bisfenol S

Bisfenol S, 4,4 dihydroxydifenylsulfon, je analogem bisfenolu A, ktery jej postupné
nahrazuje pii vyrobé veSkerych plastovych vyrobka. Tzv. BPA free produkty tedy zarucuji
nepiitomnost bisfenolu A, obsahuji vSak jiny druh bisfenolu. Bisfenol S byl nalezen
v produktech bézné pouzivanych v domacnosti, jako jsou Sampony, laky, make-up a zubni
pasty. Bylo zjisténo jeho malé mnozstvi jako slozka papirovych produktl, jako jsou uctenky,
stvrzenky anebo letenky a také v potravinach, mléénych vyrobcich, mase, zeleniné Cci
ceredliich (Rochester a Bolden, 2015). Je dilezité zminit, ze Z4dné ndhrazky pivodniho
bisfenolu A nebyly testovany na vedlejsi ucinky pted tim, neZ byly vytaveny na trh.

O tom, zda-li je bisfenol S spravnou nahrazkou bisfenolu A, se vedou znacné spory,
zvlasté po vysledcich nékolika experimenti, zabyvajicich se touto problematikou. Viilas and
Watson (2013) ve své studii zjistili, ze bisfenol S ma stejny estrogenni potencial jako bisfenol
A a muze ovliviiovat endokrinni funkce v organismu a pfispivat tak k porucham plodnosti.
Dle Naderiho et al. (2014) bisfenol S negativné ovliviiuje reprodukéni funkce u ryb Dania
Magna, u kterych se pfi pfitomnosti této latky ve vodé navysil pocet samicich jedinct na ukor
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samcich, také byly pozorovany zmény v délce jejich téla, zmény v koncentracich estradiolu a
testosteronu, niz$i pocet spermii a tak celkové snizeni kvality plodnosti a reprodukce. Nékteré
studie se zabyvaly vlivem bisfenolu S na jina nez reproduk¢ni onemocnéni a to na zvyseny

vyskyt diabetu.

3.8.5 Vliv bisfenoli na jatra

Jatra hraji vyznamnou ulohu pii udrzovani homeostaze a jsou centrem metabolickych
déju v téle. Proto je pravdépodobné, ze bude pravé tento organ ovlivnén bisfenoly 1 v menSich
davkach. Potencialni toxicita bisfenold v jaterni tkani se stala tématem mnoha pokusi a
védeckych studii. Shangai et al. (2012) ve svych pokusech na mySich prokézali, Ze po
kazdodenni aplikaci bisfenolu A po dobu 30 dnii nartistd u mys$i hmotnost a velikost jater.
Byla zjisténa zvySend degenerace a nekroza v jaterni a tkani a také celkova jaterni
nekompaktnost. Huc et al. (2012) uvadi, ze bisfenoly, respektive bisfenol A, mizou v nizkych
koncentracich zpusobit snizeni mitochondialni aktivity jaternich hepatocytt a také ovlivnit
ukladani lipidit v hepatocytech HepG2 linie. Snizeni mitochondrialni aktivitiy po ucinku
bisfenolu A bylo potvrzeno i ve studii Khan et al. (2015). Dle tohoto pokusu bisphenol A
prispiva k oxida¢nimu stresu. Oxidativni poskozeni mitochondrii v hepatocytech souvisi s
jaternimi nemocemi, jako je chronicka hepatitida C nebo steatdza jater.

Bisfenolim je také pfisuzovan vliv na rozvoj dalSich jaternich obtizi. Dle
DeBenedictis et al. (2015) se bisfenoly podileji na vzniku jaternich nadorti ¢i metabolickych
poruch. Tyto latky zptisobuji zna¢né snizeni aktivity mitochondridlnich enzymii a to mize
vést ke zvySeni oxidativniho stresu. Byly zjiStény histologické zmény na hepatocytech po
pisobeni bisfenolu A, ty vykazovaly rozsahlou degeneraci, edém nebo krvaceni. Nakagawa a
Tayama (2000) tvrdi, Ze v pokusech ovéfujicich cytotoxické ucinky bisfenolu A a dalSich
bisfenolil na krysich hepatocytech, byly nejvétsi zmény zjistény po aplikaci diethylstilbestrolu
a bisfenolu A. Ty u bun¢k zpisobovaly az 54 % pokles viability. SniZzenou viabilitu potkanich
hepatocytli po ovlivnéni bisfenolem prokézala i studie Moon et al. (2012).

Urcity vliv na jaterni tkan maji bisfenoly jiZ v prenatalnim obdobi. Bylo zji§téno, Ze
prenatalni pasobeni bisfenolu A u jater mysi mize ovlivnit ukladani lipida v hepatocytech
behem dospélosti a u jedincl je zaznamenan zvySeny vyskyt steatozy jater (Jiang et al., 2014).
U fetalnich jater byla také sniZzena produkce albuminu, ktery se objevuje mezi prvnimi
proteiny a je povazovan za znak jaterniho zrani (DeBenedictis et al., 2015). Bisfenol A tedy

muze narusit biochemické pochody v jatrech béhem fetalniho vyvoje.
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3.8.6 DalSi negativni vlivy bisfenola

Negativni UcCinky bisfenolti jsou casto spojovany s reprodukénimi poruchami.
V pokusech na zvitatech bylo prokdzano mnoho uc€inkt na reprodukéni soustavu. Naptiklad u
samic¢iho potomstva mysi, vystavenych za bfezosti bisfenolu A, doSlo ke zménam na
pohlavnich organech, hlavné k jejich zvétSeni a zmohutnéni (Sugiura-Ogasawara et al., 2005).
Podobnych vysledkti bylo dosazeno i u jinych pokust na bfezich mysi. Rubin et al. (2001)
zjistil, ze se bisfenol A podili na zménach v estralnim cyklu mysi, které se narodily samicim
ovlivnénych za bfezosti touto latkou. Kromé poruch estralnich cykli byl zjistén také pokles
hladiny luteiniza¢niho hormonu v plazmé, coz mélo za nasledek snizeni poctu ovulovanych
oocytd (Rubin et al., 2001). Cabaton et al. (2006) ve své studii zjistil, ze po aplikaci bisfenolu
F bfezim krysdm, byly i1 po ¢tyfech dnech od podani zjistény residua bisfenolu F ve vSech
testovanych tkanich, jako déloha, placenta i plod. To, Ze jsou bisfenoly schopné ovlivnit
vyvoj plodu, bylo prokdzdno v mnoha studiich (Newbold et al., 2007). Dle Eladak et al.
(2015) maji bisfenoly nahrazujici bisfenol A podobny antiandrogenni u¢inek. V pokusech na
zvySovani celkového procenta neplodnosti. U samct zvySoval vyskyt agresivniho chovani a
projevu uzkosti.Bisfenoliim je pfisuzovano i mnoho jinych negativnich ucinkd. V posledni
dobé se poukazuje na moZznou souvislost vy$si hladiny bisfenolit se zvySovanim lidské
hmotnosti a vyskytem obezity. Rubin a Soto (2009) uvadi, ze potomci biezich mysi,
vystavenych za bfezosti bisfenolu A v pitné vodé, vykazovali vét§i nartst hmotnosti nez
kontrolni jedinci. VEétsi hmotnost byla zjiSténa 1 u potomk, kterym byl bisfenol A podévan
postnataln€. U skupiny zvifat, kterym byla podana niz$i davka bisfenolu, byla zjiSténa vetsi
hmotnost, nez u zvifat s niz§imi ddvkami. Svymi pokusy propaguje tvrzeni, Ze bisfenol A
zvySuje celkovy obsah lipidii v tkdnich a podporuje jejich ukladani do HepG2. Héliés-
Toussaint et al. (2014) se také zabyvaly problematikou bisfenolu S a vyskytu obezity. Pti
svych pokusech bisfenol S aplikoval na hepatocytech linie HepG2. Vysledky byly poté
porovnany s ucinky stejné koncentrace bisfenolu A. Bylo zji§téno, Ze ob¢ chemické latky maji
bisfenol S muze mit stejné Gcinky na vyskyt obezity u lidské populace jako bisfenol A a jeho
pouzivani nemusi vyftesit tento problém.

Pozitivni vztah mezi hladinou bisfenolu A v mo¢i a vyskytem diabetu byl zjistén i ve
studii Wanga et al. (2011). Zde bylo zjisténo, Ze skupiny lidi s nejvyssi hladinou bisfenolu A

v mo¢i, m¢li sklon a predispozice k obezité a vyskytu cukrovky. Alonso-Magdalena et al.
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(2006) zjistili, Ze u mysi, kterym byly podany nizké davky bisfenolu A, klesla hladina
glukézy, ktera souvisi s vyS$i hladinou inzulinu v plasmé. Po ctyfech dnech plisobeni
bisfenolu A byla u mysi zjisténa hyperinzulémie, to mize mit vliv na inzulinovou rezistenci a
vznik diabetu. Pfitomnost inzulinova rezistence varuje pfed budoucim vznikem diabetu
druhého typu a vyskeytem kardiovaskularnich chorob. Souvislost bisfenolu A

s metabolickymi poruchami a diabetem potvrdil i Silver et al. (2011) v mo¢i u lidi.
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4 Material a metodika

Experimentalni ¢ast diplomové prace probihala v laboratofich Biomedicinského
centra, Lékaiské fakulty UK v Plzni, za pomoci Ing. Lucie Vistejnové Ph.D. v terminu od
srpna 2016 do biezna 2017.

4.1 Kultivace prase¢ich mezenchymalnich kmenovych bunék

Prase¢i mezenchymalni kmenové bunky (dale jen pMSCs) byly kultivovany
v kultivaénim médiu na 75 cm? plastové lahvi (Techno Plastic Products) v CO, inkubatoru o
teploté¢ 37 °C. Kultiva¢ni médium obsahovalo alpha-MEM (Minimum Essential Medium,
Biosera), 10 % FBS (Fetal Bovine Serum, Biosera), 0.6 ug/ml penicilinu, 1 ug/ml

streptomycinu (Biosera) a 1 umol/l L-glutaminu (Biosera).

4.2 Kultivace linie hepatocytii HepG2

Hepatocyty linie HepG2 byly kultivovany stejné jako pMSCs v CO; inkubatoru o
teploté 37 °C. Byly kultivovany v HepG2 médiu na 25 cm? nebo 75 cm? plastové lahvi.
Médium pro HepG2 bylo slozeno z DMEM (Dubleccos Modified Eagle Medium, Gibco), 10
% FBS (Gibco), 1 pumol/l L-glutaminu (Biosera) a 0.6 pg/ml penicilinu a 1 pmol/l
streptomycinu (Biosera).

4.3 Pasazovani bunék

pMSCs i HepG2 byly nejprve vyndany z CO, inkubatoru do laminarniho boxu, poté
bylo odsato staré kultivaéni médium a buiky byly oplachnuty 10 ml fosfatového pufru (PBS).
Nasledné byl pfidan 1 ml trypsin/EDTA 1x (Biosera) a buiiky byly dany na 5 - 6 min do CO,
inkubétoru. Poté bylo pod mikroskopem zkontrolovano, zda se bunky odlepily ode dna, a
pokud ano, byly ptidany 4 ml kultivaéniho média. Nasledovala centrifugace bun¢k (210 g, 10
min) a vznikla peleta byla po odliti supernatantu resuspendovana v 1 ml kultiva¢niho média.
Bunky byly spocitany v Biirkerové komiirce a byla urena koncentrace bunééné suspenze

(pocet bunck/ml).
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4.4 Poclitani bunék

K bunécéné peleté (pMSCs, HepG2) byl ptidan 1 ml piislusného média a bunky byly
dikladné resuspedovany v médiu. Poté bylo odebrano 10 ul do 1.5 ml zkumavky a bylo
ptidano 190 ul trypanové modie (Sigma Aldrich), vSe bylo fadné promichano. Nasledné byla
sestrojena Biirkerova komutrka, do které se z kazdé strany pod sklicko aplikovalo 10 ul smési
bunék a trypanové modre.

Na kazdé stran¢ komurky v péti ¢tvercich bez spole¢né hrany a oddé€lenych trojitou
¢arou bylo pomoci mikroskopu Olympus CKX41 (objektiv 10x) spocitdno mnozstvi bunék.
Z téchto dohromady deseti hodnot byl udélan primér a ten byl vyndsoben 20x (koeficient
fedéni plvodni bunééné suspenze trypanovou modii). Ziskané ¢islo bylo vynésobeno

konstantou 10* a vysledek dal koncentraci bunécné suspenze (pocet bunék/ml).

4.5 Priprava roztoki bisfenolu S

Pro ovliviiovani bun¢k bisfenolem S (BPS) byly piipraveny rizné koncentrované
roztoky bisfenolu S (Sigma Aldrich). Pro pMSCs byl roztok pfipraven z BPS a média pMSCs
a pro HepG2 z BPS a média HepG2. BPS bylo testovano v koncentracich 1000, 500, 250,
100, 10, 1 uM. Zasobni roztok BPS v DMSO mél koncentraci 100 mM.

4.6 Nasazeni pMSCs na pokus a jejich ovlivnéni roztoky BPS

pMSCs byly kultivovany dle kapitoly 4.1, pasazovany dle 4.3 a spocitany dle 4.4. Pro
pokusy byly pouzity 96 jamkové panely (TPP). pMSCs byly nasazovany v hustoté 6 000
bunék na jamku v objemu kultiva¢niho média 150 ul dle schématu (Tabulka 1). Druhy den
byly pMSCs ovlivnény roztoky BPS, kdy bylo nejprve odsato star¢ pMSCs médium a
nasledné bylo piidano 150 ul roztoku BPS o dané koncentraci (4.5). Panely byly poté vraceny
zpét do CO; inkubatoru. Po 24, 48 a 72 hod byla méfena viabilita (4.9) pMSCs. V den

ovliviiovani bun¢k byla zmétena viabilita neovlivnénych pMSCs (= 0 hod).

4.7 Nasazeni HepG2 na pokus a jejich ovlivnéni roztoky BPS

HepG2 byly kultivovany dle kapitoly 4.2, pasazovany dle 4.3 a spocitany dle 4.4
HepG2 byly nasazovany v hustoté 20 000 bun¢k na jamku v objemu kultivacniho média 150
ul dle schématu (Tabulka 1). Druhy den byly HepG2 ovlivnény roztoky BPS, kdy bylo odsato
HepG2 médium a poté bylo ptidano 150 pl roztokt BPS o dané koncentraci. Panely byly poté
vraceny zpét do CO; inkubatoru. Po 24, 48 a 72 hod byla méfena viabilita (4.9) a proliferace
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(4.10) HepG2. V den ovliviiovani bun¢k byla zméfena viabilita a proliferace neovlivnénych
HepG2 (= 0 hod).

Tabulka 1: Schéma panelu nasazeni a ovlivnéni bunék pro metody viability a proliferace samotnych

pMSCs a samotnych HepG2.

1 | 2 ] 3 4 I 5 1T 6 J 7] 8 ] o ] 10 11 12
A] Kkontrola (buiiky v médiu) blank (pouze médium)
B DMSO 1000 uM
C BPS 1000 uM
D BPS 500 uM
E

F
G

H

BPS 250 uM

BPS 100 uM
BPS 10 uM
BPS 1 uM

4.8 Kokultivace pMSCs a HepG2 a jejich ovlivnéni BPS

HepG2 byly kultivovany dle kapitoly 4.2., pasazovany dle 4.3 a spocitany dle 4.4.
Buiiky byly nasazeny v hustoté¢ 20 000 bunék na jamku v objemu kultiva¢niho média 150 pl
dle schématu v Tabulka 2. Buniky byly vloZeny zpét do inkubatoru a kultivovany do druhého
dne. Druhy den byly ptipraveny tii vybrané roztoky BPS v HepG2 médiu 0 koncentraci 1000,
500 a 250 uM (4.5), které byly po odsati starého kultiva¢niho média ptidany k HepG2 ve 150
ul dle schématu (Tabulka 2). Panely byly poté piendany zpét do CO, inkubatoru a
kultivovany do dal$iho dne.

Tteti den byly pfipraveny buinky pMSCs. Ty byly kultivovany dle kapitoly 4.1,
pasazovany dle 4.3 a spocitany dle 4.4. Poté byly pfipraveny suspenze pMSCs V roztocich
BPS (koncentrace BPS 1000, 500 a 250 uM) a v HepG2 médiu. Nasledovalo odsati starého
média od jiz kultivovanych a ovliviiovanych HepG2 a bylo piidano 150 pl suspenze pMSCs
v roztocich BPS. Jako kontroly slouZily samotné HepG2 v roztocich BPS, samotné pMSCs
Vv roztocich BPS, samotné pMSC v HepG2 médiu, samotné HepG2 v HepG2 médium a smé&s
PMSCs a HepG2 v HepG2 médiu (Tabulka 2). Panely byly poté vraceny zpét do CO,
inkubatoru. Po 24, 48 a 72 hod byla méfena viabilita bun¢k (4.9) a koncentrace ATP
Vv bunkach (4.11).
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Tabulka 2: Schéma panelu nasazeni a ovlivnéni HepG2 kokultivovanych s pMSCs.

1 | 2 ] 3 4 | 5 | 6 7 | s | 9 10 | 11 ] 12
pMSCs pMSCs 1000 uM BPS HepG2 1000 uM BPS pMSCs + HepG2 1000 uM BPS
HepG2 pMSCs 500 uM BPS HepG2 500 uM BPS pMSCs + HepG2 500 uM BPS
pMSCs + HepG2 pMSCs 250 uM BPS HepG2 250 uM BPS pMSCs + HepG2 250 uM BPS
blank (pouze médium) blank (1000 uM BPS) blank (500 uM BPS) blank (250 uM BPS)

IT|@|nlm|ojo|m]>

4.9 Metoda méreni bunééné viability Alamar Blue

Viabilita bun¢k byla méfena pomoci metody Alamar Blue vyuzivajici kit AlamarBlue
Cell Viability Reagent (ThermoFisher Scientific). Bylo postupovano dle protokolu od
vyrobce. Ke 150 pl média v kazdké jamce bylo ptidano 15 pl AlamarBlue reagentu a buniky
byly inkubovany 2 hod v 37°C. Poté bylo z kazdé jamky ptepipetovovano 150 ul do ¢erného
96 jamkového panelu a byla zméfena intenzita fluorescence pii excitaci 530nm a emisi
590nm pomoci destickového readeru Synergy HT (Biotek). Bunécna viabilita byla méfena

pro kazdy typ bunék a pro kokultivované buiiky v 6 opakovanich.

4.10 Metoda méieni bunééné proliferace pomoci barviva Hoechst

Proliferace bun¢k byla métfena soucasné s méfenim bunécné viability, tedy ve stejnych
jamkach. Po 1.5 hod inkubace bunék s AlamarBlue reagentem bylo do kazdé jamky ptidano 3
ul Hoechst 33342 (ThermoFisher Scientific) o findlni koncentraci 1 pg/ml a byla dokoncena 2
hod inkubace. Hoechst 33342 je interkala¢ni ¢inidlo volné prostupujici membranou zivych
bunék a po vazbé na dvousroubovicovou molekulu DNA vydava fluorescenéni signal. Po
zméfeni viability bun€k bylo z kazdé jamky odebrano médium a jamky byly oplachnuty PBS.
Poté bylo do jamek ptidano 220 pl 1 % tritonu/EDTA a bunky byly lyzovany tiepanim pii
37°C po dobu 30 min. Poté byl panel zamrazen na -80°C. Po zamrazZeni vSech ¢asovych bodu
byly panely rozmrazeny a 200 ul zkazdé jamky bylo piepipetovano do cernych 96
jamkovych panelil a byla zméfena intenzita fluorescence pti excitaci 350nm a emisi 461nm na

destickovém readeru Synergy H1 (Biotek). Proliferace bun¢k byla métena v 6 opakovanich.
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4.11 Metoda méreni koncentrace ATP v butikach

Koncentrace ATP v buiikkach byla méfena pomoci kitu ATP Determination Kit
(ThermoFisher Scietific). Nejprve byly buriky oplachnuty PBS a bylo ptidano 220 pl 1%
triton X/EDTA. Nasledovala inkubace 30 min pii 37°C a tfepani. Takto lyzované bunky byly
zamrazeny na -80°C. Po nasbirani vSech ¢asovych bodt byla v bunéénych lyzatech zmétena
koncentrace ATP. Bylo postupovano dle protokolu od vyrobce. Nejprve byl pfipraven reakéni
roztok obsahujici D-luciferin, luciferazu, dithiothreitol (DDT) a reak¢ni pufr (Tabulka 3).

Tabulka 3: SloZeni reakéniho roztoku pro méreni koncentrace ATP.

Komponenty H20 20Xreakéni | o 0 ppr | 1OMMD- i
pufr luciferin
Objem (ml) 8,9 0,5 01 0,5 25

V dalsim kroku byla fedénim ATP standardu pomoci v 1% tritonu/EDTA pfipravena
kalibra¢ni kiivka slozena z koncentracnich boda — 2000, 1000, 750, 500, 250, 100, 10 a 0 uM.
Poté bylo do 96 jamkového bilého panelu napipetovano 90 ul reak¢éniho standardu a 10 pl
z kalibra¢nich standardi nebo z analyzovanych vzorkt. Nasledovala inkubace 15 minut ve
tmé pii pokojové teploté¢ a vznikly luminiscenéni signal byl méfen pomoci destickového
readeru Synergy H1 (Biotek) v nastaveném luminiscenénim modu. Méfeni bylo provedeno v

6 opakovanich.

4.12 Morfologické hodnoceni pMSCs a HepG2

K morfologickému zhodnoceni bun¢k po ovlivnéni BPS byly pouzity 24 jamkové
panely (TPP). Bunky byly pasdzovany a spocitany dle kapitol 4.3 a 4.4. Nasledné byly
ovlivnény roztoky BPS (4.6 a 4.7). Hustota HepG2 na jamku byla 110 000 a pMSCs 12 000
bunék na jamku. VSechny panely s buitkami byly umistény do CO; inkubatoru. Po uplynuti
pozadovaného Casu (24h, 48h, 72h a 120h) byly jednotlivé panely pfeneseny pod mikroskop
s fotoaparatem (Olympus CKX41, software QuickPhoto), kde byly vytvofeny jednotlivé

snimky z kazdé jamky panelu se zvétSenim 20x.

4.13 Statistické hodnoceni

Nameétené hodnoty ze vSech pokusii byly pfevedeny do programu Statistica (StatSoft,

verze 9). Pro porovnavani dvou zavislych skupin dat — kontroly a ovlivnénych vzorkd, byl
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pouzit neparametricky Wilcoxontiv test. Hladina vyznamnosti pro statistické Setfeni byla

p<0.05.
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5 Vysledky

5.1 Bunécna viabilita pMSCs ovlivnénych BPS

Buné¢na viabilita pMSCs byla méfena metodou Alamar Blue. Z Graf 1 vyplyva, Ze
BPS m¢l na viabilitu pMSCs negativni vliv v nejvys$si koncentraci 1000 uM. Tato
koncentrace byla pro buiky toxickd ve vSech méfenych Casech a builkky vykazovaly nizsi
Zivotnost ve srovnani s neovlivnéou kontrolou. Koncentrace BPS 500 uM a nizs§i nemély na
viabilitu pMSCs negativni vliv. Hodnota fluorescence v téchto koncentracich byla obdobna
jako u kontrolniho vzorku bez ovlivnéni, v ¢ase 72 hod od ovlivnéni byla naopak pozorovava
zvySena mira bunééné viability. Samotné DMSO, ve kterém je BPS rozpustény, a které
odpovidalo koncentraci ve vzorku BPS o koncentraci 1000 uM, mélo na buiiky negativni vliv
jen v casech 48 a 72 hod po ovlivnéni. BPS tedy pusobi na pMSCs negativné jen v
koncentraci 1000 pM, pfinizsich koncentracich BPS buriky rostou Srovnatelnym tempem

jako v neovlivnéné kontrole.

3500 m0h ®=24h =48h ®72h
3000 | *
2500 |
2000 |

1500 |

Intenzia fluorescence

1000 f

500

0

ctrl DMSO 1000 uM 500 uM 250 uM 100 uM 10 uM 1uM

Graf 1: Viabilita pMSCs ovlivnénych bisfenolem S. Na 0se X jsou vyznaceny jednotlivé koncentrace bisfenolu
S (uM) a na ose y intenzita fluorescence. Statisticky vyznamné rozdily (p<0.05) mezi neovlivnénou kontrolou

(ctrl) a ovlivnénymi butikami v daném ¢asovém bod¢ jsou oznaceny (*).

Pro vyjadreni procentualniho rozdilu mezi ovlivnénymi a neovlivnénymi bunikami (%)
byly naméfené hodnoty fluorescence pro dany casovy bod vydéleny hodnotou fluorescence
neovlivnénych bunék ve stejném ¢asovém bod¢. Kontrola je zde tedy vyjadiena jako 100 % a
hodnoty ovlivnénych bunék ukazuji % naristu ¢i poklesu vici kontrole v daném ¢asovém
bod¢ (Graf 2). I tento graf znazoriiuje nejvyssi toxicitu BPS pro pMSCs v koncentraci 1000
uM, kde se hodnoty po 72 hod pisobeni propadly az ke 20 % oproti kontrole. Viabilita
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pMSCs pfi ovlivnéni o nizSich koncentracich BPS se pohybovala v rozmezi okolo hodnot

kontroly.
160 ¢
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Graf 2: Viabilita pMSCs ovlivnénych bisfenolem S vztazena ke kontrole v daném ¢ase. Osa x znazorfiuje
jednotlivé koncentrace bisfenolu S (uM), osa y znazoriiuje % kontroly v Case. Statisticky vyznamné rozdily

(p<0.05) mezi neovlivnénou kontrolou a ovlivnénymi butikami v daném ¢asovém bod¢ jsou oznaceny (*).
5.2 Bunécna viabilita HepG2 ovlivnénych BPS

Buné¢na viabilita hepatocyti HepG2 byl méfena pomoci metody Alamar Blue. | u
HepG2 byl pozorovan negativni vliv BPS na jejich viabilitu u koncentrace BPS 1000 pM a
v ¢asech 48 a 72 hod po ovlivnéni i u 500 uM (Graf 3). BPS 0 ostatni niz$ich koncentracich
nem¢él na viabilitu HepG2 negativni Vvliv, i kdyz jejich ristova tendence nebyla tak vyrazna
jako u pMSCs.

Pro vyjadreni procentudlniho rozdilu mezi ovlivnénymi a neovlivnénymi butikami (%)
byly naméfené hodnoty fluorescence pro dany ¢asovy bod vydéleny hodnotou fluorescence
neovlivnénych bunék ve stejném casovém bodé. Kontrola je zde tedy vyjadiena jako 100 % a
hodnoty ovlivnénych buné€k ukazuji % nartstu ¢i poklesu vici kontrole v daném casovém
bodé (Graf 4). Viabilita HepG2 po ovlivnéni BPS o koncentraci 1000 uM poklesla za 48 hod
na 50 % a za 72 hod na 30 %. Koncentrace BPS 500 uM pak zpisobila pokles viability na
80% po 48 hod a na 60 % po 72 hod. Viabilita HepG2 v ostatnich koncentracich BPS se
pohybovala okolo kontrolniho méfeni, pfipadné byl pozorovan mirny narist. Samotné
DMSO, ve kterém je BPS rozpustény, a které odpovidalo koncentraci ve vzorku BPS o

koncentraci 1000 uM, nemélo na viabilitu HepG2 Zadny vliv.
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Graf 3: Viabilita HepG2 ovlivnénych bisfenolem S. Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé koncentrace bisfenolu
S (uM) a na ose y intenzita fluorescence. Statisticky vyznamné rozdily (p<0.05) mezi neovlivnénou kontrolou

(ctrl) a ovlivnénymi buitkami v daném ¢asovém bod¢ jsou oznaceny (*).
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Graf 4: Viabilita HepG2 ovlivnénych bisfenolem S vztazena ke kontrole. Osa x znazoriiuje jednotlivé
koncentrace bisfenolu S (uM), osa y znazoriuje % kontroly v ¢ase. Statisticky vyznamné rozdily (p<0.05) mezi

neovlivnénou kontrolou a ovlivnénymi burikami v daném ¢asovém bod¢ jsou oznaceny (*).
5.3 Bunécna proliferace HepG2 ovlivnénych BPS

M¢teni bunécné proliferace u HepG2 bylo provedeno metodou méfeni
fluorescencniho  signdlu  z interkalaéniho ¢inidla Hoechst 33342 navdzaného na
dvousroubovici DNA. Vysoké koncentrace BPS 1000 a 500 pM mély negativni vliv na
proliferaci bun¢k ve vSech métenych Casech. Dle Graf 5 lze usoudit, Ze negativni byla pro
HepG2 i koncentrace BPS 250 uM. BPS o koncentracich 100 — 1 uM nemél na proliferaci
HepG2 toxicky vliv. Zajimavé je, ze BPS zptsobil pokles proliferace HepG2 po 24 hod po
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pusobeni vSech koncentracich a u koncentraci 100 — 1 uM doslo po 48 a 72 hod k obnoveni

proliferacni kapacity bunck.
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Graf 5: Bunééna proliferace HepG2 ovlivnénych bisfenolem S. Na ose x jsou vyznaleny jednotlivé
koncentrace bisfenolu S (uM) a na ose y intenzita fluorescence. Statisticky vyznamné rozdily (p<0.05) mezi

neovlivnénou kontrolou (ctrl) a ovlivnénymi buitkami v daném ¢asovém bod¢ jsou oznaceny (*).

Pro vyjadreni procentudlniho rozdilu mezi ovlivnénymi a neovlivnénymi bunikami (%)
byly naméfené hodnoty fluorescence pro dany ¢asovy bod vydéleny hodnotou fluorescence
neovlivnénych bunék ve stejném casovém bod¢é. Kontrola je zde tedy vyjadiena jako 100 % a
hodnoty ovlivnénych bunék ukazuji % narastu ¢i poklesu vici kontrole v daném casovém
bodé&. Dle Graf 6 lze potvrdit, Ze koncentrace BPS 1000, 500 a 250 uM pisobi na proliferaci
HepG2 nejvice negativng. Zaroven je ukazan zadny efekt DMSO, pokles proliferace po 24
hod u vSech koncentraci BPS po 24 hod inkubace a naopak narust proliferace po 48 a 72 hod
inkubace u BPS o koncentracich 100 — 1 uM.
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Graf 6: Buné¢na proliferace HepG2 ovlivnénych bisfenolem S a vztaZzena k neovlivnéné kontrole v danych
casech. Osa x zndzoriiuje jednotlivé koncentrace bisfenolu S (uM), osa y znazoriiuje % kontroly v case.
Statisticky vyznamné rozdily (p<0.05) mezi neovlivnénou kontrolou a ovlivnénymi bufikami v daném casovém

bodé¢ jsou oznaceny (*).

5.4 Produkce ATP u HepG2 ovlivnénych BPS

Tato metoda sledovala bunéény metabolismus HepG2 po ovlivnéni BPS pomoci
kvantifikace adenosin tri-fosfatu (ATP), zakladniho zdroje energie pro buiiku. Graf 7 ukazuje
snizenou produkci ATP pii koncentracich BPS 1000 uM a 500 puM. Pfi koncentraci BPS 250
uM doslo k poklesu produkce ATP jen po 24 hod a pii ostatnich nizsich koncentracich BPS
byla produkce ATP srovnatelna s neovlivnénou kontrolou ¢i mirné vyssi.

Pro vyjadreni procentuélniho rozdilu mezi ovlivnénymi a neovlivnénymi bunikami (%)
byly namétené hodnoty luminiscence pro dany ¢asovy bod vydéleny hodnotou luminiscence
neovlivnénych bunék ve stejném casovém bod¢é. Kontrola je zde tedy vyjadiena jako 100 % a
hodnoty ovlivnénych bunék ukazuji % narastu ¢i poklesu vici kontrole v daném casovém
bodé¢. Graf 8 potvrzuje pozorovani z predchoziho Graf 7, kdy nejvyraznéjsi pokles produkce

A4

ATP ve srovnani s neovinénou kontrolou byl zptsoben nejvyssi koncentraci BPS.
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Graf 7: Produkce ATP u HepG2 ovlivnénych bisfenolem S. Na 0se X jsou vyznaceny jednotlivé koncentrace
bisfenolu S (uM) a na ose y intenzita luminiscence. Statisticky vyznamné rozdily (p<0.05) mezi neovlivnénou

kontrolou (ctrl) a ovlivnénymi buitkami v daném ¢asovém bod¢ jsou oznaceny (*).

300 w24h  w48h  =72h

250

200

150

100

% kontroly v ¢ase

50

ctrl DMSO 1000uM 500 uM 250uM 100uM 10uM 1uM

Graf 8: Produkce ATP u HepG2 ovlivnénych bisfenolem S a vztazena k neovlivnéné kontrole v danych
¢asech. Osa x znazoriiuje jednotlivé koncentrace bisfenolu S (uM), osa y znazoriiuje % kontroly v Case.
Statisticky vyznamné rozdily (p<0.05) mezi neovlivnénou kontrolou a ovlivnénymi bunkami v daném ¢asovém

bodé¢ jsou oznaceny (*).
5.5 Bunécna viabilita HepG2 ovlivnénych BPS a kokultivovanych s pMSCs

Viabilita bun¢k byla méfena metodou Alamar Blue. Graf 9 ukazuje, ze se viabilita
kokultury pMSC+HepG2 nelisila od viability samotnych HepG2. Samostatné kultivované
BPS ovlivnéné HepG2 pak vykazovaly koncentraéné zavislé snizeni viability, a naopak,

samostatné kultivované pMSCs byly BPS ovlivnény minimalné. HepG2 ovlivnéné BPS a
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kokultivované s pMSCs také vykazovaly pokles viability vii¢i neovlivnéné kontrole, ale tento

pokles byl mirng&jsi, nez byl pokles viability u samotnych a BPS ovlivnénych HepG2 (Graf

10).
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Graf 9: Viabilita HepG2 ovlivnénych bisfenolem S a kokultivovanych s pMSCs. Osa x znazorfiuje typy

bunék a koncentrace bisfenolu S (250, 500, 1000 puM), osa y znazorfiuje intenzitu fluorescence. Statisticky

vyznamné rozdily (p<0.05) mezi neovlivnénou kontrolou (pMSC, HepG2, pMSC+HepG2) a ovlivnénymi

bunkami v daném ¢asovém bod¢€ jsou oznaceny (*).
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Graf 10: Viabilita HepG2 ovlivnénych bisfenolem S a kokultivovanych s pMSC vztaZena k neovlivnéné

kontrole v danych ¢asech. Osa x znazoriuje typy bunék a koncentrace bisfenolu S (250, 500, 1000 uM), osa y

znazortiuje % neovlivnéné kontroly (pMSC, HepG2, pMSC+HepG2) v Case. Statisticky vyznamné rozdily

(p<0.05) mezi neovlivnénou kontrolou a ovlivnénymi bunikami v daném ¢asovém bodé¢ jsou oznaceny (*).
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5.6 Produkce ATP u HepG2 ovlivnénych BPS a kokultivovanych s pMSCs

Tato metoda sledovala bunéény metabolismus HepG2 po ovlivnéni BPS a v kokultuie
s pMSCs pomoci kvantifikace adenosin tri-fosfatu (ATP), zakladniho zdroje energie pro
bunku. Dle Graf 11 samostatn¢ kultivované HepG2 a HepG2 v kokultuie s pMSCs
produkovaly pfiblizn€ stejnd mnozstvi ATP, pMSCs i HepG2 kultivované samostatné a
ovlivnéné BPS o koncentraci 1000 uM naopak produkovaly nejméné ATP ve srovnani
sneovlivénou kontrolou. Graf 12 pak ukazuje, ze pokles produkce ATP u HepG2
ovlivnénych BPS a kokultivovanych s pMSCs byl mirnéjsi nez pokles produkce ATP u
HepG2 v samokultute.
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Graf 11: Produkce ATP u HepG2 ovlivnénych bisfenolem S a kokultivovanych s pMSCs. Osa x zndzoriiuje
typy bunék a koncentrace bisfenolem S (250, 500, 1000 uM), osa y znazorfiuje intenzitu luminiscence.
Statisticky vyznamné rozdily (p<0.05) mezi neovlivnénou kontrolou (pMSC, HepG2, pMSC+HepG2) a

ovlivnénymi buiikami v daném ¢asovém bod¢ jsou oznaceny (*).
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Graf 12: Produkce ATP u HepG2 ovlivnénych bisfenolem S a kokultivovanych s pMSC vztaZena
k neovlivnéné kontrole v danych ¢asech. Osa x znazorfiuje typy bunék a koncentrace bisfenolu S (250, 500,
1000 puM), osa y znazorhuje % neovlivnéné kontroly (pMSC, HepG2, pMSC+HepG2) v ¢ase. Statisticky
vyznamné rozdily (p<0.05) mezi neovlivnénou kontrolou a ovlivnénymi bunkami v daném ¢asovém bodé jsou

oznaceny (*).

5.7 Morfologicka pozorovani bunék ovlivnénych BPS

Zmény v morfologii ovlivnénych pMSCs, HepG2 a kokultury pMSCs a HepG2 jsou
znazornény na Obrazek 5 (BPS 1000 uM), Obrazek 6 (BPS 500 uM) a na Obrazek 7 (BPS
250 uM). Na Obrazek 5 Ize vidét zménu v morfologii HepG2 po 24, 48, 72 i 120 hodinovém
pusobeni BPS 1000 uM. Vétsina bunék po pisobeni BPS ztratila sviij plivodni tvar a bunky
byly viditelné jako samostatné kulovité ttvary, které¢ znacily jejich odumfeni. Tato zména
tvaru se vyskytuje i ve smési HepG2 s pMSCs. Naopak u samotnych pMSCs nebyla viditelna
vyrazna morfologickd zména.

Obrazek 6 a 7 ukazuji, Ze niz8i koncentrace BPS neptisobily natolik vyraznou zménu
morfologie HepG2 jako koncentrace nejvyssi. I po 120 hodinach 1ze u HepG2 v samostatné

kultute, tak v kokultufe s pMSCs pozorovat jejich typicky hranaty tvar.

37



24h 48h 72h 120h

O
0
=
o

HepG2

pMSC-HepG2

1000 uM
Obriazek 5: Morfologie pMSCs, HepG2 a jejich kokultury v prostitedi 1000 pM bisfenolu S. Zvétseni 100x.
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Obrazek 6: Morfologie pMSCs, HepG2 a jejich kokultury v prostiedi 500 pM bisfenolu S. Zvétseni 100x.
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Obriazek 7: Morfologie pMSCs, HepG2 a jejich kokultury v prostiedi 250 pM bisfenolu S. Zvétseni 100x.

39



6 Diskuse

V dnesni dobé je pouzivani bisfenolu S (BPS) jakozto nahrady bisfenolu A (BPA)
znacn¢ rozsifeno. Rochester a Bolden (2015) uvadi, ze se BPS vyskytuje Vv bézné
pouzivanych produktech jako jsou papiry, zubni pasty ¢i Sampony. Mnoho studii se zabyvalo
vlivem BPA na biochemické déje v organimech. Je vsak otazkou, zda také zminény BPS,
ktery je svou chemickou strukturou velmi podobny BPA, nemd stejné negativni vliv na
zdravi.

Jednou z nezodpovézenych otazek v problematice pouzivani bisfenoll, zejména u
BPS, je jeho odbouravani v organismu a jeho piipadny negativni vliv nejen reprodukéni
schopnosti organismi, ale také na dalsi zivotn¢ dualezité organy vcetn¢ jater.

V této praci byl studovan vliv BPS na jaterni buiiky, konkrétné linii lidskych
hepatocyti HepG2. U HepG2 ovlivnénych riznymi koncentracemi BPS (1-1000 uM) byla
sledovana viabilita, proliferace, produkce ATP a bunécna morfologie. Ukazalo se, ze BPS
snizoval jak viabilitu, tak proliferaci HepG2 pfi koncentracich 1000 a 500 uM. Pfi nizSich
koncentracich BPS byly viabilita i proliferace HepG2 srovnatelné s viabilitou a koncentraci
neovlivnénych HepG2. K obdobnému zavéru dospéla i studie Fice et al. (2013) v pokusech
s riznymi druhy bisfenolt ovliviiuyjicimi HepG2, kde bylo zjisténo, Ze nizké koncentrace
BPA, BPS a dalSich bisfenold nemaji velky vliv na jejich viabilitu, zatimco koncentrace 1000
uM zpusobila pokles az 70 %. Hélies-Toussaint et al. (2014) pozoroval az 77%ni pokles
viability u HepG2 stresovanych BPS a 60%ni pokles viability u adipocytt. Dle této prace ma
BPS u HepG2 vyrazny vliv 1 na proliferaci a metabolismus ATP. Bunéca proliferace hlavné v
nejvyssich koncentracich BPS (1000 uM) dosahovala nizsich hodnot nez kontrola, stejné jako
produkce ATP. Dle Khana et al. (2015) bisfenoly podnécuji nartst oxidacniho stresu v
mitochodnriich hepatocytd a tim znac¢né snizuji jejich metabolickou aktivitu. V naSich
pokusech bylo zjisténo, Ze na metabolickou produkci ATP mély nejvice negativni vliv vysoké
koncentrace BPS (500 a 1000 uM). Je nutno zminit, ze tento pokles produkce ATP u HepG2
muze byt disledkem snizené bunécné proliferace, nebot se po plisobeni BPS snizil pocet
zivotaschopnych bunék. Tuto souvislost mezi snizenim proliferace a snizenim produkce ATP
zminuje ve své praci i Huc et al. (2011). V nasi studii byly zjiStény podobné u¢inky BPS na
viabilitu, proliferaci a produkci ATP u HepG2 jako v jinych studiich pouzivajicih pfi svych
pokusech BPA. Tyto pozantky podporuji tvrzeni, ze BPS neni vhodnym kandidatem na
nahradu BPA v pramyslovych produktech.
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Tato prace méla déale za Ukol pozorovat reparani potencidl mezenchymalnich
kmenovych bunék (pMSCs) v kultuie HepG2 stresovanych BPS. Nejprve byl zkontrolovan
efekt BPS na samotné pMSCs a bylo zjisténo, Ze tyto buiiky jsou o néco odolnéjsi vici BPS,
nebot’ pouze nejvyssi koncentrace BPS (1000 uM) zptisobila pokles jejich viability. Tyto
vysledky poukazuji na vys$si schopnost pMSCs udrzet svoji viabilitu nez toho jsou schopni
HepG2 i ptes jejich vyssi nasazovaci hustotu. Je mozné, ze BPS ma odlisny vliv na tyto dva
typy bunék stejné jako bylo pozorovano ve studii Hélies-Toussainta et al. (2014).

Finalni Casti prace bylo popsat vliv pMSCs na HepG2 negativné stresovanych BPS.
Jako negativné stresované HepG2 byly vybrany podminky kultivace HepG2 v koncentracich
BPS 1000, 500 a 250 uM, kdy bylo ukédzano, zZe tyto koncentrace snizuji viabilitu a proliferaci
HepG2 a snizuji produkci ATP u HepG2. Po nasledném pfidani pMSCs do kultury
stresovanych HepG2 byl pozorovani mirn&jsi pokles viability HepG2 a produkce ATP témito
bunikami v porovnani s poklesem téchto charakteristik u samotnych HepG2. Zmirnujici efekt
pMSCs muze byt zpisoben tzv. parakrinnim pasobenim pMSCs, kdy tyto buiiky mohou
vylucovat do prostfedi regulacni molekuly podporujici zachovéani hepatocytarnich funkci
jako. Mezi tyto molekuly mohou spadat HGF, TGF-B ¢i prostaglandin E2 (Deans a Moseley,
2000).

Pfi realizaci této experimentalni prace vyslo najevo metodické omezeni, ktera je nutno
zminit v souvislosti s interpretaci vysledkt. V kokultiva¢nich experimentech HepG2 s pMSCs
ovlivnénych BPS byl pozorovan narGst hodnot viability a produkce ATP v porovnani
s kulturou samotnych HepG2 ovlivnénych BPS. Tento nartist by mohl byt zptisoben tim, Ze je
v kokulture vice bunék neZ v samotné kultufe. Pokud jsou v§ak zmény ve viabilité a produkci
ATP vyjadreny jako procenta z neovliovnéné kokultury HepG2 a pMSCs a samotné kultury
HepG2, je tento rozdil stdle zachovan a lze tedy usuzovat, Ze pMSCs zlepSovaly kondici
HepG2 stresovanych BPS v pfipad¢ sledované viability a produkce ATP. V budoucich
experimentech by se tento problém dal obejit zatazenim tzv. kultivatni membrany, kdy by
pMSCs byly fyzicky odd€leny od HepG2 naptiklad nylovonou membréanou a bylo by sdileno

pouze kultivaéni prostiedi.
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[ Zavér

Cilem prace bylo ovétit hypotézy, Ze bisfenol S pilisobi negativné na viabilitu,
proliferaci produkci ATP u hepatocyti, a Ze mezenchymalni kmenové buitky mohou hrat roli
pii obnové funkce hepatocytii poskozenych bisfenolem S.

Bisfenol S je pouzivan jako nahrada bisfenolu A v prumyslovych vyrobcich jako jsou
papiry a plasty. Bisfenol A prokazateln¢ plsobi jako endokrinni disruptor u savct a jako
polutant zivotniho prostiedi, a je proto Zadouci hledat jeho nédhradu. Otazkou je, zda bisfenol
S je vhodna volba, nebot’ souc¢asné studie ukazuji, Ze bisfenol S je minimalné stejné Skodlivy
v reprodukci savct jako bisfenol A.

V této praci byl studovan vliv bisfenolu Sna vybrané funkéni charakteristiky
hepatocyta — viabilitu, proliferaci a produkci ATP. Bisfenol S se projevil jako Skodlivy
Vv téchto charakteristikdch v koncentracich 1000 a 500 uM. Mezenchymalni kmenové buniky
dokézaly tyto negativni ucinky bisfenolu S zmirnit, av§ak ne zcela potlacit. Cile prace byly

timto splnény.
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9 Pouzité zkratky

oa-MEM ... a-Minimal Essential Medium

ATP ... adenosin — 3 — fostat

BPA ... bisfenol A

BPS ... bisfenol S

DMEM ... Dulbeco’s Minimal Essential Medium
DMSO ... dimethylsulfoxid

EDTA ... kyselina ethylendiamintetraoctova
FBS ... fetdlni bovinni sérum

HepG2 ... linie lidskych hepatocytl

HGF ... hepatocytarni ristovy faktor

PBS ... fosfatovy pufr

PGE?2 ... prostaglandin E2

pMSCs ... prasef¢i mezenchymalni kmenové buniky
TGF-B ... transformujici ristovy faktor

TPP ... Techno Plastic Products
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