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Souhrn:

Oxidacni stres je stav, kdy v téle pfevazuji reaktivni kyslikové radikaly (ROS) nad
schopnosti organismu je neutralizovat pomoci antioxidant. Tento stav mlze byt spojen s
riznymi nemocemi a patologickymi procesy. Zmény zivotniho stylu a stravovacich navykt
mohou byt kli¢ovymi faktory pfi prevenci oxida¢niho stresu a ochrané zdravi.

V této bakalaiské praci jsme se veénovali testovani antioxidacni schopnosti bai-
caleinu, hlavniho flavonoidu v rostliné€ Scutellaria Baicalensis, na modelu lidskych osteosa-
rkomovych bunék MG-63, u kterych jsme simulovali oxidacni stres pomoci peroxidu vo-
diku.

Zjistili jsme, ze ¢im je vétsi koncentrace peroxidu, tim je vyssi poskozeni bun¢k, a
ze pouziti baicaleinu snizuje poskozeni bun¢k pfii koncentraci peroxidu 10 mM a 1 mM.
Koncentrace peroxidu 0,1 mM jiz buiiky tolik neposkozuje, ale projevuje se cytotoxicita
baicaleinu. U samotného baicaleinu se oproti kontrole (pouze samotné buiiky v kultivaénim
médiu) projevuje také urcita cytotoxicita.

Dale jsme pii mikroskopickém zhodnoceni vzhledu bunék zjistili, Ze nejposkozené;si
buiiky jsou ty, které byly oSetfeny peroxidem vodiku o koncentraci 10 mM bez ptidavku 1
s ptidavkem baicaleinu, a dale bunky osetfené peroxidem vodiku o koncentraci 1 mM bez

ptidavku baicaleinu.



Abstract
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Summary:

Oxidative stress is a condition in which reactive oxygen species (ROS) in the body
outnumber the organism's ability to neutralize them with antioxidants. This condition may
be associated with various diseases and pathological processes. Lifestyle and dietary changes
can be key factors in preventing oxidative stress and protecting health.

In this bachelor thesis, we focused on testing the antioxidant capacity of baicalein,
the main flavonoid in the Scutellaria Baicalensis plant, on the model of human osteosarcoma
cells MG-63, where we simulated oxidative stress using hydrogen peroxide.

We found that the higher the concentration of peroxide, the greater the cell damage,
and that the use of baicalein reduces cell damage at concentrations of 10 mM and 1 mM
peroxide. A peroxide concentration of 0.1 mM already damages cells less, but baicalein's
cytotoxicity is evident. Baicalein itself also exhibits some cytotoxicity compared to the con-
trol (only the cells themselves in the culture medium).

Furthermore, upon microscopic evaluation of cell appearance, we found that the most
damaged cells are those treated with 10 mM hydrogen peroxide without the addition of bai-
calein, as well as cells treated with 1 mM hydrogen peroxide without the addition of bai-

calein.



Pifedmluva

Pro téma této bakalarské prace jsem se rozhodla na zakladé mého velkého z&djmu o
biochemii. Spolecné se svym vedoucim prace jsem zvolila téma, které je pro mé velmi
zajimavé, a to ,Laktitdehydrogenaza jako marker integrity bunééné membrany*. Tato
bakalarska prace je rozdélena na teoretickou a praktickou ¢ast. Hlavnim cilem této prace
bylo otestovat antioxidacni schopnosti baicaleinu na modelu lidskych osteosarkomovych bu-
nék MG-63, u kterych jsme simulovali oxida¢ni stres. Nase vysledky by mohly byt uzite¢né

pro dalsi vyzkum biologickych aktivit baicaleinu.
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UVoD

Tato bakalafska prace je zamé¢tfena na téma ,,Laktatdehydrogenéaza jako marker inte-
grity bunééné membrany“. LDH se nachézi prakticky v kazdé buiice lidského téla. LDH je
cytoplazmaticky enzym, ktery katalyzuje posledni krok anaerobni glykolyzy a poméha udr-
zovat rovnovahu mezi energetickymi potfebami a dodavkou energie v butkach. Umoziiuje
tak bunikdm prezit a udrzovat produkci energie v podminkéch, kdy neni k dispozici dostatek
kysliku pro aerobni oxidaci pyruvatu. Pfi bunééné smrti dochazi k uvolnéni LDH z bunék,
jak pfi apoptoze, tak pfi nekréze. Laboratorni stanovovani LDH v séru proto slouzi jako
obecny indikator poskozeni bunék.

Cytotoxicita méfend pomoci enzymu LDH je ¢asto pouzivanou metodou pro urc¢eni
urovné bunécného poskozeni a bunécné smrti v experimentech in vitro. Tohoto méteni jsme
vyuzili pfi plnéni hlavniho cile této bakalaiské prace, kterym bylo otestovat antioxida¢ni
schopnosti baicaleinu na modelu lidskych osteosarkomovych bunék MG-63, u kterych jsme

simulovali oxida¢ni stres pomoci riznych koncentraci peroxidu vodiku.
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TEORETICKA CAST

Na zacatku teoretické Casti je popsana fyziologie buiikky se zaméfenim na cyto-
plazmatickou membranu. Nésleduje ¢ast o patofyziologii buiiky a bunééné smrti. V dalsi
Casti prace je popsana uloha laktatdehydrogenazy pfi glykolyze, co je to oxidacéni stres a jaké
nemoci zpusobuje. Zavérecna kapitola teoretické ¢asti je vénovana antioxidaénim schopnos-

tem flavonoidu a baicaleinu.

1 FYZIOLOGIE BUNKY

Bunécéna teorie se v 19. stoleti (T. Schwann, J. E. Purkyné) stala dtlezitou predstavou
pro chapani zivota na zemi. Buné¢na teorie vychdzi z predstavy, Ze veskery Zivot je zaloZzen
na existenci bun¢k a na jejich funkcich. Bunku Ize definovat jako nejmensi jednotku Zivého
organismu schopnou samostatné existence. V dnesni dobé muzeme diskutovat o nebunéc-
nych formach Zivota, ale n€kterd ¢ast jejich zivotniho cyklu (napf. u virti) je nakonec po-
kazdé¢ vztazena k bunkam. Buiika, jakozto zakladni strukturdlni a funk¢ni jednotka, dokéaze
pfijimat potfebné Ziviny z okolniho prostfedi, odvadét odpadni latky svého metabolismu,
reagovat na vnéjsi i vnitini vlivy, a tak udrzovat svou strukturu i specifické funkce. Bunéény
zivot je ¢asové omezeny, jako u kazdého zivého organismu. Nova buiika vznika prostied-
nictvim bunécného déleni a zanika pti dal$im déleni, nebo také smrti. Délka Zivota jednotli-
vych bunék se od sebe velmi odlisuje. (1; 2)

Mnohobunécné organismy jsou slozeny z vody, bun¢k a jejich produktt. Buiiky se
v ném nachdzi ve skupinach, které se v pribe¢hu evoluce specializovaly na urcitou funkci.
Pritomnost organel v jednotlivych skupinach bunék se tak 1isi dle funkce. Lidské télo obsa-
huje pfiblizné 75 x 10'® somatickych bunék. Jsou proti okoli ohrani¢eny bariérami, které od
sebe oddé€luji vnitini a vnéjsi prostiedi bunky. Bariéry déale rozc¢leiiuji vnitini prostfedi na
jednotlivé prostory. Pojem ,,bariéra“ v této souvislosti miize oznacovat jak cévni sténu, tak i
povrchovou membranu buiiky nebo jejiho jadra. Dal§imi piiklady mohou byt bézné znamé
pojmy jako hematoencefalicka nebo placentarni bariéra, které také oznacuji prostory, které
jsou jak morfologicky, tak i funkéné oddéleny od ostatnich prostor téla. (1; 2; 3; 4)

Ve vétSin€ prostorit se zpravidla objevuji dalSi podprostory. Piikladem muze byt
pravé buiika, v niZ jsou samostatnymi oddélenymi prostory napt. mitochondrie nebo endo-
plazmatické retikulum. Z pohledu bunécné teorie je nejjednodussi rozdélovat télesny prostor
na extracelularni a intracelularni. Oba tyto prostory jsou vyplnény vodnymi roztoky anorga-

nickych a organickych latek. Prostor mezi buikami je vyplnén specifickymi
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makromolekulami, které jsou oznacovany jako matrix. Pojem ,,matrix* je vSak vyuzivan i
pro jiné gelovité struktury, jako je napf. mitochondridlni matrix. Tato hmota je velmi dulezita
jak pro funkci bunék, tak i pro funkci celych tkani. Mezi prostory se Casto objevuji elektro-
chemické gradienty (rozdily koncentraci a naboji latek). Prosazuji se i dalsi rozdily, jako
napf. v teplote, hydrostatickych a osmotickych tlacich, pH apod. Piesuny latek podél téchto
gradientd jsou vyznamnymi zivotnimi pochody, stejné jako déje, které gradienty zachova-
vaji. Vnitini prostfedi je tudiz i pfes svou dynamiku konstantni. Stalost vnitiniho prostfedi
téla, a tudiz i zevniho prostiedi jeho bun¢k se nazyvad homeostaza. V rozsifeném slova

smyslu homeostaza mlize znamenat i zachovani existence organismu. (1; 3)

1.1 Obecna stavba bunék

Obecna stavba bunék riznych tkani a funkce jejich soucésti jsou si navzajem po-
dobné. Na povrchu bunky se nachazi membréana ze dvou vrstev fosfolipidl. Jsou v ni obsa-
zeny 1 dals$i molekuly, jako je cholesterol a bilkoviny. Tato membréana se oznacuje také jako
buné¢na membrana, plazmatickd membrana, plazmalema, nebo povrchova membréna. Pro-
stor, ktery takto vznikd, oznacujeme jako nitrobunécny prostor. V ném se nachazi cyto-
plazma, v niZ jsou bunécné organely, které zajist'uji velkou ¢ast zdkladnich funkci buniky.
Tekuté ¢ast cytoplazmy se nazyva cytosol. Jedna se o smés latek, které jsou rozpustény ve
vodé, a probiha zde vyznamné mnoZzstvi chemickych reakei. V intracelularnim prostoru se
také nachazi cytoskelet. Jde o systém mikrovldken a mikrotubulii, které napomahaji udrzo-
vani tvaru bunky. (1; 3; 2)

Mezi bunécné organely fadime jadro (genetickd informace, bunécné déleni), jadérko
(soucast jadra, chromatin), centrioly (v blizkosti jadra, bunécné dé€leni), ribozomy (syntéza
aminokyselin), endoplazmatické retikulum (metabolické déje, syntéza proteintl), Golgiho
aparat (syntéza polysacharidd a glykoproteint), lysozomy (likvidaéni organely), peroxizomy
(oxidativni reakce, redukce H>O>) a mitochondrie (tvorba ATP, glykolyza, citratovy cyklus).
Kolem organel se vétSinou nachdzi membrana, ktera je podobnd membrang, jaka je na po-
vrchu bunék. Bunécné organely tak mlizeme rozd€lovat na membrandzni (s membranou) a
nonmembrandzni (bez membrany). Povrchové i1 nitrobunééné membrany jsou vyznamné ne-
jen jako ohraniceni riznych struktur, ale obstaravaji i mnohé bunécné funkce. Tyto funkce
jsou zalozeny hlavné na vlastnostech bilkovin, které jsou v membranéch ptitomny. (1; 3; 2)

Spoustu vlastnosti bunééného povrchu, ale i vlastnich bunéénych funket, je zaloZeno
na proteinech zasahujicich z povrchové membrany do extracelularniho prostiedi. Tyto pro-

teiny jsou ¢asto propojeny s polysacharidy a jsou oznacovany jako glykokalyx. Glykokalyx
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se také podili na ptipevnéni k dalSim bunkdm. Je totiz soucasti extraceluldrni matrix, ktera
je s cytoplazmatickou membranou propojena bunéénymi adheznimi molekulami. Tato spo-
jeni jsou vyznamna pro funkce bunék jako soucasti tkani. Integrita tkani také zavisi na pro-
pojeni pomoci adheznich molekul, a to jak ve form¢ bunka : extraceluldrni matrix, tak 1

burika : buiika. (1)

Nucleus

Nucleolus Nucleopore

Ribosomes

Rough
Endoplasmic
Reticulum

Mitochondrion

Lysosomes

Smooth
Endoplasmic
Reticulum

Golgi Body

Microtubule
Centrioles

Animal cell

Obrazek 1: Anatomie lidské bunky, prevzato z (5)

1.2 Extracelularni hmota

Az na nékolik vyjimek jsou buiiky obklopeny extracelularni tekutinou. Tato tekutina
ma odlisné slozeni nez intracelularni tekutina. Nejedna se jen o prostou mechanickou oporu
tvofenou vzajemnym propojenim bunék, ale spolecné s glykokalyxem tvofi i biochemickou
bariéru okolo buniky. U Zivocichil pfevazuje ¢ast matrix, ktera je tvotena vldkny. Tato vldkna
tvofi i bazalni membrany, které jsou zasadni pro epitely. Spravna funkce bazalnich membran
zajistuje difuzni a filtrani déje, a spravnou regeneraci. Matrix predstavuje jakysi zdsobni
mechanismus pro importy a exporty z buiiky a do bunky. Je také prostiedim, kterym pro-
chéazi chemické signalizace. Existuji i informace, Ze molekuly sacharidii v extracelularni

matrix mohou mit dalezitou ulohu v biologii nadorti (1; 3)
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Extracelularni hmota mimo vody obsahuje hlavné bilkoviny a polysacharidy, glyko-
proteiny (napft. fibronektin, laminin a trombospondin) a vysoce viskdzni proteoglykany.
Také jsou v ni rozpustény elektrolyty a nizkomolekularni organické latky, jako je napt. mo-
covina nebo glukdza. Uvnitf matrix se také nachazi rtizné typy strukturnich a nerozpustnych
vlaken kolagenu a také ohebnd a pruzna vldkna elastinu. Prakticky vSechny buiiky jsou
schopny produkovat mezibunéénou hmotu. (1; 3)

Extracelularni matrix rovnéz funguje jako vodi€ pfi pfemistovani bunék behem vy-
voje a pii hojeni ran. Zajistuje hydraulickou ochranu mnoha typt bun¢k, pevnost v tahu
(Slachy), v tlaku (chrupavky) a také elasticitu cévnich stén. Matrix mize byt v n¢kterych
ptipadech fyziologicky kalcifikovana (kosti, zuby; existuji vSak i patologické kalcifikace).
K extracelularni hmoté patii sama organickd mezibunécnd hmota, bazalni membrany epitelii

a do jisté miry 1 glykokalyx. (1)

1.3 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membréna je struktura, ktera oddéluje buiitku od zevniho prostiedi.
diska. Ohranicuje télo bunky a chrani ji pred vnéjSimi vlivy. Aktivné se podili na bunééném
metabolismu, regulaci pomérti mezi intracelularnim a extraceluldrnim prostfedim a také pfi-
spiva k morfologické stabilité bunky. Je semipermeabilni (polopropustnd) a jeji propustnost
zavisi na hodnoté¢ membranového potencialu. (2)

Cytoplazmatickd membrana je sloZzena z dvojvrstvy fosfolipidi, kterd je dotovana
proteiny (mnohdy jsou spojeny s cukry — glykoproteiny) a cholesterolem, a je Siroka 7-10
nm. Fosfolipidy jsou molekuly, jejichZ jeden konec je rozpustny ve vod¢ (hydrofilni — fos-
fatovy) a druhy v lipidech (hydrofobni — zbytek mastné kyseliny). Vrstvy fosfolipidii jsou
orientovany tak, Ze ¢asti molekul rozpustné v tucich lezi proti sobé. To je z fyzikalniho hle-
diska pfiznivé, protoze takova struktura ma nejnizsi volnou energii. Membrana je tak z obou
vnéjsich stran hydrofilni, coz je vyhodné, protoze membrany oddéluji dvé vodna prostredi —
napf. nitrobunécnou a mimobunécnou tekutinu. Pokud se integrita membrany porusi, mem-
brana ma pak tendenci se rychle uzavfit, protoze kontakt s vodou je pro hydrofobni ¢ast
energeticky nevyhodny. (1; 2; 3)

Membréana neni strukturou rigidni, je naopak vysoce dynamickd. Dynamitu mem-
brany ur€uji proteiny, glykoproteiny a cholesterol v ni obsazeny. Molekuly ulozené ve
vnitini i povrchové vrstve i transmembranové mohou v roviné membrany ménit své umis-

téni. Pfesuny molekul, pfedevsim fosfolipidli, mezi vnitini a vnéjsi vrstvou (flip-flop) jsou
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vzacné. Jednd se o fluidné-mozaikovy model membrany. Soucésti povrchové membrany,
pfedevsim proteinové, byvaji spojeny s bilkovinami, které je ukotvuji do vnitiniho prostiedi
na vlaknité bilkovinné struktury cytoskeletu. Tyto bilkoviny se tézZ mohou napojovat na ex-
tracelularni matrix nebo povrchové soucasti sousednich bunék, coz zajistuje funkéni asyme-
trii riznych mist povrchu bunky. Buiiky jsou polarni, coz je charakteristické pro epitely, kde
se lisi funkce membrany obracené do lumen od funkce membrany obracené do tkané, coz je
extrémné dulezité pro jejich funkci (napf. travici trakt, ledviny, jatra, zlazy se zevni sekreci
apod.). (1; 3)

Cytoplazmatickd membrana vykondva pro buiitku mnoho vyznamnych funkci, pie-
devsim transportnich. Pomoci povrchovych receptorti dokaze ptijimat signaly z okoli (anti-
geny, hormony, neurotransmitery atd.). Zajist'uje také integritu vnitiniho prostiedi buiiky.
Nékteré glykoproteiny pfitomné na vnéj$im povrchu membrany vytvaieji kolem bunky Sirsi
vrstvu — glykokalyx, ktery disociuje jako anionty, a povrch glykokalyxu je tak zaporn€ nabit.
To vSak nic neméni na tom, Ze sama bunénd membrana je polarizovana tak, Ze na jejim
povrchu je kladny néboj. Zaporny naboj glykokalyxu zajistuje odpuzovani bunck od sebe,
coz je dulezité napt. pro suspenzni stabilitu krve, kterd umoziuje normalni sedimentaci ery-
trocytl. Kdyz se tento naboj snizi, sedimentace se zrychluje. Dé&je se tak napt. pti vzestupu

hladin imunoglobulinil v souvislosti s infekénim onemocnénim. (1; 2)

Nucleus

' Cell
Membrane

Obrazek 2: Struktura cytoplazmatické membrany, prevzato z (6)
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1.3.1 Proteiny cytoplazmatické membrany

Proteiny obecné tvoii 55% hmotnosti cytoplazmatické membrany a podobné je
mozné uvadet i zastoupeni dalSich komponent. Zastoupeni jednotlivych slozek a molekul se
vsak lisi podle typu bunék a jejich funkci. Dokonce byvaji i rozdily mezi fosfolipidy obsa-
zenymi ve vné&jsi a vnitini vrstv€. Funkce proteinil je velmi rozmanitd, tvoii buné¢né recep-
tory, transportni a iontové kandly, a také sidla enzymt pottebnych pro aktivni transport. In-
tegralni proteiny pronikaji lipidovou dvojvrstvou, mnohdy i opakované, zatimco periferni
proteiny jsou vzdy na jedné strané¢ membrany. (1; 2; 3)

Nékteré latky jsou pfendseny aktivné, za pfimé spotieby chemické energie vétSinou
ulozené v makroergnich (vysoce energetickych) vazbach. Je to predevsim sloucenina ade-
nosintrifosfat (ATP). Energie byva Casto spotiebovéana na fosforylaci. Ta probiha tak, ze se
fosfat navaze na ptislusSnou molekulu proteinu a vznikne tak adenosindifosfat (ADP). Méni
se tim charakteristiky proteinu, které jsou spojeny s transportovanim iontl z jedné strany na
jsou pfendseny jinymi typy integralnich proteinti. Transportéry a pumpy jsou si blizké spiSe
nomenklaturné (H" pumpy mohou katalyzovat i reverzni reakci ADP + Pi — ATP; zavisi to
na gradientu transportované latky). Procesy, které transportuji elektrony, jsou nejvétSimi
producenty ATP. (1)

DalSimi dulezitymi proteiny povrchové membrany jsou receptory. Jsou to integralni
proteiny, které se vyskytuji i v cytoplazmé, jadfe a v membranach organel. Receptory jsou
struktury, které méni svou konformaci a ovliviiuji intraceluldrni déje poté, co se na né navaze
urcity mediator. Povrchové receptory se z hlediska funkce déli na dvé skupiny — ionotropni
a metabotropni. Ionotropni receptory po pfipojeni signalni molekuly (ligandu) ze zevniho
prostiedi pfimo oteviraji néjaky iontovy kanal. Metabotropni receptory po aktivaci spousti
metabolické déje, jako napf. pfimou aktivaci nitrobunéénych enzymatickych kaskad, nebo
aktivuji G-proteiny, a tak z nich uvolni alfa-podjednotku, kterd spousti dal$i membranové
dgje, jako napt. ovladani iontovych kandli nebo aktivaci enzymi. Receptory se podileji i na
presunu vétsich molekul do bun¢k. Jedna se o receptorové aktivovanou endocytézu (napt.
inzulin a n¢které dalsi hormony, lipoproteiny atd.). Mezi povrchové receptory patii také ,.toll
like* receptory, které v imunitnim systému rozeznavaji cizorodé¢ molekuly, a také integriny,
coz jsou receptory, které umoziiuji vazbu na mezibunéénou hmotu a sousedni bunky. Tyto
receptory jsou vyznamné v embryogenezi a v imunitnich d¢jich a do nitra bunék ptrenaseji
také dilezité signaly pro jiné bunécné procesy, jako napft. procesy spojené se zanctem. (1;
3)
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Extracelularni prostfedi je stalym zdrojem ligandu (specifickych molekul), které jsou
schopny aktivovat povrchové receptory. Pokud se mnozstvi téchto signalti z néjakych di-
vodu zvysi €i snizi, pak buiika pro udrzeni stalosti signalu (homeostazy) reaguje snizenim ¢i
zvySenim poctu receptort, takze se zvysi (syntetizace) €i snizi (desyntetizace) pocet aktivo-

vanych receptorii na predpokladanou uroven. VétSina bunék reaguje podobné. (1)

1.4 Transport latek pres membranu a jeho vyznam

Membrany piedstavuji bariéru mezi dvéma kapalnymi prostredimi, ale jejich rozho-
dujici vlastnosti je prostupnost pro rizné latky. Mimo informaci, které se pfes membranu
dostavaji pomoci receptorti, mohou byt pfes membranu (dovnitf i ven) také prendseny rizné
substance. Pii klasifikaci transmembranového transportu rozliSujeme tyto zékladni trans-
portni mechanismy: prosta difuze, usnadnéna difuze, transport pies iontové kanaly, aktivni
a spfazeny transport, endocytdza a exocytéza. Sama fosfolipidova dvojvrstva je propustna
pro latky rozpustné v tucich a neprostupnd pro vodu. Voln¢ prochézeji i kyslik a oxid uhli-
City, které jsou fyzikdlné rozpustény ve vode. Voda a ostatni latky potiebuji pro prestup
rizné s membranou asociované proteiny nebo bilkoviny membrany jako transportéry,
pumpy ¢i kanaly. Pomoci nich se latky mohou pohybovat z jednoho prostiedi do druhého,
nejcasteji na zaklade elektrochemickych gradienttl, tedy rozdilu naboji nebo koncentraci na
obou stranach membrany. Prenos latek, ktery probiha po koncentra¢nim gradientu, se ozna-
cuje jako pasivni transport a nespotfebovava se pti ném energie. Prenos latek, ktery probiha
proti koncentra¢nimu gradientu, se oznacuje jako aktivni transport a energie se pii ném spo-
ttebovava. (1; 3; 2)

Endocytdza je vedle prosté difuze a aktivniho transportu dalsi zplisob ptfenosu latek
z extracelularniho do intracelularniho prostoru. DéEli se na dva typy — pinocytdza a fago-
cytdza. Pinocytdza je vtahovani nejdrobnéjsich ¢astic spolecné s extracelularni tekutinou a
¢asti povrchové membrany do buriky, v které tak vznikaji vacky kryté membranou. Timto
zpiisobem se do buiiky dostdvaji napt. tukové kapénky. Pinocytdza je velmi Casta téméf u
vSech bunék a je zalozena na receptorové indukované endocytoéze. Aktivace receptoru je
schopna ménit funkce bilkovin spojenych s proteiny na vnitini stran¢ cytoplazmatické mem-
brany. Tyto proteiny pak vtdhnou membranu s receptorem a ligandem s Casti extracelularni
tekutiny dovnitt buiiky a vedou je k dalSimu zpracovani. Tento cely proces vyzaduje energii.
Pti fagocytoze se do bunck dostavaji naopak celé Castice, jako jsou bakterie, buniky nebo

jejich ¢asti (napf. zanikajici erytrocyty), nebo také Casti degradovanych tkani. Zakladni
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mechanismy jsou dost podobné jako u pinocytozy, ale schopnost fagocytovat maji jen né-
které buiky. (1; 3)

Dalsim zptisobem pienosu latek pires membranu je exocytdza. Takto se transportuji
latky smérem do extracelularniho prostfedi. Golgiho aparat tvoii z bunéénych produkti,
hlavné z endoplazmatického retikula, vacky. Po tom, co pfijmou urcity signal, se posunuji
k povrchové membrané€. Pak se membrana vacku, ktera je tvotena dvojvrstvou fosfolipidi,
spoji s povrchovou membranou, ktera se nasledné v misté spojeni rozdeli. Obsah vacku se
poté vylije do zevniho prostiedi a membrana vacku se stane soucasti povrchové membrany.
Podobné se vkladaji do povrchové membrany také ¢asti vacku, které ve své membrané ob-
sahuji nové vytvorené receptory a dalsi proteiny. ZvétSeni povrchu bunky pfi exocytoze je
kompenzovéano endocytozou, ktera umoznuje, ze se mohou zpét do bunky dostavat také po-
Skozené receptory a dalsi membranové proteiny. (1; 3)
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Obrazek 3: Transport latek pres membranu, prevzato z (7)

1.4.1 Membranové kanaly

Iontové kandly tvofi specidlni integralni membranové proteiny, které jednou nebo i
vicekrat prochazeji fosfolipidovou dvojvrstvou cytoplazmatické membrany a umoziuji pri-
chod iontil pfes membranu. Takto pfes membranu prochazeji hlavné anorganické ionty, jako
jsou Na*, K¥, CI', a voda. Tonty totiz s ohledem na sviij naboj nemohou volné prochazet skrz
lipidickou dvojvrstvu membrany. lontové kanaly jsou selektivné permeabilni, coz zavisi na
rozméru priachodu pro ionty nebo nabojich vnitiniho povrchu — iontové pasti. Vlastni pfenos
se odehrava formou zjednodusené difuze a pfimo nespotiebovava energii. (1; 3; 2)

Kanaly mohou byt podle mechanismu vratkovani (uzavirani a otevirani) rozdélovany
na nasledujici typy: napetove fizené (spoustécim podnétem je vlna Sitici se depolarizace),

chemicky fizené (iniciatorem je navazani ligandu nebo plsobeni G proteinu), mechanicky
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fizené (spoustécim impulsem je zména napéti cytoskeletu), teplem fizené (spoustécim pod-
nétem je teplo ¢i chlad), pH fizené (iniciatorem je zvySeni extracelularni koncentrace H") a
stale oteviené kandly. Stale oteviené kanaly jsou zvlaStnim druhem kanali, které v menSich
mnozstvich propoustéji ionty. Ve skutecnosti vSak ani tyto kanaly nejsou stale otevieny,
osciluji s vysokou frekvenci mezi stavy otevieno a uzavieno, protoze jejich konformace je
tak nestabilni, ze neustale méni sviij tvar. Tyto kandly se mohou dale d¢€lit podle jejich se-
lektivity k jednotlivym iontim. (1; 3)

Iontové kandly byvaji tedy bud’ oteviené, nebo uzaviené. Protoze jimi prochazeji
ionty — nabité Castice, jde o transmembranovy iontovy proud. Pfesuny nabitych ¢astic hy-
perpolarizuji nebo depolarizuji povrchovou membranu. Kdyz je na jedné stran¢ membrany
naboj zménén, na opacné stran¢ se zmeéni na stejnou velikost, ale s opaénym znaménkem.
Tyto zmény jsou oznacovany jako kapacitni proud. Membrana je elektricky nevodivé a fun-
guje jako kondenzator. (1)

Kandly pro pfestup vody tvofi nékolik typl specifickych proteintl, které se nazyvaji
akvaporiny. Maji velmi maly primér (0,2 nm) a propoustéji selektivné pouze vodu. Pokud
voda prostupuje ptes tyto kanaly, prostupuje tak rychleji, nez pokud prostupuje volnou di-
fuzi. Rtzné akvaporiny tvoii v riznych tkanich vodni kanaly s odlisnymi vlastnostmi. Vy-

skytuji se napft. na konci distalnich tubult v ledvinach. (1; 3; 2)

1.4.2 Membranovy potencial

Cytoplazmatickd membrana je semipermeabilni. Anorganické ionty jsou nerovno-
mérné rozptyleny mezi intracelularnim a extracelularnim prostfedim. Proto u vSech bunék
existuje mezi vnitini a zevni membranou rozdil napéti. Tento rozdil se nazyvad membranovy
potencial. Nékdy se také oznacuje jako klidovy potencidl, protoze je méfen v klidu, aniz by
na buniku pusobil n¢jaky podnét. Podstata membranového potencialu je zalozena na vlast-
nostech membrany. Nabité ¢astice mohou pfes membranu prostupovat jen pomoci iontovych
kanalt. Aby kanalem nabité ¢astice mohly prochdzet, musi byt kanal otevieny a otvor v ném
musi byt dostatecné veliky. Membranovy potencidl miizeme chépat jako vysledek rovno-
vahy, ktera se vytvoii na zaklad¢ elektrického a koncentraéniho gradientu jednotlivych ionti.
V intracelularnim prostedi je vyznamné mnozstvi bilkovin, které nesou zaporny naboj a
nemohou prochdzet skrz membranu. Poté jsou kationty elektricky nuceny k transportu do
nitra buiiky, anionty jsou naopak intracelularnim prostfedim odpuzovany. Transport do nitra
buriky je prakticky mozny jen pro K* ionty. Ionty Na* vzhledem k velikosti svého hydratac-

niho obalu prochézet ,,stale otevienymi‘ iontovymi kanaly nemohou. Koncentracni gradient
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naopak zene K* z nitra ven z bunky. Na* je aktivné ¢erpan ven a K* dovniti bunky pomoci
Na/K-ATPazy, coz elektronegativitu membrany teoreticky zvysuje. Kone¢ny klidovy poten-
cial tak mizeme chépat jako vysledek souhlasného ¢i protichlidného ptisobeni vyse uvede-

nychsil. (3; 1)
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2 PATOFYZIOLOGIE BUNKY

V poloving 19. stoleti byl pojem ,,nemoc* poprvé pojat jako porucha fyziologickych
procest buiiky (Rudolf Virchow). Buiika by méla spliiovat zakladni funkce organismu, jako
je latkova vymeéna, pohyb, rist, rozmnozovani a dédi¢nost. KdyZz vnitini prostfedi prestava
plnit zivotni poteby bunék, jde o negativni podnét, na ktery buiika reaguje prostfednictvim
adaptivni odpovédi. Jedna se bud’ o zmenseni bun¢k nebo snizeni jejich poctu — atrofii, nebo
zvétSeni bun€k — hypertrofii, ¢i zvySeni poctu bun¢k — hyperplazii. Hypertrofie spolu s hy-
perplazii jsou vétSinou spojeny s vétSimi naroky na tkan. Je nutné je rozliSovat naptiklad
proto, Ze hypertrofie prodluzuje difuzni drahu pro Ziviny a kyslik do centralnich ¢asti bunck.
Patologickym signalem z extracelularniho prostfedi mize byt omezeni pfisunu kysliku a zi-
vin, nebo také zmény dilezitych podnétl i poruchy odvadéni produktti bunééného metabo-

lismu. (1; 8)

2.1 Bunééna smrt
bilni, nebo nevratné — ireverzibilni. Pokud je poSkozeni ireverzibilni, nastdva bunécné smrt.
K bunécné smrti mize bunika dospét nekrézou, apoptézou nebo autofagii. (1)

Nekroza je definovana jako intravitalni odumrt tkané. Je zplisobena poSkozenim,
ischemické ¢i hypoxické, imunitni a infekéni. Nejvyznamnéjsi pricinou nekrdzy je nahly
nedostatek energetickych zdroji, po kterém nasleduje porucha aktivnich transporti, piede-
v§im iontl, pfes membrany. Pfikladem muze byt nedostatecna tvorba ATP pfti ischemii. To
zapticini edém bunék a jejich organel (mitochondrie, endoplazmatické retikulum). Potom
jsou nekoordinované aktivovany rizné intraceluldrni enzymy — hydrolazy, fosfolipazy, pro-
tedzy, RNazy a DNazy. Nekoordinovanég aktivovany jsou také RNA, DNA a bunécné mem-
brany. To urychluje rozruSeni celistvosti (dezintegraci) buiiky i jadra. Intraceluldrni edém a
rozklad latek ve vnitinim prostiedi zpisobuje navic i morfologické posSkozeni membran. Ta-
kovému poskozeni nasleduje smiseni obsahti jednotlivych kompartmenti. Nakonec bunéény
obsah vytéka ven, kde vyvolé zanét okolni tkané se vS§emi doprovodnymi jevy vcetné oxida-
tivnich atak (NO) aktivovanych makrofaga. (1; 3)

Apoptdza je programovana smrt bunck, smrt sebezni¢enim. Nastava tehdy, pokud uz
bunika prekrocila limit své existence a mohla by se stat hrozbou pro organismus. Zah4jeni
apoptdzy je charakterizovano smrsténim bunék, které je spojeno se vznikem vakovitych vy-

beézkli povrchové membrany. Objevuje se také porucha mitochondrii, z kterych se uvoliuje
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cytochrom C, degraduje chromatin a dochdzi k rozpadu DNA (deoxyribonukleové kyseliny).
Nakonec se odd€luji apoptosomy — malé, membranou kryté ¢astice. Apoptdza se od nekrdzy
1i81 tim, Ze dochazi k Setrnému odstranéni zbytkd odumfelé buiiky, aniz by probihal zanétlivy

proces. (1; 3)

2.1.1 Priciny a mechanismy poSkozeni bunék

Mezi hlavni pfi¢iny poskozeni bun¢k patii hypoxie, ischemie, chemické latky, 1¢ky,
mikroorganismy, imunitni reakce, genetické vady, nutri¢ni nerovnovéha a fyzikalni pfi¢iny.
Pii poskozeni bunék se uplatituji n€které spolecné a nekteré specifické mechanismy. Patii
mezi n¢ tvorba reaktivnich kyslikovych radikalt, které se ve vétsich mnoZzstvich objevuji pti
ozéfeni, zanétu, ptisobeni chemickych latek nebo reperfuzi — obnové obehu po ischemii. (1)

Poskozeni volnymi radikaly je popséano v kapitole 3.3.
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3 LDH A JEJi UPLATNENI PRI GLYKOLYZE

3.1 Glykolyza
Glykolyza je jednim z hlavnich krokli nezbytnych pro tvorbu ATP a syntézu triacyl-

glycerolii. Glykolyzu tak mizeme povazovat za fadu reakci amfibolického charakteru, u kte-

rych teprve konkrétni situace rozhodne, jestli bude soucasti reakcei katabolické (tvorba ATP),

¢i anabolické (tvorba lipidl) povahy. K aktivaci glykolyzy jako soucasti anabolickych re-

akei, pii kterych je glukdza zuzitkovavana pro syntézu triacylglycerolii v tukové tkani a v

jatrech, dochézi po piijmu potravy. Piikladem aktivace glykolyzy jako soucasti katabolic-

kych reaket je fyzicka zatéz, pti které glykolyza predstavuje hlavni zdroj energie pro kosterni
sval. Glykolyza je esencialnim zdrojem ATP pro erytrocyty a mozek. Probiha v cytoplazmé

prakticky kazdé buiky lidského organismu. (9; 10)

Glykolyza je sled reakci premeny glukozy pres Fadu hexozafosfatii a triozafosfatii na
pyruvat. Osud pyruvatu a také mnozstvi vytvofeného ATP zavisi na tom, jestli glykolyza
probihé za aerobnich ¢i anaerobnich podminek. Za aerobnich podminek je vétSina pyruvatu
pfeménéna na acetyl-CoA, ktery pak vstupuje do reakci citratového cyklu. Za anaerobnich
podminek je pyruvat pfeménén na laktat. (9)

Enzymy glykolyzy se nachazeji v cytoplazmé bez vazby na bunééné struktury, a
proto jsou lehce pfistupné ucinku fady regulacnich faktorti. Podstatny vyznam pro regulaci
maji enzymy, které katalyzuji nevratné (exergonni) reakce. (9; 10)

e Hexokinaza — katalyzuje pfeménu glukozy na glukoza-6-fosfat, ktera je aktivovana in-
zulinem a inhibovana glukagonem. Alostericky ji inhibuje glukéza-6-fosfat. V jatrech je
exprimovana hexokinaza typu IV - glukokinéza, na kterou evidentné nema vliv koncen-
trace gluk6za-6-fosfatu ani inzulin. Glukokinédza je induktivni enzym, jehoz aktivita se
zvySuje pii ptijmu vysokosacharidové stravy a katalyzuje tutéz reakci, jako hexokinaza.
(9; 11)

e Fosfofruktokindza — katalyzuje pfeménu frukt6za-6-P na fruktdza-1,6-P> a je zasadnim
enzymem celé glykolyzy. Je aktivovana vzestupem koncentrace fruktdza-1,6-P2, pokle-
sem koncentrace citratu a poméru ATP/ADP. (9)

e Pyruvatkinaza — katalyzuje pfeménu fosfoenolpyruvatu na pyruvat. Reguluje ji inzulin
(aktivace defosforylaci) a glukagon (inhibice fosforylaci) prostiednictvim proteinkinazy
A. Pak je alostericky aktivovana pomoci frukt6za-1,6-P> (aktivita pyruvatkinazy je vy-
sokd, pokud probihd glykolyza). V jatrech ji inhibuji ATP a alanin. Reakce pyruvatki-
nazy je zde nevratna ve sméru syntézy ATP. (9; 11)
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3.1.1 Aerobni glykolyza

Za aerobnich podminek vstupuje pyruvat cestou acetyl-CoA do citratového cyklu za
vzniku NADH a H". NADH je v dychacim fetézci mitochondrii zékladnim substratem pfi
syntéze ATP. Pro tvorbu ATP se nepouzivé jen NADH, které vznika v citratovém cyklu, ale
1 NADH, které vznika v cytoplazmé pti oxidaci glyceraldehyd-3-P, ktery se do mitochondri-
alni matrix dostavd pomoci malatového nebo glycerol-3-fosfatového ¢lunku. (9; 10)

Aerobni glykolyza je diilezitym zdrojem ATP pro fadu tkani a nezastupitelnym zdro-
jem ATP pro nervovou soustavu. Celkovy energeticky vytézek aerobni glykolyzy se rovna
38 moliim ATP na jeden mol glukézy. (9)

Oxidace pyruvatu na acetyl-CoA je ireverzibilni, a protoze lidské buniky nejsou
schopny syntetizovat glukozu z acetyl-CoA, jde i o ztratu c¢asti sacharidovych rezerv. Proto
je tato reakce velmi dikladné regulovana pomoci pyruvatdehydrogenazy. Pfiznacné je ae-
robni oxidace glukdzy inhibovana v jatrech pii poklesu inzulinu, dale také pti zvySené tvorbé
acetyl-CoA z mastnych kyselin (hladovéni, fyzicka zatéz). Aerobni oxidace je naopak akti-

vovéna v pracujicim kosternim svalu (vzestup koncentrace Ca?"). (9)

3.1.2 Anaerobni glykolyza

Za anaerobnich podminek se finalni produkt glykolyzy, pyruvat, v reakci katalyzo-
vané laktatdehydrogenazou se spoluti€asti koenzymu NADH, pfeméiuje na laktat. Pfi nedo-
statku kysliku je oxidace NADH na NAD" snizena a hromadéni NADH inhibuje pfeménu
pyruvatu na acetyl-CoA. Zalozni moznosti zuzitkovani pyruvatu a regenerace NAD" je jeho
pfeména na laktat. Takto vytvofeny NAD" umoziiuje plynuly prubéh glykolyzy za anaerob-
nich podminek. PoruSeni anaerobidzy, tedy ptistup kysliku, glykolyzu brzdi, a to znamena,
Ze se snizi spotfeba glukozy a produkce laktatu se zcela zastavi. Velké mnozstvi laktatu,
ktery se vytvoii pfi glykolyze v bunikach pracujiciho kosterniho svalu, postupuje do cirku-
lace, a nasledné do jater a ledvin. V téchto organech se pak laktat prostiednictvim glukone-
ogeneze pfeménuje postupné az na glukoza-6-fosfat, ktery mize byt nasledné pii energetic-
kém dostatku vestavén do molekuly glykogenu, a pfi energetickém nedostatku opét poskytne
glukozu a doplni tim jeji nabidku v cirkulaci. Tento d¢j se oznacuje jako Coriho cyklus. (9;
10)

Cisty zisk anaerobni glykolyzy je viak jen 2 moly ATP na 1 mol glukézy. 4 moly
ATP se ziskaji pti preméné 2 mola glyceraldehyd-3-P na pyruvat, po 1 molu ATP se spotie-
buje pfi fosforylaci gluk6zy na glukoza-6-P a fruktéza-6-P na frukt6za-1,6-P.. NADH, které

29



se vytvoii pfi dehydrogenaci glyceraldehyd-3-P je spotfebované pii hydrogenaci laktatu a
nemuze byt vyuzito pro tvorbu ATP v mitochondrii. (9)

Anaerobni glykolyza je typickd pro ¢ervené krvinky, nadorovou tkan a kosterni sval
pti fyzické zatézi. . Laktat, ktery se vytvoii pfi anaerobni glykolyze, je uvolnén do krevniho
ob¢hu a zuzitkovéan v fadé tkani. V myokardu je vyuzit jako zdroj energie, v ledvinach a
jatrech mlze byt vyuzit pro opétovnou syntézu glukozy. Kdyz nabidka laktatu presdhne ka-
pacitu organismu jej zuzitkovat, stoupd jeho hladina v télnich tekutinach a vyviji se tak lak-

tatova acidoza. (9)
3.2 Enzymy katalyzujici reakce navazujici na glykolyzu

3.2.1 Pyruvatdehydrogenaza

Pyruvatdehydrogendza je soucéast enzymového komplexu, ktery se nachdzi v mito-
chondridlni matrix. Tento komplex je slozeny z mnoha proteint a nékolika koenzymu. Ka-
talyzuje nevratnou oxidacni dekarboxylaci pyruvatu na acetyl-CoA, ktera piedstavuje hlavni
spoj mezi glykolyzou a citratovym cyklem. Pyruvatdehydrogenaza existuje v inaktivni (fos-
forylované) a aktivni (defosforylované) formé. Pomér mezi nimi je regulovan pomoci spe-
cifické fosfatazy (aktivace) a kindzy (inhibice). Fosfatazu aktivuji inzulin, pyruvat, HS-CoA,
NAD", vzestup Ca** a pokles poméru ATP/(ADP+AMP). Kindzu aktivuji acetyl-CoA,
NADH, neesterifikované mastné kyseliny a vzestup poméru ATP/(ADP+AMP). (9; 11)

3.2.2 Laktatdehydrogenaza

Laktatdehydrogenaza katalyzuje diilezitou reakci anaerobni glykolyzy, a tou je re-
verzibilni redukce pyruvatu na laktat. Jedna se o posledni reakci anaerobni glykolyzy. LDH
se nachazi prakticky ve vSech tkanich. LDH k této redukci pouziva koenzym NADH, ktery
se regeneruje na NAD™. Obnova NAD" umoziuje pokracovani glykolyzy a generovani ATP,
a to 1 za anaerobnich podminek. (12; 11; 13)

LDH je obsazena v cytoplazmé bunék prakticky ve vSech tkanich lidského orga-
nismu, predevsim v jatrech, ledvinach, srde¢nich a kosternich svalech, nadorovych buitkach
a v krevnich elementech. Strukturou je LDH tetramer, ktery je tvofeny podjednotkami dvou
typti: H (heart) a M (muscle). Tkan¢ pracujici prevazné aerobné, napft. srdce, obsahuji vice
H podjednotek a preferuji laktat jako substrat. Naopak tkdné€ s pfevazné anaerobnim typem
metabolismu, napft. jatra a kosterni svalstvo, obsahuji vice M podjednotek a upfednostiiuji
jako substrat pyruvat. Izoenzymy LDH se znaci jako LD1 - LDS5, podle zastoupeni podjed-
notek H a M. (12;9; 13)
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Elektroforéza umoziuje dokonalé rozliSeni vSech izoenzymu v krevnim séru. V kli-
nické praxi se vS§ak méii celkova aktivita LDH pomoci enzymové metody se spektrofotome-
trickou detekci, ktera je adaptovana k provedeni na automatickych analyzatorech. Principem
metody je reakce laktatu s NAD" katalyzovana LDH. Fotometricky se detekuje narust kon-
centrace NADH pfi 340 nm. Hemolytické vzorky jsou nepouzitelné, vzhledem k vysoké
aktivit¢ LDH v erytrocytech a ostatnich krevnich elementech. ZvySena aktivita LDH v séru
je obecnym ukazatelem lyzy bun€k a zvySuje se pii celé fadé onemocnéni, neni organove
specifickd. Biologicky polocas se u riznych izoenzymt lisi, napi. LD1 mé polocas asi 3 dny,
LDS5 ptiblizné 10 hodin. Pouziti v diagnostice onemocnéni jater, akutniho infarktu myokardu
nebo kosternich svali a dal§ich onemocnéni je jiz zastaralé. V kombinaci s nizkou azZ nemé-
fitelnou koncentraci haptoglobinu miiZze vysoka aktivita LDH slouzit jako dobry marker in-
travaskularni hemolyzy. Méfeni LDH ma vSak prognosticky a klasifika¢ni vyznam u mnoha
malignich nadori, u kterych je zvySen zejména izoenzym LDS5. Nédory si tak zajist'uji pro-
dukci energie vyssi glykolytickou aktivitou 1 v anaerobnich podminkach. Nejcastéji se jedna
o invazivni hypoxické nadory, které jsou rezistentni na chemoterapii a radioterapii — LDH
je zaclenéna do prognostickych skore a stagingu u high-grade lymfom, karcinomu ledvin,
kolorektalniho karcinomu, melanomu a u nadord ze zarode¢nych bunck. U metastatického
karcinomu prostaty pomaha identifikovat pacienty, ktefi jsou vhodni pro ¢asnou chemotera-
pii. Vysoka aktivita LDH ve vypotku (napf. pleurdlnim) vzbuzuje podezieni na jeho maligni

puvod. (12; 13)

3.2.3 Pyruvatkarboxylaza

Pyruvatkarboxylaza je mitochondridlni enzym, ktery katalyzuje karboxylaci py-
ruvatu na oxalacetat (soucast citratového cyklu). Obsahuje koenzym biotin, na kterém je
pomoci ATP aktivovan COz, ten je dale pfeddn jako karboxylova skupina na dal$i substrat,
kterym je v tomto ptipad¢ pyruvat. Jeho aktivita vzrista pti zvySeném odcerpavani mezipro-
duktt citratového cyklu (naptiklad pfi syntéze aminokyselin) a nasledném nedostatku oxala-
cetatu, ktery je dulezity pro vstup acetyl-CoA do citratového cyklu. Je alostericky aktivovan
pfi vzestupu koncentrace acetyl-CoA v mitochondridlni matrix. Také ma vyznamné posta-

veni v regulaci glukoneogeneze. (9; 11)

3.3 Oxidacni stres a patologické stavy, které zpiisobuje

Kyslikové radikaly a reaktivni ¢astice kysliku vznikaji pti zuzitkovani kysliku mito-
chondriemi pfti tvorbé ATP. Podileji se na dualezitych funkcich, jako je likvidace fagocyto-
vané¢ho materidlu v granulocytech, prinik spermie do vajicka apod. Kyslikové radikaly
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porusuji riizné makromolekuly obsazené v bunécné i extracelularni hmoté. Odhaduje se, ze
z laz 2% spottebovaného kysliku vznika superoxid, coz je kyslikovy radikal s jednim vol-
nym elektronem (Oz"). Superoxid pfechazi na peroxid vodiku (H202), ktery je mén¢ reak-
tivni. Tato dismutace je znacné urychlovana enzymem superoxiddismutazou, ktery se na-
chézi prakticky ve vSech buiikach. H,O» se dale méni (,,detoxikuje*) na vodu a kyslik pomoci
enzymu kataldzy a glutathion-peroxidazy. (14; 4)

Kyslikové radikaly jsou vysoce reaktivni slouceniny s kratkym biologickym poloca-
sem a buiiky maji antioxida¢ni mechanismy, kterymi Ize tvorbu kyslikovych radikalt snizit.
Rovnovaha mezi vznikem a zanikem kyslikovych radikalii stanovuje jejich aktualni koncen-
traci. ZvySeni jejich koncentrace je oznacovano jako oxidacni stres. Zvysena spotieba kys-
liku mitochondriemi v disledku nashromazdéni ADP je vyznamnym zdrojem kyslikovych
radikalii. Obzvlast pii poskozeni mitochondrii pii ischemii v nich dochézi po obnoveni pfi-
vodu kysliku k tvorbé zna¢ného mnozstvi kyslikovych radikalt. Ty pak mohou byt ptivod-
cem sekundarniho poskozeni tkang, v€etné jeji mikrocirkulace. Tato situace se oznacuje jako
reperfuzni poskozeni. (14; 4)

Radikaly jsou jednim z patogenetickych mechanismi Skodlivych ucinkli koufeni,
nadmérného piijmu alkoholu, radiace, zne€isténé¢ho prostiedi a ionizujiciho zafeni. Mecha-
nismus ucinku téchto radikali spociva v reakci s okolnimi molekulami a poSkozenim jejich
funkce v burice a organismu. Reaktivni radikaly oxiduji lipidy v cytoplazmatickych mem-
branach, proteiny, nebo nukleové kyseliny. U téchto molekul rozséhlejsi oxidace narusuje
dédi¢né informace, strukturu a funkci bun¢k apod. K antioxida¢nim mechanismim se fadi
enzymy superoxiddismutaza, glutathion-peroxidaza a katalaza, dale i jejich kofaktory, né-
které vitaminy a flavonoidy spole¢né s dal§imi latkami obsaZzenymi v ovoci a zeleniné, které

volné radikaly neutralizuji. (4; 15)

3.3.1 Teorie volnych radikali

Predpoklada se, Ze oxidativni stres se podili na vzniku takovych onemocnéni, jako je
diabetes, ateroskleroza, nddorové bujeni, Sedy zakal, zané€t, a neurodegenerativnich onemoc-
néni, kam fadime napt. Parkinsonovu chorobu, mrtvici, amyotrofickou lateralni sklerézu a
Alzheimerovu chorobu. Piedpoklada se i plisobeni volnych radikali na samotny proces star-
nuti. Gliové bunky hraji hlavni roli v udrzovani funkci neuronti v mozku a n¢kolik studii
ukazalo, ze akumulace reaktivnich forem kysliku v gliovych bunkach vede k apoptoze a

dysfunkci okolnich neuront. Proto ¢inidla se schopnosti chranit gliové buiiky pfed bunécnou
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smrti zavislou na reaktivnich formach kysliku mohou mit potencial k 1é¢bé neurodegenera-

tivnich onemocnéni. (4; 16)
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4 FLAVONOIDY

Flavonoidy tvofi velmi pocetnou skupinu ptirodnich latek obsazenych v riznych ¢és-
tech vyssich rostlin, pfedev§im v plodech, kvétech a listech. Jsou to barevné pigmenty roz-
molekuly kysliku. Mimo to také chrani rostlinu pfed napadenim plisnémi a hmyzem. Jejich
vysokd rozSifenost v rostlinné fisi je zndma rostlinnym fyziologlim a botanikiim po dobu
n¢kolika stoleti. Objev jejich chemické identity se datuje do prvni poloviny 19. stoleti. K vé-
deckému poznani jejich farmakologickych ucinkt se vSak dospélo mnohem pozdéji, nez ke
znalosti funkce a vyznamu v rostlinném organismu. To mélo své zajimavé a dramatické
zvraty a svérazny vyvoj, ktery doposud nebyl ukoncen. V 90. letech minulého stoleti byl
zajem o flavonoidy znovu obnoven ve spojitosti s roz§ifenim hypotézy oxidacniho stresu,
oxida¢niho poSkozeni lidského organismu vedouciho ke vzniku a rozvoji zavaznych a velmi
roz§itenych nemoci a antioxida¢ni ochrany zprostfedkované enzymovymi systémy, endo-
gennimi antioxidacnimi slou¢eninami i exogennimi antioxidanty ziskanymi z potravin. Fla-
vonoidy, obzvlasté ty, co maji charakteristické strukturni znaky (flavony, flavonoly, substi-
tuované hydroxylovymi skupinami), byly mnohokrat aplikovany v pokusech se zvifaty,
v klinickych studiich a v interven¢nich epidemiologickych projektech se zamérem provéfit
jejich predpokladanou biologickou aktivitu a schopnost pfizniveé ovliviiovat zdravotni stav.
(17; 18)

Efekt téchto latek na zdravi byl spontann€ vyuzivan po staleti v podobé bylinnych
¢aju a dal$imi praktikami lidového 1é€itelstvi. Flavonoidy jsou z pfirodnich sloucenin nej-
roz§itenéjsi, nejpocetnéjsi a vyskytuji se ve vSech rostlindch, tudiz hraji mezi u¢innymi lat-

kami vyznamnou roli. (17)

4.1 Baicalein

Baicalein je jednim z hlavnich flavonoidl obsazenych v $isdku bajkalském (Scutel-
laria baicalensis). Sisak bajkalsky je vytrvala bylina z &eledi hluchavkovitych (Lamiaceae).
Je mrazuvzdorna a je mozno ji na vhodnych lokalitach p&stovat i v Ceské republice. V né-
kterych lokalitach se jiZ po tisicileti vyuziva v tradiéni medicing, zejména v Cing, v Koreji a
na jihovychodni Sibifi. Sisak se vyskytuje takika globalné ve vice nez 350 odriidach. Pri-
zkum ostatnich druhil byl v§ak velmi nepatrny ve srovnani se studiem druhu Scutellaria bai-
calensis. Fytochemicky vyzkum prokazal ptes 200 latek typu flavonoidl (zejména metho-

xyflavonl a tetrahydroxyflavontl), iridoidii, diterpenovych klerodanolidi, triterpent aj.

vvvvvv
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baicalin, wogonosid a oroxylin-A 7-0-glukuronid. VSechny tyto latky se charakterizuji siln¢
protizanétlivou, antivirovou, antibakteridlni, antihepatotoxickou a protinadorovou aktivitou,
a také jsou schopny vychytavat volné radikaly. K dal§im vyznamnym latkam se fadi také
scutellarin, naringenin, apigenin, luteolin, melatonin a serotonin. VSechny se vyznacuji sil-
nou biologickou aktivitou a jsou vzajemné synergické. (16; 19; 20; 21)

Existuje fada studii o §iSdku bajkalském a baicaleinu. VéEtSina aktivit baicaleinu je
pfipisovana jeho antioxida¢nim a prooxida¢nim schopnostem. Objevuje se stale vice dikazi
o tom, ze baicalein ma schopnost chranit buiiky pfed poskozenim vyvolanym reaktivnimi
formami kysliku a chemotoxickymi latkami. Baicalein a baicalin maji silny eliminaéni vliv
na produkci volnych radikalt prostfednictvim potlaceni aktivity xanthinoxidazy (Shieh et.
al., 2000). V ptitomnosti lipopolysacharidové 1écby baicalein zabraiiuje degeneraci dopami-
nergnich neurond, kterou lipopolysacharidy zptsobuji. (16)

Studie in vitro zjistily, ze baicalein silné€ inhibuje agregaci neurondlnich amyloido-
gennich bilkovin a je schopen vyvolat rozpousténi amyloidnich depozit. Také zmirfiuje pro-
gramovanou bunécnou smrt mozkovych mikroglii v mikroglidlnich bunkach u mysi a
potkanli pomoci silné inhibice NO potlac¢enim iNOS (indukovatelné syntazy oxidu dusna-
tého), a rovnéZ inhibuje aktivitu NF-xB (nuklearni faktor kappa B) v bunikach. Latky obsa-
zené v $iSaku bajkalském inhibuji proliferaci bunék rakoviny prostaty, specificky baicalein
inhibuje IL-1B- (interleukin 1 beta) a TNF-a- (faktor nddorové nekrézy alfa) -indukovanou
produkci zanétovych cytokinl z zirnych bunék u lidi pomoci regulace drahy NF-xB a také
inhibuje fosforylaci NF-kB a IkBa (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells inhibitor alpha). (20)

Studie in vivo dokazuji, Ze baicalein ma antikonvulzivni, anxiolyticky, antidepresivni
a sedativni ucinek na potkany. Jiné studie zjistily, ze baicalein chrani mysi hipokampalni
neuronové buiky pied poskozenim indukovanym thapsigarginem (TG) a brefeldinem A
(BFA). Baicalein redukuje TG- a BFA-indukovanou apoptézu hipokampalnich bunék, sni-
zuje indukovanou expresi bilkovin spojovanych se stresem endoplazmatického retikula a
siln¢ snizuje hladiny MAP (mitogenem aktivované proteinkinazy) kinaz, jako jsou napf.
p38, INK a ERK. Snizuje hromadéni ROS (reaktivnich kyslikovych radikalti) a hladinu
MMP (matrixovych metaloproteinaz), a silné chrani mitochondrie pted oxida¢nim poskoze-
nim. Rada studii in vivo zjistila, Ze baicalein snizuje edém i intrakranialni hypertenzi b&hem
infekce mozku vyvolanou bakterii pertussis. Také inhibuje neurotoxické ptisobeni kyseliny
kainové v potkanim mozku. Dalsi pokus na mysich, které byly podrobeny piechodné glo-

balni ischemii po dobu 20 minut, zjistil, Ze po oSetfeni baicaleinem (200 mg/kg jednou
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denn¢) je poskozeni neuronli minimalni ve srovnani s kontrolnimi exemplafi a je inhibovana
aktivita MMP-9 (metaloproteazy 9) v hippocampu. Piedbézné oSetieni baicaleinem ucinkuje
jako prevence poskozeni. Ackoli bylo popsano nékolik biologickych aktivit baicaleinu, me-
chanismus, kterym baicalein zabraiuje bunécné smrti v gliomovych bunikach vyvolané oxi-
dativnim stresem, je stale nejasny. (20; 16; 21)

Podle vysledki testovani na zvitatech by latky obsazené v Sisaku mohly byt uzite¢né
pti 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Parkinsonova choroba a Alzheimerova
nemoc, ale je potfeba dalsi vyzkum. Plisobeni baicaleinu proti ischemickému poskozeni ner-
vovych bunék potvrdily ¢etné studie, a tak by SiSdk mohl byt uzitecny napt. v terapii posko-
zeni mozku po cévnich mozkovych ptihodach. Sisak bajkalsky vykazuje pouze nizkou toxi-
citu. Baicalein je dobfe snasen a pfi testovani na zdravych dobrovolnicich se u nich nevy-
skytly zddné zmény v hematologickych a biochemickych parametrech, které by indikovaly

poskozeni funkce ledvin ¢i jater. (21)

Obrazek 4: Scutellaria baicalensis, prevzato z (22)

Strukturni modifikace flavonoida se v rostlinach vyskytuje ve velké mife a glykosy-
lace, jeden typ strukturalni modifikace, se bézn¢ objevuje v metabolismu flavonoidii. N¢ko-
lik predchozich studii ukazalo, ze glykosylace flavonoida zvySuje jejich hydrofilitu a indu-
kuje rezistenci vici oxidaci enzymil v rostlindch. Dlkazy tykajici se ucinki ptidani glyko-
sidt k biologické aktivité flavonoidil stale chybi. Piedchozi studie ukazala, ze aglykonové

v

flavonoidy, jako je kvercetin, vykazuji vyznamnéj$i inhibi¢ni aktivitu NO a aktivitu
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indukujici apoptozu nez jeho glykosidy, rutin a kvercitrin, v makrofazich RAW264.7 a lid-
skych leukemickych HL-60 bunikach. Navic aglykony, hesperidin a naringenin, ale ne jejich
ptislusné glykosidy, hesperidin a naringenin, inhibuji produkci NO v makrofazich prostied-
nictvim indukce exprese proteinu hemoxygenazy 1 (HO-1), stejn¢ jako indukce apoptdzy v
leukemickych bunikach. Tyto udaje naznacuji, Ze glykosidy mohou hrat jako negativni slozka
v biologickém piisobeni flavonoidil. Uginek glykosidu v baicaleinu jako prevence pred oxi-
dacnim stresem indukované bunécné smrti v gliomovych buiikach vSak musi byt jesté pro-

zkouman. (16)

OH O
HO

HO O

Obrazek 5: Chemicka struktura baicaleinu, prevzato z (23)
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PRAKTICKA CAST

5 CiL A UKOLY PRACE

5.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem bylo otestovat antioxida¢ni schopnosti baicaleinu na modelu lidskych osteo-

sarkomovych bun¢k MG-63 oSetfenych peroxidem vodiku simulujiciho oxidac¢ni stres.

5.2 Diléi cile
1. Urceni optimdlniho mnozstvi bunék pro test LDH cytotoxicity
2. Testovani antioxidacnich schopnosti baicaleinu

3. Sledovani morfologie bun¢k po osetfeni baicaleinem a peroxidem vodiku
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6 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1. K ¢emu slouzi laboratorni stanovovani laktatdehydrogenazy v séru?
2. Lze pomoci baicaleinu snizit oxidacni stres bunék osetfenych peroxidem vodiku?

3. Ma oSetieni peroxidem vodiku a baicaleinem vliv i na morfologii bunék?
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7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Pokus byl proveden na zakoupené lidské osteosarkomové bunééné linii MG-63, viz

kapitola 8.1.4., na Ustavu lékaiské chemie a biochemie na LF UK v Plzni.
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8 METODIKA PRACE

8.1 Pouzité chemikalie a kity

8.1.1 Baicalein, 98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Ze zakoupeného praskového baicaleinu jsme pfipravili rozpusténim v dimethylsul-

foxidu (DMSO) zdsobni roztok o koncentraci 10 mM. Pfidanim 1 pl zdsobniho roztoku bai-

caleinu do 100 ul média vznikl roztok ¢ = 100 uM, ktery jsme pouzivali pro pokus.

8.1.2 Peroxid vodiku, 30% (Penta, Praha, CR)
Ptiprava koncentracni fady peroxidu vodiku:

1) Pfipravili jsme si 4x15 ml zkumavky.

2) Do zkumavky €. 1 jsme ze zasobni lahve odebrali 1 ml 30% H2O».

3) Ze zkumavky €. 1 jsme do zkumavky €. 2 prenesli 100 ul 30% H20> a
pridali 900 pl vody. Z toho jsme pouzili 1 pl na jamku, tj. ¢ = 10 mM

4) Ze zkumavky €. 2 jsme do zkumavky €. 3 prenesli 100 ul H>O, a ptidali
900 pl vody. Z toho jsme pouzili 1 pl na jamku, tj. c =1 mM

5) Ze zkumavky €. 3 jsme do zkumavky €. 4 pienesli 100 ul H,O, a ptidali
900 pl vody. Z toho jsme pouzili 1 pul na jamku, tj. ¢ = 0,1 mM

8.1.3 CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MS, USA)

L

Obrazek 6: CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay Kit, zdroj viastni

Invitrogen™ CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay Kit obsahuje ¢inidla pro jed-
noduché a spolehlivé stanoveni bunééné cytotoxicity kolorimetrickou metodou. Soupravu
lze pouzit s riznymi typy savc€ich bunék, véetné 3D modell, pro méfeni cytotoxicity zpro-
sttedkované chemickymi slouceninami a testovani bunécné zprostiedkované cytotoxicity.

Protoze koncentrace LDH v médiu je indikatorem bunécné cytotoxicity, miize byt test pouzit
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k monitorovani cytotoxicity ze stejného vzorku v prubcéhu casu. K provedeni testu se
alikvotni ¢ast média bunécné kultury pfenese na novou destiCku a pfida se reakéni smés
CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay Kit. Po 30 minutach inkubace pti pokojové teplote
se testy zastavi pfidanim zastavovaciho roztoku (stop solution) a poté se zméti absorbance
pomoci ¢teCky mikrodesticek.

Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytosolovy enzym pfitomny v mnoha rtiznych typech
bunék a je dobfe definovanym a spolehlivym indikdtorem cytotoxicity. Poskozeni plazma-
tické membrany uvolituje LDH do okolniho bunééného kultivacniho média. Extracelularni
LDH v médiu lze stanovit sdruzenou enzymatickou reakci, ve které LDH katalyzuje pte-
ménu laktatu na pyruvat prostiednictvim redukce NAD+ na NADH. Oxidace NADH di-
aforazou vede k redukci tetrazoliové soli (INT) na ¢erveny formazanovy produkt, ktery lze
méfit spektrofotometricky pii 490 nm (obrazek &. 7). Uroveti tvorby formazanu je pfimo
umérna mnozstvi LDH uvolnéného do média, coz svéd¢i o cytotoxicite.

Damaged cells

A

Pyruvate {~ > NADH &=~ INT
// \\ » LD@( /\/Diaphorase
\\§ ﬁ// Lactate L/\\J NAD+ C/\? Formazan

Obrazek 7: Schema mechanismu CyQUANT™ LDH Cytotoxicity, prevzato z (24)

8.1.4 Bunécna kultura
Pro pokus byla pouzita lidsk4 osteosarkomova bunécna linie MG-63 (ECACC 86051601)

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), ziskana z osteosarkomu 14-letého chlapce.

Bunky byly kultivovany v médiu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
Biosera Europe, Nuaille, France) suplementovaném 10% (v/v) fetdlnim bovinnim sérem
(FBS, Biosera Europe, Nuaille, France), 100 U/mL penicilinem a 100 mg/mL streptomyci-
nem (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) a 2,5 mM stabilnim glutaminem (Diag-
novum GmbH, Ebsdorfergrund, Germany). Buitkky MG-63 byly udrzovany v inkubatoru ve
37 °C v 5% vlh¢ené atmosfére CO,, Kultivaéni médium bylo ménéno dle poteby, 2 — 3x

tydné.
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Obrazek 8: Bunky MG-63 na kultivacni lahvi, zdroj viastni
Vyfoceno na mikroskopu Olympus CKX41, objektiv 20x

8.2 Urceni optimalniho poctu bunék pro test LDH cytotoxicity

Pro laboratorni stanoveni aktivity LDH byl pouzit CyQUANT™ LDH Cytotoxicity

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MS, USA) a bylo postupovano podle manu-

alu.

1)

2)
3)

4)

3)
6)

Ptipravili jsme si sériové fedéni bunék 2000 — 4000 — 6000 — 8000 — 10000 — 12000
— 14000 — 16000 — 18000 — 20000 bunék ve 100 pul média na 96-jamkové destice
pro tkanové kultury ve dvou sadach v triplikatech. Jednu sadu jsme pouzivali ke
stanoveni spontanni aktivity LDH a druhou sadu jsme pouZzivali ke stanoveni

maximalni aktivity LDH.

Bunky jsme nechali ptes noc inkubovat pii 37 °C v 5% COx, aby adherovaly.

Do jedné sady triplikati obsahujicich bunky jsme ptidali 10 pl sterilni, ultradisté
vody a promichali jemnym poklepanim. Burniky osSetiené vodou slouzily ke stanoveni
spontanni aktivity LDH.

Do druhé¢ sady triplikati jsme ptidali 10 ul 10X Lysis Buffer a promichali jemnym
poklepanim. Buiiky oSetiené 10X Lysis Buffer slouzily ke stanoveni maximalni ak-
tivity LDH.

Ob¢ sady jsme inkubovali po dobu 45 minut pti 37 °C v 5% COa.

Ptenesli jsme 50 pl kazdého vzorku média (stanoveni spontanni aktivity LDH, sta-
noveni maximalni aktivity LDH a pozitivni kontrolu 1X LDH) do 96-well desticky

s plochym dnem.
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7) Ptenesli jsme 50 pl Reaction Mixture do kazdé jamky se vzorkem a promichali jem-

nym poklepanim.

8) Desticku jsme inkubovali pii pokojové teploté po dobu 30 minut a chranili ji pfed

svétlem.

9) Ke kazdému vzorku jsme ptidali 50 pl Stop Solution a promichali jemnym poklepa-

nim.

10) Zméfili jsme absorbanci pii 490 nm a 680 nm. Pro stanoveni aktivity LDH jsme pak

odecetli absorbanci pti 680 nm (signal pozadi ptistroje) od absorbance pii 490 nm.

Absorbanci jsme méfili na destickovém readeru Synergy H1 (Biotek, Winooski, VT,

USA).

11) Vytvotili jsme graf k ureni linedrniho rozsahu testu cytotoxicity LDH a optimalniho

poctu bunék.

8.3 Sledovani antioxida¢nich schopnosti baicaleinu u bunék oSetfenych

peroxidem vodiku

Baicalein byl pouzit k oSetfeni bun¢k pted plisobenim peroxidu vodiku jako latka

snizujici oxidac¢ni stres. Pro stanoveni aktivity LDH pfi sledovani jeho antioxidacnich vlast-

nosti byl pouzit CYQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MS, USA) a bylo postupovano podle manualu.

1) Ptenesli jsme optimélni pocet bunck (10000 b./ 1 jamka, jak bylo stanoveno

v pfedbézném experimentu) ve 100 pl média v triplikatech do 96-well desti¢ky pro

tkanové kultury.

2) Buiiky jsme nechali ptes noc inkubovat pti 37 °C v 5% CO,, aby adherovaly.

3) Pro stanoveni antioxida¢nich vlastnosti baicaleinu jsme pfipravili tyto varianty

vzorki v tripletech:

100 mM baicalein + 10 mM H,0,

Buiiky na 30 minut oSetfeny baicaleinem, poté inkubace 6 h s H,O»

10 mM H»0O, (bez baicaleinu)

Inkubace 6 h s H,O,

100 mM baicalein + 1 mM H,0,

Buiiky na 30 minut oSetfeny baicaleinem, poté inkubace 6 h s H,O»

1 mM H,0, (bez baicaleinu)

Inkubace 6 h s H,O,

100 mM baicalein + 0,1 mM H,O,

Buiiky na 30 minut oSetfeny baicaleinem, poté inkubace 6 h s H,O»

100 mM baicalein (bez H>0»)

Kontrola Gi¢inku samotného baicaleinu

Cisté kultivaéni médium

Kontrola

Tabulka 1: Varianty vzorkii, zdroj viastni
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4) Desticku jsme inkubovali pti 37 °C v 5% COx.

5) Kazdy vzorek jsme ptenesli na 96-well desticku s plochym dnem v triplikétech.

6) Do kazdé jamky se vzorkem jsme alikvotovali 50 ul Reaction Mixture a dobfe pro-
michali.

7) Desti¢ku jsme po dobu 30 minut inkubovali pfi pokojové teploté a chranili ji pred
svétlem.

8) Do kazdé¢ jamky se vzorkem jsme ptidali 50 pl Stop Solution a promichali jemnym
poklepanim.

9) Zméfili jsme absorbanci pii 490 nm a 680 nm. Pro stanoveni aktivity LDH jsme pak
odecetli absorbanci pii 680 nm (signal pozadi pfistroje) od absorbance pii 490 nm.
Absorbanci jsme méfili na destickovém readeru Synergy H1 (Biotek, Winooski, VT,

USA).

8.4 Morfologie bunék po oSetieni baicaleinem a peroxidem

Buniky MG-63 byly kultivovany na 12-jamkové desti¢ce ve stejnych variantdch mé-
dii, ve kterych jsme méfili aktivitu LDH (viz tabulka 1). Po 30-minutové inkubaci piislus-
nych vzorkl s baicaleinem a 6-hodinové inkubaci s H>O» byly jamky s butikami promyty
PBS (Phosphate Buffer Saline). Poté bylo pfidano médium Live Cell Imaging Solution
(LCIS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MS, USA) a buniky byly vyfoceny na inver-
tovaném mikroskopu Olympus CKX41 (Olympus, Hamburg, Némecko) s objektivem 10x.

8.5 Statistické zpracovani

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit Studenttv t-test (p < 0,05).
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9 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

9.1 Urceni optimalniho poc¢tu bunék pro test LDH cytotoxicity

Do grafu jsme vynesli hodnotu absorbance kontroly maximalni aktivity LDH minus
hodnotu absorbance kontroly spontanni aktivity LDH proti po¢tu bunék, abychom ur¢ili li-
nearni rozsah testu cytotoxicity LDH a optimalni pocet bun¢k. Optimalni pocet bun€k na
jamce 96-well na tento pokus je cca 10000 az 12000. Pro nasledny pokus s baicaleinem a

peroxidem vodiku jsme tedy pouzili 10000 bun¢k na jamku.

Graf aktivity LDH u bunék MG-63

2,5

1,5

A 490-680

0,5

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000
Pocet bunék

spontanni aktivita LDH = e====max aktivita LDH  e====max-spontanni

Graf 1: Urceni optimalniho poctu bunék pro test LDH cytotoxicity, zdroj vilastni

9.2 Sledovani antioxidacnich schopnosti baicaleinu u bunék oSetrenych

peroxidem vodiku
Graf aktivity LDH naméfené ve vzorcich

0,065
0,06
0,055

TR

0,045

0,04 l

10 mM 10 mM 1 mM 1 mM 0,lmM 0, mM Dbaicalein kontrola
peroxid peroxid+ peroxid peroxid+ peroxid peroxid +
baicalein baicalein baicalein

A490-680

Graf 2: Aktivita LDH namérena ve vzorcich, zdroj viastni
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Vysledek:
e (im vétsi koncentrace peroxidu, tim vysSsi poSkozeni bun¢k a hodnota LDH (absor-
bance)
e pouiti baicaleinu snizuje poSkozeni buné¢k pii koncentraci peroxidu 10 mM a 1 mM
e koncentrace peroxidu 0,1 mM jiz buiiky tolik neposkozuje, projevuje se cytotoxicita
baicaleinu
e usamotné¢ho baicaleinu se oproti kontrole (pouze samotné buiiky) projevuje také ur-

Cita cytotoxicita

9.3 Morfologie bunék po oSetieni baicaleinem a peroxidem vodiku

Pii mikroskopickém zhodnoceni vzhledu bunék bylo zjisténo, ze nejposkozené;si
buiiky jsou ty, které byly oSetfeny peroxidem vodiku o koncentraci 10 mM bez ptidavku i
s ptidavkem baicaleinu, a déle buniky oSetfené peroxidem vodiku o koncentraci 1 mM bez
ptidavku baicaleinu. PoSkozené buiiky nebo buiiky ve stresu maji zakulaceny tvar na rozdil

od bun¢k neposkozenych, které maji protahly tvar fibroblastu, viz obrazek ¢. 9.

47



Obrazek 9: Morfologie bunék po osetieni baicaleinem a peroxidem, zdroj viastni

Legenda:
A =MG-63 peroxid 10 mM bez baicaleinu
B = MG-63 peroxid 10 mM + baicalein 100 uM
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C = MG-63 peroxid 1 mM bez baicaleinu

D = MG-63 peroxid 1 mM + baicalein 100 uM

E = MG-63 peroxid 0,1 mM bez baicaleinu

F = MG-63 peroxid 0,1 mM + baicalein 100 uM

G = MG-63 kontrola bez peroxidu, baicalein 100 uM
H = MG-63 kontrola bez peroxidu bez baicaleinu

Vyfoceno na mikroskopu Olympus CKX41, objektiv 10x
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DISKUZE

1. K ¢emu slouzi laboratorni stanovovani laktatdehydrogenazy v séru?

Laktatdehydrogenéaza v séru je obecnym ukazatelem lyzy bunék. Ke zvySeni aktivity
LDH dochazi pii celé fadé onemocnéni. Aktivita LDH v séru neni organovée specificka, ale
mize slouzit jako voditko pfi diagnostice onemocnéni jater, perniciézni a hemolytické ané-
mie, a akutniho infarktu myokardu nebo kosternich svalti. V kombinaci s velmi nizkou kon-
centraci haptoglobinu slouzi jako dobry marker intravaskuldrni hemolyzy. Dale mé& méteni
LDH v séru také klasifikacni a prognosticky vyznam u mnoha malignich nadort, u kterych
je zvySena koncentrace zejména izoenzymu LDS5. I1zoenzymy lze dokonale rozlisit pomoci
elektroforézy. Stanoveni LDH v séru ma také vyznam pii ur€ovani prognostického skore a
stagingu u rtiznych druhid nadord. (12; 10)

V naSem pokusu jsme vyuzili méfeni cytotoxicity pomoci LDH.

2. Lze pomoci baicaleinu snizit oxidacni stres bunék osetfenych peroxidem vodiku?

Nékolik ptedchozich studii ukédzalo, ze ochranné uc¢inky flavonoidi jsou odvozeny od
jejich aktivit pohlcujicich volné radikaly, zatimco antioxidacni vlastnosti jsou nedostatecné
k vysvétleni ochranného mechanismu flavonoidii. Bylo prokézano, Ze baicalein brani posko-
zeni bunék vyvolanému ROS tim, Ze pilisobi jako zachycovac volnych radikala diky své
TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) a aktivit¢ vychytavani volnych radikala
DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). V této studii baicalein inhiboval apoptdzu indukova-
nou H20» se sniZzenim hladin intracelularniho peroxidu. To naznacuje, Ze antioxida¢ni akti-
vita baicaleinu se mize podilet na ochrané bunék C6 proti cytotoxickym udalostem vyvola-
nym H>0,. (16)

V nasi studii jsme zjistili, Ze pouziti baicaleinu snizuje poSkozeni bun¢k MG-63 pii

koncentraci peroxidu 10 mM a 1 mM.

3. Ma oSetieni peroxidem vodiku a baicaleinem vliv i na morfologii bunék?

Ptedchozi studie ukazaly, ze baicalein mize chranit bunécnou morfologii a integritu
pted oxidativnim stresem, ktery peroxid vodiku zpiisobuje. To mize zahrnovat udrZeni nor-

malniho tvaru bunék, sniZzeni poSkozeni bunéénych membran a dalSich bunécnych struktur.
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Bylo zjisténo, ze baicalein chrani bunky gliomu C6 pted cytotoxicitou indukovanou H>O».
(16)

Pfi nasem mikroskopickém zhodnoceni vzhledu bunék bylo zjisténo, Ze nejposkoze-
n¢jsi bunky jsou ty, které byly osetfeny peroxidem vodiku o koncentraci 10 mM bez pfi-
davku i s pfidavkem baicaleinu, a dale buiiky oSetfené peroxidem vodiku o koncentraci 1
mM bez pfidavku baicaleinu. Poskozené buiiky nebo bunky ve stresu maji zakulaceny tvar

na rozdil od bun¢k neposkozenych, které maji protahly tvar fibroblastu.
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ZAVER
Tato bakalarska prace s nazvem ,,Laktitdehydrogenaza jako marker integrity bu-

nééné membrany* je rozdélena na teoretickou a praktickou cast.

V teoretické Casti je popsana fyziologie buiiky se zaméfenim na cytoplazmatickou
membranu a patofyziologie builky, konkrétné bunécné smrt. Dale je v ni popsan mechanis-
mus glykolyzy, na ktery navazuje oxidacni stres a patologické stavy, které zpisobuje. Po-
sledni kapitola teoretické casti je vénovana flavonoidiim, konkrétné baicaleinu a jeho moz-

nym pfiznivym G¢inklim na nase zdravi.

V praktické ¢asti jsme testovali nasSe teoretické ivahy o moznosti baicaleinu zabranit
oxida¢nimu stresu. Podrobnou analyzou vysledkil jsme zjistili, Ze pouziti baicaleinu snizuje

poskozeni bun€k pfti koncentraci peroxidu 10 mM a 1 mM.
Zjistili jsme ale také, Ze u samotného baicaleinu se oproti kontrole (pouze samotné

bunky v kultivaénim médiu) projevuje také urcitd cytotoxicita, coz podporuje znamé rceni,

ze kazda latka miize byt potencidlné toxickad, zalezi jen na jeji koncentraci.

52



10 CITOVANA LITERATURA

1. Rokyta, Richard et. al. Fyziologie a patologicka fyziologie: pro klinickou praxi. Praha :
Grada Publishing, 2015. ISBN 978-80-247-4867-2.

2. —. Fyziologie: pro bakalarska studia v mediciné, osetiovatelstvi, prirodovédnych,
pedagogickych a télovychovnych oborech. Praha : ISV, 2008. ISBN 80-86642-47-X.

3. Mysliveéek, Jaromir a Riljak, Vladimir. Fyziologie: repetitorium. Praha : Stanislav
Juhanak - Triton, 2020. ISBN 978-80-7553-818-5.

4. Vokurka, Martin a kol. Patofyziologie pro nelékarské smery. Praha : Karolinum, 2018.
ISBN 978-80-246-3563-7.

5. Cell. National Human Genome Research Institute. [Online] 2024. [Citace: 8. 3. 2024.]
https://www.genome.gov/genetics-glossary/Cell.

6. Cell Membrane (Plasma Membrane). National Human Genome Research Institute.
[Online] 2024. [Citace: 8. 3. 2024.] https://www.genome.gov/genetics-glossary/Cell-
Membrane.

7. Stillwell, William. An Introduction to Biological Membranes, Membrane Transport.
National Library of Medicine. [Online] Epub, 2016. [Citace: 8. 3. 2024.]
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7182109/. https://doi.org/10.1016/B978-0-
444-63772-7.00019-1.

8. Silbenagl, Stefan a Lang, Florian. Atlas patofyzologie. Praha : Grada, 2012. ISBN 978-
80-247-3555-9.

9. Holecek, Milan. Regulace metabolismu zakladnich Zivin u ¢lovéka. Praha : Karolinum,
2016. ISBN 978-80-246-2976-6.

10. Stern, Petr a kol. Obecnd a klinickd biochemie: pro bakaldiské obory studia. Praha :
Karolinum, 2011. ISBN 978-80-246-1979-8.

11. Matous, Bohuslav et al. Zadklady lékarské chemie a biochemie. Praha : Galén, 2010.
ISBN 978-80-7262-702-8.

12. Racek, Jaroslav a Rajdl, Daniel et. al. K/inicka biochemie. Praha : Galén, 2021.
ISBN 978-80-7492-545-0.

13. Dastych, Milan a Breinek Petr a kol. Klinicka biochemie: bakalarsky obor Zdravotni
laborant. Brno : Masarykova univerzita, 2015. ISBN 978-80-210-7788-1.

14. Necas, Emanuel a kol. Obecna patologicka fyzologie. Praha : Karolinum, 2021. ISBN
978-80-246-4633-6.

15. Torp, Oyvind. Jak utéct rakoviné. Praha : Euromedia group, 2020. ISBN 978-80-242-
6652-7.

16. Baicalein inhibition of oxidative-stress-induced apoptosis via modulation of ERKs
activation and induction of HO-1 gene expression in rat glioma cells. Chen, Yen-Chou, a
dalSi. misto neznamé : Toxicology and applied pharmacology, 2006. doi:
10.1016/j.taap.2006.05.008.

17. Kratka historie bioflavonoidii. Zloch, Zdenék. Pardubice : Univerzita Pardubice, 2003.
ISBN 80-7194-549-8.

18. Wenzel, Melanie. Leciveé rostliny: nejlepsi vyuZiti pro zdravi celé rodiny. Praha :
Grada, 2014. ISBN 978-80-247-5155-9.

19. Jahoda¥, Ludék. Farmaceuticky vyznamné semenné rostliny. Praha : Karolinum,
2022. ISBN 978-80-246-4952-8.

20. Buhner, Stephen Harrod. Prirodni antivirotika: Alternativni zpusob lécby. Praha :
Esence, 2021. ISBN 978-80-242-7192-7.

21. Strunecka, Anna, Navratilova, Zdefika a Patocka, JiFi. Lécive byliny a dusevni
zdravi. Petrovice : ProfiSales, 2018. ISBN 978-80-87494-32-5.



22. Zhao, Qing, Chen, Xiao-Ya a Martin, Cathie. Scutellaria baicalensis, the golden
herb from the garden of Chinese medicinal plants. National Library of Medicine. [Online]
Epub, 2016. [Citace: 14. 3. 2024.]
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5031759/.

23. Baicalein, 98%. [Online] [Citace: 8. 3. 2024.]
https://www.sigmaaldrich.id/id_en/465119-100mg-baicalein-98-.

24. CyQUANT LDH Cytotoxicity Assay Kit. Thermo Fisher Scientific. [Online] 2019.
[Citace: 15. 3. 2024.] https://www.thermofisher.com/document-connect/document-
connect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0018500 CyQUANT-LDH-Cytotoxicity-Assay-
Kit PLpdf.



