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Abstrakt

V diplomové préci je nastinéna problematika naruseni samci reprodukce, kterd mize byt
zpUsobena mnoha vnéjsimi vlivy véetné kontaktu ¢lovéka s chemickymi latkami plsobicimi nepfiznivé
na testikularni systém (varlata), coz mizZe vést aZ k neplodnosti. Teoreticka ¢ast se zabyva vyuZitim 3D
in vitro model( v hodnoceni testikularni toxicity a v objasnéni bunécénych a molekularnich mechanisma
vedoucich k naruseni samci reprodukce. Celd price se zaméruje zejména na jeden typ testikuldrnich
bunék, na Leydigovy buriky, které hraji nezastupitelnou roli v produkci samdcich pohlavnich hormon
nezbytnych pro spravny vyvoj varlat a produkci funkénich spermii. Shrnuje jejich vyvoj a funkce ve
zdravém organismu, dostupné zdroje téchto bunék pro in vitro modely spolu s jejich vyhodami i
nevyhodami, dale pfinasiinformace o vyhodach a nevyhodach dostupnych 3D in vitro modell a o jejich
praktickém wvyuZiti pti hodnoceni testikuldrni toxicity v toxikologii. Prakticka ¢dst této prace je
zamérena na pokrodily 3D in vitro model multicelularnich sféroidd tvoreny Leydigovymi TM3 burikami
a na jeho wvyuziti pfi stanoveni testikularni toxicity vybranych environmentdlné relevantnich
kontaminant( Zivotniho prostfedi (herbicid methoxychlor, produkty osobni potreby triklosan a
triklokarban), které jsou podezielé z nepfiznivého ovliviiovani reprodukéniho a endokrinniho systému
samcu. Vliv latek byl hodnocen pomoci parametr( charakterizujicich velikost, tvar a Zivotaschopnost
sféroida. Triklosan nemél podstatny vliv na 3D model Leydigovych bunék na rozdil od 2D modelu.
Naproti tomu methoxychlor sice nesniZoval Zivotaschopnost bunék tvoficich sféroid, ale zplsoboval
naruseni jejich tvaru a kompaktnosti. Triklokarban vykazoval nejvyssi testikuldrni toxicitu a ovliviioval

nejen velikost a tvar sféroidd, ale i jejich Zivotaschopnost.



Abstract

The diploma thesis addresses the problem of the male reproduction which can be caused by
many external factors including chemicals having adverse effects on testicular system (testis) which
may lead to infertility. The theoretical part of this thesis deals with the use of the 3D in vitro models in
the assasment of testicular toxicity and in the assessment of cellular and molecular mechanisms
leading to impairment of male reproduction. The thesis is focused mainly on one type of testicular
cells, on Leydig cells which play an important role in the production of male sex hormones essential
for the development of testis and for the production of mature sperms.

The thesis summarizes the development and functions of Leydig cells, the sources of this
testicular cell type for in vitro models including their adventages and disadvantages and brings
information on advantages and disadvantages of 3D in vitro models and on their usefulness for
testicular toxicity assesment in toxicology. The practical part of the thesis is focused on an advanced
3D in vitro model of multicellular spheroids formed by Leydig TM3 cells and its application for the
evaluation of testicular toxicity of environmentally relevant contaminants (herbicide methoxychlor,
personal care products triclosan and triclocarban). The chemical impact was evaluated using
parameters characterizeing size and shape and viability of spheroids. Triclosan had no significant
impact on 3D model of Leydig cells, which is in contrast to 2D model. Methoxychlor did not decrease
viability of cells forming spheroids but disturbed their shape and compactness. Triclocarban was the
most potent testicular toxicants and affected not only the size and shape of spheroids, but also their

viability.
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Seznam zkratek

2D — dvourozmérné prostredi

3D —trojrozmérné prostredi

3R — princip tykajici se opatfeni zamérenych na zasady odpovédného a rozumného uzZiti zvifat
pfi pokusech (,,Replacement” — nahrazeni, ,Reduction” — snizovani, ,Refinement” — zjemnéni)

3a-diol — 5a-androstane-3a,17B-diol

3B-HSD — 3B-hydroxysteroid dehydrogendza

5a-DTH — 5a-dihydrotestosteron

ACR — protein pro regulaci aktivity cytoskeletu

ADI — akceptovany denni pfijem (,,acceptable daily intake”)

ALCs — dospélé Leydigovy buriky (,adult Leydig cells®)

AR — androgenni receptor

ASCs — dospélé kmenové bunky (,,adult stem cells”)

BPA — bisfenol A

BTB — hematotestikularni bariéra (,,blood-testis barrier)

cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

c-KIT — gen pro tirozinkinazovy receptor

DAZL — ,deleted in azoospermia-like”

DEHP — di-2-ethylhexyl ftalat

DBCP — 1,2-dibromo-3-chloropropan

DHH — Desert hedgehog protein

DHT — dihydrotestosteron

DMEM — Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium (,,Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium®)

DMSO — dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina (,,deoxyribonukleotide acid”)

DNPTE — vyvojové netoxické ftalaty

DTPE — vyvojové toxické ftalaty

ECVAM - Evropské centrum pro validaci alternativnich metod (,,European Centre for
Validation of Alternative Methods®)

ED — endokrinni disruptor

EDSP — skriningovy program endokrinnich disruptor (,,Endocrine Disruptor Screening Program®)

EDSTAC — Poradni vybor pro skriningovani a testovani endokrinnich disruptort (,,Endocrine Disruptor
Screening and Testing Advisory Comittee”)

EGME — ethylglykol monoethyleter
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ER — estrogenni receptor

ESC — embryonalni kmenové burky (,,embryonic stem cells”)

FBS — fetdlni bovinni sérum

FLCs — fetdlIni Leydigovy bunky (,fetal Leydig cells”)

FSH — folikulo-stimulaéni hormon

GJIC — mezibunécéna komunikace mezerovymi spoji (,,gap junction intercellular comunication®)

GnRH — hormon uvolfujici gonadotropin (,gonadotropin-releasing hormone*)

GPF — zeleny fluorescencni protein

hCG — choriovy gonadotropin (,,human chorionic gonadotropin®)

HTS — vysoce propustny skrining (,,high throughput screening”)

HPT — osa hypotalamus-hypofyza-varlata (,,hypthalamus-pituitary-testicular axis“)

HPTE — 2,2-bis(p-hydroxyfenyl)-1,1,1-trichloroethan

HS — koriské sérum

ICCVAM — Mezirezortni koordinacni vybor pro validaci alternativnich metod (,, Interagency

Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods*)

ICH — Mezindrodni rada pro harmonizaci (,International Conference on Harmonisation”)

ICM — embryoblast (,,inner cell mass®)

ILCs — nezralé Leydigovy buriky (,immature Leydig cells”)

INSL3 — hormon podobny inzulinu

iPSCs — indukované pluripotentni buriky (,induced pluripotent stem cells”)

LH — luteinizaéni hormon

LHCGR - receptor pro luteinizacni hormon a choriovy gonadotropin

LHR — receptor pro luteiniza¢ni hormon

LIF — inhibiéni faktor leukémie

LIFR — receptor pro inhibi¢ni faktor leukémie

MCF-7 — imortalizované bunécné linie lidského andenokarcinomu prsu

MTX — methoxychlor

OECD - Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (,, The Organisation for
Economic Co-operation and Developement”)

P450scc — cytochrom P450 se Stépicim postrannim retézcem

PBS — pufrovany fyziologicky roztok (,, physiological buffer saline®)

PCPs — produkty osobni potreby (,,personal care products®)

PDGFa — rustovy faktor A derivovany z trombocytl

PDGFRa — receptor pro ristovy faktor derivovany z trombocyt(

PLCs — progenitorové Leydigovy burky (,,progenitor Leydig cells”)
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PRM1 — protamin 1

QSAR - aktivita latky ve vztahu k jeji strukture (,,quantitative structure-activity relationship“)

REACH — Integrovany systém pro registraci, hodnoceni, povolovani a evaluaci chemickych
latek (,,Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals”)

RA —kyselina retinova

SC — kmenové buriky (,,stem cells”)

SEM — smérodatna odchylka priméru

SLCs — kmenové Leydigovy buriky (,,stem Leydig cells”)

SPC — spermatocyty

SSCs — spermatogonialni kmenové buriky (,spermatogonial stem cells”)

TCC —triklokarban

TCS —triklosan

TDF — faktor determinujici varlata (,testis-determining factor®)

TDG — testikularni dysgeneze (,testicular dysgenesis”)

TG —technicky manual (,,test guideline”)

TPA — tetradekanoyl forbol acetat

US EPA — americka Agentura pro Zivotni prostfedi (,US Environmental Protection Agency”)

US NCR — Narodni rada pro vyzkum v USA

WT1 — Wilm(v tumor protein 1
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Uvod

S problémem s reprodukci se potykd mnoha muzi po celé svété. Neplodnost miZe zplsobovat
mnoho faktord od Zivotniho stylu pfes pouZivani léCiv az po plsobeni chemickych latek negativné
ovliviujicich stavbu i funkci samciho testikularniho systému. Diplomova priace je zamérend na
hodnoceni testikularni toxicity pomoci in vitro model(. In vitro pFistup vyuziva bunécéné kultury nebo
tkané pochazejici z zivych organismd, nejcastéji z hlodavcid. UmozZnuje studium a lepsi porozuméni
interakcim a procesim odehrévajicim se ve varlatech a také slouzi k hodnoceni mozného plsobeni
latek na testikularni systém. Postihuje vSak jen malou ¢ast celého komplexniho systému, proto nemuze
samotné zcela nahradit testovani in vivo. Nadéji jsou v souc¢asné dobé pokrocilé in vitro modely tvofici
trojrozmérnou strukturu (3D) a pfipominajici mnohem vérnéji skutecnou situaci in vivo nez tradi¢ni
modely tvofici dvourozmérnou strukturu (2D). Pozornost price je zaméfena zejména na Leydigovy
buriky, jenZ tvofi dlleZitou slozku testikularniho systému a jejichZz spravna funkce, tedy produkce
samcich pohlavnich hormond, je nezbytnd pro produkci pohlavnich bunék v dostatecné kvalité i
kvantité. Cilem teoretické ¢asti je prinést nejnovéjsi poznatky z oblasti vyuZiti pokrocilych 3D modell
v hodnoceni testikularni toxicity a jejich kritické zhodnoceni véetné jejich vyhod a nevyhod.

Cilem praktické prace byla optimalizace a praktické wvyuziti pokrocilého 3D modelu
multicelularnich sféroidd tvoreny Leydigovymi TM3 burikami k hodnoceni testikuldrni toxicity
chemickych latek. Vybranymi ldtkami jsou environmentalné relevantni kontaminanty Zivotniho
prostifedi — herbicid methoxychlor a produkty osobni potfeby triklosan a triklokarban. Viechny tfi latky
jsou podezielé, Ze negativné plsobi na samci testikularni organ, tedy na varlata, nebo na endokrinni
systém. Vyskytuji se v Zivotnim prosttedi a ¢lovék s nimi tim padem mUze pFijit do kontaktu. Ucinky
studovanych latek na 3D model Leydigovych bunék byly hodnoceny porovnanim velikosti, tvaru a
Zivotaschopnosti exponovanych a neexponovanych sféroidd. Cilem price bylo také posoudit, zda
model mnohobunécnych sféroidd Leydigovych bunék predstavuje vhodny zplsob pro posouzeni

testikularni toxicity latek.
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1 Testikuldrni toxicita

Hlavnim cilem reprodukéniho procesu u dospélych samcl je produkce pohlavnich bunék
(spermii) schopnych oplozeni a nasledna produkce Zivotaschopnych potomk( (Saldutti et al., 2013). V
poslednich desetiletich byl celosvétové v muiské populaci zaznamenan zvySeny vyskyt vyvojovych
defektl a nadorl samdcich reprodukcnich organ(, také kvantita a kvalita spermii se sniZila, coz se
projevilo i v narlstu problému s plodnosti. Napf. v Evropé se problém neplodnosti tyka asi 15 % paru
(Péknicova, 2007), ztoho 40 % je zpUsobeno pouze muzskym a 40 % pouze Zenskym faktorem,
zbyvajicich 20 % predstavuje kombinaci faktoru muzského i Zenského (Doherty and Clark, 2006).

Samci vnitfni pohlavni organ, tedy parova varlata, je citlivy k negativnim zasah(m vnéjsiho i
vnitfniho prostredi. Stres, Spatnd Zivotosprava, koureni, pozivani drog, l1écba chemoterapeutiky i
antibiotiky mohou byt testikularné toxické, tedy negativné plsobit na testikularni systém (varlata), a
tim nepftiznivé ovliviiovat samdi reprodukci. Také kvalita Zivotniho prostfedi hraje dileZitou roli
(Péknicova, J. 2007). Varlata jsou Castym cilem plsobeni chemickych latek. Nékteré kontaminanty
Zivotniho prosttedi, jako jsou napft. pesticidy, potravinova aditiva, primyslové pouzivana rozpoustédia
a zmékcéovace plastl, tézké kovy (Cd, Pb; Reis et al. 2015) jsou testikularnimi toxikanty a timto
zplUsobem zasahuji do procesu samci reprodukce (Saldutti et al., 2013). Proto by bylo uZitecné
detekovat testikularni toxicitu pfi vyvoji novych Iéc¢iv nebo pfi hodnoceni nebezpecnosti novych ¢i jiz

pouzivanych chemickych latek tak brzo, jak je mozné.

1.1 Hodnoceni testikularni toxicity

Pro hodnoceni reprodukéni toxicity véetné testikuldrni toxicity chemickych latek se v dnesni
dobé nejcastéji vyuziva tradicni pfistup testovani, tedy metody in vivo, poZadujici k testovani latek Zivé
organismy, predevsim vyssi obratlovce (Kubincova a kol., 2016). PouZiti zejména hlodavcli dovoluje
rozsahle studovat uUcinky latek na cely Zivy organismus (Daston et al., 2007), v pfipadé testikularni
toxicity se zejména hodnoti kvalita i kvantita pohlavnich bunék (Chapin et al., 2013), ale také vaha
pohlavnich organ(i a provadi se i jejich histopatologické vysetieni (OECD TG 422, 2014). Takovéto
testovani je nakladné, zdlouhavé, spotiebovava i velké mnozstvi zvifat a potyka se s etickymi problémy
(Saldutti et al., 2013). Kromé toho neumoziuje podrobné studium mechanism( pulsobeni latek
(Kubincova a kol., 2016). Zna¢né omezeni predstavuji i mezidruhové rozdily mezi lidmi a hlodavci, ktefi
se nejCastéji pro testovani in vivo pouZzivaji. Bylo zjisténo, Ze extrapolace vysledk ze zvitat na ¢lovéka
je presnd z50-70 %, vysledky testovani navic zdvisi na laboratofi, kde se testovdni provadi, a na
hodnocenych orgdnech. Nékteré latky jsou tedy vyhodnoceny jako toxické, ackoli jsou pro ¢lovéka

neskodné, a naopak (Chapin et al., 2013). Tyto problémy provazeji i testovani léciv, pficemz bylo
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zjiSténo, Ze rocné dochazi k vyvoji primérné trech novych Iéciv, které jako vedlejsi ucinek zpusobuji
testikularni toxicitu (Sasaki et al., 2011).

V roce 2007 nabylo uUcinnosti nafizeni systém REACH (registrace, hodnoceni, povolovani
chemikalii), ktery nafizuje ziskat informace o nebezpecnych vlastnostech pro vsechny chemické latky
vyrabéné v EU nebo do ni dovadZzené v mnozZstvi vétSim neZ 1t za rok. Cilem tohoto kroku je do roku
2020 dovazet a prodavat pouze registrované chemické latky za ucelem ochrany lidského zdravi a
pouzivani latek zplisobem neohroZujicim Zivotni prostfedi (www.chemportal.cz). MnoZstvi chemikalii
nutnych otestovat je odhadovano asi na 30 tisic a je nemoZné vsechny tyto latky hodnotit pomoci in
vivo testovani (Kubincova a kol., 2016). Narodni rada pro vyzkum v USA (US NCR) provedla analyzu
metod, které se tradi¢né pouzivaji k hodnoceni toxicity a nastinila dalSi postupy a vize v této oblasti
(US National Research Council, 2007). Jelikoz se ukazalo, Ze vyuzivané postupy spocivajici predevsim
v testovani in vivo s pouZitim zvitat nejsou pfilis relevantni pfi pfeneseni ziskanych vysledkl na ¢lovéka,
navrhuje US NCR vyuzit nové poznatky molekularni biologie, biotechnilogii, pocitatového modelovani
toxicity a hodnoceni zdravotnich rizik potencidlné toxickych latek. Novy pfistup k posuzovani toxicity
latek by mél vyuzivat biologické modely, které jsou relevantni, tvofené nerakovinnymi burikami
pochazejicimi od ¢lovéka, nikoli od zvirete, a péstované pokrocilym zplsobem v prostiedi pfiblizujicim
se skutecnym podminkdam v organismu. Takové modely by umoznily I1épe porozumét mechanismim
bunécnych procest a signdlnich drah ovlivnénych chemickymi latkami. Zde by se daly vyuzit také
progresivni technologie oznacované ndazvem s priponou ,omika“ (transkriptomika, proteomika,
genomika, metabolomika, cytomika). DlleZita je také automatizace a robotizace procest, k tomu by
se dal vyuzit vysokokapacitni HTS (high-throughput screening) a vysokoobsahové systémy HCS (high-
content screening). Dllezitd je tedy podpora vyvoje a pouzivani pokrocilych in vitro a in silico metod a
snaha o jejich zafazeni do legislativy USA (Kubincova a kol., 2016).

Podporu alternativnich pfistup(, tedy i in vitro model(, pfindsi koncept 3R (Replacement —
nahrazeni, Reduction — sniZeni a Refinement — zjemnéni), ktery se snaZi nahradit testovani in vivo
alternativnim pristupem nebo alespon snizit pocet zvirat pouzitych k testovani latek a ddle co nejvice
sniZit jejich utrpeni nebo vylepsit podminky jejich poufziti (Saldutti et al., 2013; Kubincova a kol., 2016).
Proto v soucasné dobé dochazi krozvoji alternativnich metod bez pouziti zvifat, nebo alespon
s minimalnim testovdnim na zvitatech. Alternativni je tedy kazdd metoda spliujici alesponi jedno ze tfi
R (Kubincova a kol., 2016). Aby byly tyto alternativni metody Ci testy zaclenény do legislativy a mohly
se pouZivat, musi nejprve projit sloZitym procesem vyvoje, validace a implementace, coz mUze trvat
desitky let. Validacni fizeni probiha pod dohledem Evropského centra pro validaci alternativnich metod
(ECVAM), Koordinacniho vyboru pro validaci alternativnich metod USA (ICCVAM) a Organizace pro
hospodarskou spolupraci a rozvoj (OECD; Kubincova a kol., 2016). V Tabulce 1 je prehled konkrétnich
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alternativnich testl k hodnoceni testikularni toxicity a endokrinni disrupce (naruseni normalniho

fungovani endokrinniho systému), at jiz validovanych, ¢i teprve v procesu validace.

Tabulka 1: Alternativni testy pro reprodukéni toxicitu a endokrinni disrupci (Blazkova, 2015).

Nazev

Test

Validacni status

Regulacni status

Koncept 3R

Ucel testu

Rozsifend
jednogeneracni studie
reprodukéni toxicity

in vivo

Zadné dostupné
informace

OECD: TG 443

J poctu

Alternativa k OECD TG
414, 415, 416 a 426
Pouziva méné zvirat
Vice dat o kazdém
zviteti

Kombinace metody
davkovani se
skriningovym testem
pro reprodukéni
toxicitu

in vivo

Zadné dostupné
informace

OECD: TG 422 (1996)

J poctu

Alternativa k OECD TG
407 a 412

Zahrnuje
uterotroficky a
Hershbergeriv test

Test embryotoxicity
vyuZivajici
embryonalni kmenové
buriky (EST)

in vitro

EU: ECVAM schvalil
jako validni pro
identifikaci latek
slabé nebo silné
embryotoxickych

nebo
nezpusobujicich
embryotoxicitu
(2002)

Zadna informace

J poctu

Alternativa k OECD TG
407 a 412

Zahrnuje utertroficky a
Hershbergeriv test

Test embryotoxicity
vyuZzivajici in vitro
kulturu ze zabitych

embryi (MM)

in vitro

EU: ECVAM schvalil
jako validni pro
identifikaci silné
embryotoxickych

latek (2002)

Zadna informace

J poétu

Alternativa k OECD TG
414

Soucast testovaci
strategie pro
testovani reprodukéni
toxicity

Test embryotoxicity
vyuZzivajici celd embrya
zabitych zvitat (WET)

in vivo

EU: ECVAM schvalil
jako validni pro
identifikaci latek

slabé
embryotoxickych
nebo
nezpUsobujicich
embryotoxicitu
(2000)

Zadna informace

Zlepseni
podminek
(pouziva
embrya
zabitych
zvifat)

Alternativa k OECD TG
414

Soucdst testovaci
strategie pro
testovani reprodukéni
toxicity

Test stanovujici vazbu
na AR receptor
(cytosolova frakce
pfedni ¢asti prostaty
potkana)

ex vivo

US: prevalidace
ICCVAM (2002),
validace EPA (2007)

US: Uroveri 1 v EDSP
(EDSTAC)

J poctu

Alternativa k OECD TG
416

Soucast schémat
stupriovitého
testovani pro ED

Test vyuZzivajici vazbu
na ER receptor
(cytosolova frakce
délohy potkana)

ex vivo

US: prevalidace
ICCVAM (2002),
validace EPA (2007)

US: Uroveri 1 v EDSP
(EDSTAC)

J poctu

Alternativa k OECD TG
416

Pouzivd méné zvirat
Soucast schémat
stupriovitého
testovani pro ED

Test stanovujici
aktivitu mikrosomalni
aromatazy

in vitro

US: validovano US
EPA (2007) ke
stanoveni latek
inhibujicich
aromatazu

US: Uroveri 1 v EDSP
(EDSTAC)

J poctu

Alternativa k OECD TG
416

Soucdst schémat
stupriovitého
testovani pro ED
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Pokracovani tabulky 1: Alternativni testy pro reprodukéni toxicitu a endokrinni disrupci (Blazkova, 2015).

e  Alternativa k OECD TG
Test stanovujici vazbu OEf/Z;igar(c):Iha OE?E;QT(ZVlBh(yG%V)OU 416v . .
na lidsky in vitro . pr . J pottu |®  Soucastschémat
. , US: prevalidace US: Uroveri 1 v EDSP stupfovitého
rekombinantni ERa
ICCVAM (2002) (EDSTAC) testovani pro ED
e  Alternativa k OECD TG
agonity Hdskéhe ER OECD: validace Soutést sché
BONISTY NASKENO EX 1 in vitro US: validace OECD: TG 455 (2013) | | po¢tu |®  Soucastschémat
pomoci bunééné linie (ICCVAM) stupfiovitého
hER-HelLa-9903 testovani pro ED
e  Alternativa k OECD TG
Test stanovujici o 416 a 426
agonisty a antagonisty | . . OECD: va?lldace OECD: TG 457 (2012) Y e Sougast stupfiovitého
AN . | in vitro US: validace . M J poctu
lidského ER pomoci US: Uroven 1 v EDSP testovani pro ED
e e (ICCVAM)
bunééné linie BG1Luc
e  Alternativa k OECD TG
Test steroidogeneze OECD: orophg | OECD: TG 456 (2011) 416 ]
zaloZeny na bufikach | in vitro validacc.e‘zUS EPA) US: Uroveri 1VEDSP | { poétu |°® SOUC?St 'sc’hemat
H295R (EDSTAC) stupfiovitého
testovani pro ED
US: mezilaboratorni e  Alternativa k OECD TG
Proliferace bunék po valida¢ni studie 416
pusobenll Iatfek. s o .Iaboratore %4dné dostupné Nahrazeni | ® Souc?st .sc,hemat
estrogenni aktivitou | invitro | CertiChem-Inc; test s . Y stupriovitého
. e informace J poctu o
(CertiChem Inc. vysokou prioritou testovani pro ED
MCF-7) pro dalsi validaci dle
ICCVAM

AR — androgenni receptor, ECVAM — Evropské centrum pro validaci alternativnich metod, ED — endokrinni
disrupce, EDSP — skriningovy program endokrinnich disruptorti, EDSTAC — Poradni vybor pro skrining
endokrinnich disruptort, ER — estrogenni receptor, ICCVAM — Mezirezortni koordinaéni vybor pro validaci
alternativnich metod, MCF-7 — imortalizované bunécné linie lidského andenokarcinomu prsu,

OECD - Organizace pro hospodarskou spolupraci a rozvoj, TG — technicky manual, US EPA - americka

Agentura pro zivotni prostredi.

Sledovani Gcink( latek na samci reprodukéni soustavu je velmi narocné, jelikoz se jedna o velmi
komplexni systém. V soucasnosti dochazi k vyvoji ¢i zdokonaleni in silico, in vitro Ci ex vivo modell
(www.alttox.org). Ke snizeni in vivo testovani a zlepSeni predikce toxicity by mohla vést vhodna
kombinace alternativnich testl (in silico, in vitro, ex vivo), nazyvana baterie testl a tzv. stupnovité
schéma testovani (tiered test strategy), kdy jsou vysledky z jednoho stupné testovani pouzity pro
nasledny komplexné;jsi krok (Kubincova a kol., 2016; Saldutti et al., 2013). Nejprve jsou tedy hodnoceny
informace ziskané v prvnim kroku testovani (reserse literatury a zisk dostupnych informaci o testované
latce) a pokud nedostacuji k predikci Gcinkd latky, pristupuje se k dalsi drovni testovani. Druhou Uroven
predstavuje modelovani biologické aktivity posuzované latky na zakladé jeji struktury (QSAR), ve treti
Urovni se pristupuje k in vitro testim, 3D bunéénym modellm a testim na nizsSich Zivocisich. Posledni

Uroven predstavuje in vivo testovani na savcich (Kubincova a kol., 2016). Na konci procesu jsou
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posouzeny vSechny ziskané informace a je vyfceno rozhodnuti o testované latce. Tento pfistup byl
zkouman i pro reprodukcéni Ci testikularni toxicitu napf. v rdmci projektu ReProTect (Hareng et al., 2005;
Saldutti et al., 2013). DlleZitou soucasti stupnovitého testovani jsou tedy i modely in vitro nebo ex vivo
(izolované organy nebo tkané), které by v kombinaci s metodami in situ (pocitacové simulace) mohly
vést az k nahrazeni in vivo testovani v rdmci validovaného stupriovitého schématu testovani. In vitro
testy pouzivaji buriky a zivé tkané, pro testikularni systém je Gicelem dosazZeni co nejpresnéjsiho popisu
vlivu zkoumanych latek na klicové aspekty procesi spermatogeneze a hormonalniho pusobeni.
Konvencni in vitro modely vyuZivaji kultivaci testikularnich bunék ve dvourozmérném (2D) provedeni,
coz ovsem ma své limitace. V soudasnosti se pozornost vénuje tkaiovym nebo bunéénym modeliim
s trojrozmérnou strukturou (3D), které mnohem vérnéji napodobuji in vivo prostiedi nez ve 2D, oviem

i tyto modely stdle maji mnoha omezeni (Saldutti et al., 2013).

2. Pokrocilé modely testikularnich bunék

2.1 Testikularni systém & cile testikuldrnich toxikantd

In vitro modely vhodné k testovani testikularni toxicity kopiruji daleZité jevy a procesy
testikularniho systému in vivo. PIné funkéni samci pohlavni buriky (spermie) vznikaji velmi slozitym
procesem spermatogeneze, ktera je zavisla na pfesném fungovani steroidogeneze (tvorba androgend,
samcich pohlavnich hormon() a androgenni signalizace. Naruseni procesu spermatogeneze vedouci
napf. k poklesu poctu spermii a ke zvySeni mnoiZstvi spermii s morfologickymi abnormalitami ci
poskozenou DNA (deoxyribonukleova kyselina) mlze mit nepfiznivy dopad na samdi reprodukci (Reis
et al., 2015). DUlezZité bunky pro proces steroidogeneze predstavuji somatické Leydigovy buriky
produkujici sam¢i pohlavni hormony (téz intersticialni bunky), které spousti diferenciaci, vyvoj a zrani
samcich pohlavnich organ(. Leydigovy burky osidluji vazivové vyplné mezi semenotvornymi kanalky.
Somatické Sertoliho buriky tvofi podporu pro semenotvorné kanalky a vytvareji vhodné prostredi pro
spermatogenezi tim, Ze vylucuji hormony, vyZivujici a podporujici faktory, ¢im fidi proces
spermatogeneze, vyZivuji a chrani neposkozené zdrodecné buriky a naopak fagocytuji poskozené
zarodecné burky (Langmeier a kol., 2009). Svymi mezerovymi spoji tvori hematotestikularni bariéru
(BTB) slouzici k oddéleni kanalku od okolniho prostredi (Starka, 2010). Denni produkce spermii (zralych
zarodecnych bunék) je zavisla pravé na konecném poctu Sertoliho bunék, protoze jednotliva Sertoliho
burika mizZe umoznit dozrat pouze omezenému poctu zarodecnych bunék (Plant, 2015).

Semenotvorné kanalky jsou tvoreny vrstvou zarodecnych bunék v rdznych stadiich vyvoje,
penetruji pres Sertoliho bunky (Reis et al., 2015). Ze zarodeéné buriky, tedy spermatogonia, vznikaji

mitotickym délenim nejprve diploidni primarni spermatocyty, nasledné probihd meiotické déleni a
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vznikaji haploidni sekundarni spermatocyty (Obrazek 1). Dochazi k dalSimu meiotickému déleni,
produktem jsou dale se jiz nedélici haploidni spermatidy. Po projiti morfologickymi zménami
(kondenzace jadra, tvorba biciku, ztrata nékterych organel a vétsiny cytoplasmy) ze spermatid vznikaji
nezralé spermie. Diferenciaci se z nich stavaji zralé spermie, které nasledné putuji do lumenu
semenotvornych kanalkl (Langmeier a kol., 2009). KvyZivé spermii a jejich transportu ze

semenotvornych kanalk( do nadvarlete slouzZi intersticidlni tekutina (Saldutti et al., 2013).

Sertoliho burika Zarodeéné
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Obrazek 1: Proces spermatogeneze v semenotvorném kanalku

(www.canvas.instructure.com/courses/1021937/pages/spermatogenesis [cit 13. 5. 2018]).

Testikularni systém predstavuje velmi sloZité propojeni, souhru a spolupraci testikuldrnich
bunék a plsobeni hormon(. Proces spermatogeneze je plné zavisly na plsobeni pohlavnich hormont
a na souhre a funkci osy hypotalamus, hypofyza a varlata (osa HPT). Obzvlasté citlivd na plasobeni
toxickych latek je rana faze vyvoje varlat, kdy poskozeni bunék produkujicich androgeny ¢i naruseni
plGsobeni hormonld mize ohrozit spravné fungovani reprodukéni soustavy (Saldutti et al., 2013;
Langmeier a kol., 2009). Napt. choriovy gonadotropin (hCG) produkovany placentou ma vliv na syntézu
testosteronu v raném fetalnim obdobi. Z hypotalamu se vylucuje hormon uvolfiujici gonadotropin
(GhRH), ktery stimuluje adenohypofyzu k sekreci luteinizacniho hormonu (LH), spoustéjiciho sekreci
androgen( z Leydigovych bunék, a folikulostimulaéniho hormonu (FSH), ktery plsobi pres Sertoliho
bunky na proces spermatogeneze (Saldutti et al., 2013). Cili toxického pUlsobeni testikularnich
toxikantl tedy mGze byt mnoho, od pfimého plsobeni na testikularni buniky pres ovlivnéni procest

spermatogeneze a steroidogeneze pfimo ve varlatech aZ po nepfimé plisobeni pfes osu HPT
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(Svechnikov et al., 2010). Mnohou byt pfimo poskozeny dllezité typy testikularnich bunék, jakou jsou
zarodecné bunky, Sertoliho a Leydigovy buriky nebo peritubularni buriky (Obrazek 2). Mira poskozeni
se lisi dle typu bunék a dle jejiho vyvojového stadia, napr. latka mize mit zavaznéjsi ucinky na populaci
kmenovych bunék, nez kdyzZ se jedna o jiz zralé buriky (Zhang et al., 2008). Mira poskozeni se také lisi
dle typu dle vyvojového stadia plodu ¢i organismu. Embryotoxické latky jsou znamé svym vysoce
negativnim pUsobenim na vyvoj plodu a mohou narusit i spravny vyvoj varlat a nasledné mit dopad na
reprodukci. Mohou zpUsobovat napf. nesestoupeni varlat do Sourku (kryptorchismus) nebo vrozeny
rozStép mocové trubice (hypospadie), které patfi k Castym pri¢inam neplodnosti nebo snizené
plodnosti muzd v reprodukénim véku (Chapin et al., 2013). Plsobeni testikularné toxickych latek na
BTB muZe zpUsobit predcasné uvolriovani spermatid do lumenu semenotvorného kanalku, dale ovlivnit
proces vyprazdfiovani a resorpce intersticidlni tekutiny, coZ zplsobuje naruseni transportu spermii a
cely proces spermatogeneze (Saldutti et al., 2013). Nékteré latky plsobici jako endokrinni disruptory
mohou ovliviiovat tvorbu, sekreci, navazani nebo metabolismus a vylu¢ovani hormont daleZitych pro
zrani pohlavnich organ( i bunék. Nejvice prozkoumanym jevem je v souvislosti s testikularni toxicitou
navazani se chemické latky na androgenni receptor (AR), ktery je pak bud inhibovan, nebo aktivovan

(Saldutti et al., 2013).
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Obrazek 2: Ruzné typy testikularnich bunék a jejich umisténi ve  varlatech

(www.oncohemakey.com/functional-morphology-of-the-testis, [cit 13. 5. 2018]). SSC — spermatogonialni kmenova

burika (spermatoginial stem cell).

2.2. Leydigovy buriky jako cil testikularnich toxikantd

Jiz byla zminéna dlleZitost rlznych typl testikularnich bunék (Obrazek 2) a jejich vyznam pro
spravné fungovani testikularniho systému. Prakticka c¢ast této prdce je zamérend predevsim na
Leydigovy bunky, proto jim bude vénovana vétsi pozornost i v €asti teoretické. Leydigovy buriky
pochazejici ze zvitete byly poprvé popsany v roce 1850 Franzem Leydigem, lidské Leydigovy buriky byly
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poprvé zkoumany o Ctyfi roky pozdéji Albertem Kollikerem (Landrech, 2014). Jedna se o typ
vmezefenych epitelidlnich bunék uloZenych ve vazivovych vyplnich mezi semenotvornymi kandlky
varlat. Jejich tvar se méni v prlibéhu vyvoje od vretenovitého po kulaty nebo mnohosténny spolu
s jejich poctem a pritomnosti a tvarem bunécnych organel (Svechnikov et al., 2010). Ve varlatech
dospélého muze se nachazi asi 200 x 10° Leydigovych bunék, ve varlatech dospélé mysi 50 x 10°.
Leydigovy bunky pfedstavuji hlavni zdroj androgennich hormond, jejichZ profil i mnoZstvi se v prabéhu
Zivota také méni. Hlavni androgen zralych dospélych Leydigovych bunék, testosteron, hraje duleZitou
roli ve vyvoji pohlavnich organli a sekundarnich pohlavnich znaki a reguluje proces spermatogeneze.
Hlavnimi markery téchto dospélych Leydigovych bunék jsou receptor pro luteinizacni hormon (LHR),

3B-hydroxysteroid dehydrogendza (3BHSD) a hormon podobny inzulinu (INSL3; Landrech, 2014).

2.2.1 Typy Leydigovych bunék & jejich funkce

Ve varlatech se nachazeji dvé populace (linie) Leydigovych bunék lisici se od sebe morfologicky
i funkéné. Uz v prenatalnim stadiu se objevuji fetalni Leydigovy bunky (FLCs), které tvofi odlisnou linii
bunék od kmenovych Leydigovych bunék (SLCs), ze kterych se potom stavaji progenitorové Leydigovy
buriky (PLCs), z nich nezralé Leydigovy buriky (ILCs), které nakonec dozrdvaji v dospélé Leydigovy buriky
(ALCs; Shima and Morohashi, 2017; Chen et al., 2010; Obrazek 3). Funkci FLCs pfebiraji po narozeni (u
hlodavcd béhem 2.-3. tydne) pravé ALCs. Pfedpokladalo se, Ze FLCs poté pomalu degeneruji, ovsem
nedavné studie odhalily jejich pfitomnost ve varlatech dospélych mysi, pficemz FLCs tvofily zhruba 20
% celé populace Leydigovych bunék. Zdd se, Ze FLCs jsou v dospélosti neaktivni a neprodukuji
androgeny (Wen et al., 2016). Je ale mozné, Ze diferencuji do jiného typu Leydigovych bunék. Obecné
je podporovana teorie, zZe fetalni a dospélé Leydigovy bunky maji odlisSny plivod (Wen et al., 2016).
Ovsem nékteré studie (Shima et al., 2017) podporuji hypotézu i o spoleéném plvodu fetalnich a
dospélych Leydigovych bunék, které vysly ze stejného progenitorového fondu (,,progenitor pool“).
Stéle je vsak nejasné, jak mohlo dojit k vyvoji tak morfologicky i funkéné odliSnych populaci
Leydigovych bunék ze spole¢ného zdkladu (Shima and Morohashi, 2017). JelikoZ existuji rGzné typy
Leydigovych bunék, které se lisi nejen morfologicky, ale i funkéné, mohou byt také rQizné citlivé na
pritomnost chemickych latek. Proto je dllezZité zkoumat ucinky latek na rGizné typy a vyvojova stadia

Leydigovych bunék (Saldutti et al., 2013).
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Obrazek 3: (A.) Fetalni Leydigova burika, (B.) Vyvoj dospélé linie Leydigovych bunék od kmenové pres
progenitorovou a nezralou az po dospélou Leydigovu bunku (Landreh, 2014; Zirkin et al., (2010).

Py

potkan(, 14. den u mysi a 7.—8. tyden, u ¢lovéka) z progenitorovych bunék (Svechnikov et al., 2010).
Plvod progenitor( je zatim nejasny, nejspi$ vznikaji z vice zdroj(i, do Gvahy pfipadaji mesenchymalni
bunky mesenchymalni bunky mocopohlavniho primordia (,adrenogonadal primordium“) nebo
migrujici bunééné populace z mezodermového/coelomového epitelu (mezenchym), mezonefrickych
kanalkd nebo neuralni listy (Shima and Morohashi, 2017; Landreh, 2014). Migrace, diferenciace,
proliferace, rlist nebo funkce progenitord FLCs a samotnych FLCs byvaji podporovany proteiny (napf.
Desert hedgehog protein — DHH), mitogeny (napf. rGstovy faktor A derivovany z trombocyt( -
PDGFa), transkripcnimi faktory (napf. WilmGv tumor protein 1 — WT1) i mikroRNA (napf. miR-140-
3p/5p) vyluCovanymi fetalnimi Sertoliho burikami (Wen et al., 2016). Progenitory FLCs i samotné FLCs
podporuji svou dalsi diferenciaci a aktivitu béhem celého vyvoje fetalnich varlat. FLCs maji ovalny tvar,
vétsi mnozstvi hladkého endoplazmatického retikula, mitochondrie, tukové kapénky a velké jadro a
jadérko (Obrazek 3 A.). FLCs diferencuji do steroidogennich bunék, tedy probiha v nich testikularni
steroidogeneze asi 15. den u potkana a 6.—7. tyden u ¢lovéka. Predstavuji pro plod primarni zdroj

androgen(l a v kooperaci s fetalnimi Sertoliho burikami produkuji testosteron. Maxima dosahne
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produkce testosteronu u potkana asi 19. den embrynalniho vyvoje a u ¢lovéka asi 14.—18. tyden. Proto
FLCs hraji nezbytnou ulohu v procesu maskulinizace celého téla plodu, coz zahrnuje i vyvoj genitalii
(penis a sourek; Shima and Morohashi, 2017), diferenciaci Wolfova kanalu do nadvarlete, chamovodu,
prostaty a semennych vackad, rozvoj mozku plodu (neuroendokrinni funkce, pohlavni dimorfismus;
Wen et al. 2016). FLCs také produkuji INSL3, ktery se spolu s androgeny podili na sestoupeni varlat a
pfi naruSeni jejich produkce dochazi k nesestoupeni varlat (kryptorchidismus), coz muiZe vést
k neplodnosti nebo snizeni plodnosti v dospélosti. Naruseni funkce FLCs zpUsobuje tedy poruchu
reprodukce u dospélych samct, takZe FLCs nejsou dlleZité pouze pro prenatalni maskulinizaci, ale i pro
nasledujici postnatalni pohlavni diferenciaci typickou pro samce (Shima and Morohashi, 2017).
Pravdépodobné se také podili na proliferaci Sertoliho bunék (Wen et al., 2016). Existuje nékolik teorii,
co se stane s FLCs po narozeni. Mozné je, Ze dojde k jejich degeneraci, dediferenciaci (k burikdm
podobnym fibroblastim), pfetrvavaji jako druhy typ spolu s ALCs nebo rediferencuji a vznika z nich
dospéla linie Leydigovych bunék (Landreh, 2014).

Vyzkumy tykajici se FLCs byly provadény predevsim na mysich ¢&i potkanech, ale je velmi
pravdépodobné, Ze podobny vyvoj Leydigovych bunék probiha i u vétsiny ostatnich savcl, nevyjimaje
clovéka. Nejvétsi znamy rozdil mezi hlodavéimi a lidskymi FLCs je zavislost na LH (Shima and Morohashi,
2017). U mysi hraje LH sekretovany prednim lalokem hypofyzy nezbytnou roli v postnatalni produkci
androgent v ALCs. Fetalni varlata také odpovidaji na stimulaci LH, jelikoZ LHR je exprimovany u FLCs
kolem 16. dne embryonalniho vyvoje u hlodavcll. Aviak nepfitomnost LH nebo LHR u embryi hlodavcl
neovliviiuje fetdlni maskulinizaci, coZ naznacuje, Ze diferenciace FLCs a tvorba androgenl v FLCs
nezavisi u hlodavcl na LH. Pocatecni formovani hlodavcich FLCs je tedy na LH nezavislé (Shima and
Morohashi, 2017). U clovéka dochazi k expresi LHR (receptor pro luteinizacni hormon a choriovy
gonadotropin — LHCGR) u FLCs pred 11. tydnem téhotenstvi, koncentrace hCG je asi desetkrat vyssi nez
LH. Kromé toho genetickd mutace v LHCGR zpUsobuje u lidi pseudohermafroditismus, zatimco u lidi
s mutaci v genu pro luteinizacni hormon, podjednotku 3 (LHB) probihd maskulinizace normalné. Tyto
nalezy podporuji hypotézu, Ze lidské FLCs jsou zavislé na placentarni hCG, ale ne na LH. Tedy LH je u
Clovéka dulezity kvali produkci testosteronu a dalSich androgenl v ALCs, do té doby je produkce
testosteronu zavisla na hCG. Dalsi odliSnost mezi hlodavc¢imi a lidskymi u FLCs je konverze testosteronu
na 5a-dihydrotestosteron (5a-DTH) pomoci enzymu 5a-reduktaza, typ 2 (SRD5A2) exprimovanému v
kGzi genitdlu. Nedavno byla zjisténa alternativni cesta, tzv. ,cesta zadnimi vratky” (,backdoor
pathway”; Auchus, 2004). Jednad se o syntézu 5a-androstane-3a,17B-diolu, ktery je prekurzorem
dihydrotestosteronu (DHT) v cilovych tkani. Tato alternativa je esencidlni pro maskulinizaci lidskych
plod(i a neni aktivovana u mysich plod( (Shima and Morohashi, 2017).

Druhou vyznamnou populaci (linii) Leydigovych bunék jsou dospélé Leydigovy burky, které
vznikaji z nediferencovanych kmenovych Leydigovych bunék (SLCs). U hlodavcl zacina jejich vyvoj po
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narozeni, u ¢lovéka pred nastupem puberty. Nékolik faktord je znamo byt zapleteno do diferenciace
(napf. LH, DHH, PDGFa a cyklicky adenosinmonofosfat — cAMP) a do proliferace (napf. inhibi¢ni faktor
leukémie — LIF, PDGF, LH a cAMP) dospélych Leydigovych bunék. Na rozdil od FLCs je jejich diferenciace
na LH zavisla. Produkce testosteronu zralou Leydigovou burikou je nutna pro zacatek puberty a pro
nastup spermatogeneze. Béhem dospélého Zivota jsou ALCs jako jediné zodpovédné za produkci
testosteronu. Béhem starnuti jeho produkce klesa az o polovinu (Landreh, 2014).

Byla popsana c¢tyti odliSna stadia vyvoje linie dospélych Leydigovych bunék: SLCs, PLCs, ILCs a
ALCs. Tato posloupnost stadii je obvykla nejen pro postnatalni vyvoj ALCs, ale i pro obnoveni ALCs
v dospélych varlatech, kde bylo mnozstvi Leydigovych bunék zredukovano (napf. chemicky nebo
radiaci; Chen et al., 2017). Testikularni tkan totiz mize byt obnovena z populace kmenovych bunék
zahrnujici kromé spermatogonidlnich kmenovych bunék (SSCs) i SLCs. SLCs jsou bunky vietenovitého
tvaru podobajici se mesenchymalnim burikdm (Obrazek 3 B.). Neni Uplné jasné, kde se ve varlatech
nachazeji. Nékteré studie naznacuji, Ze prebyvaji v intersticidlnim prostoru varlat jako pericyty nebo
buriky hladkého svalstva podél stén cévnich. Dalsi studie spiSe ukazuji na peritubuldrni lokalizaci, tedy
na mezenchymalni buriky obklopujici povrch semenotvornych kanalkl (Chen et al., 2010). SLCs se
diferencuji zahy po narozeni (7. den u potkana) z progenitorovych bunék, nasledné proliferuji a
zaroven se diferencuji do dalSiho stadia dospélych Leydigovych bunék (Peak et al., 2016), SLCs
exprimuji receptor pro rlistovy faktor derivovany z trombocytl (PDGFRa), receptor pro inhibi¢ni faktor
leukémie (LIFR) a gen pro tirozinkindzovy receptor (c-KIT) a neexprimuji LHR nebo 3b-HSD (Chen 2017).
PDGFRa se exprimuje ve vSech stadiich vyvoje dospélych Leydigovych bunék, nejvice u mdlo
diferenciovanych progenitorovych bunék a u neonatdlnich peritubularnich bunék. U mysi
neexprimujici mitogen PDGFa se nevyviji dospéld linie Leydigovych bunék, coZ naznacuje, ze PDGFa a
PDGFRa hraji dlileZitou roli ve vyvoji Leydigovych bunék (Landreh, 2014).

PLCs predstavuji dalsi vyvojovy typ linie dospélych Leydigovych bunék a objevuji se ve vnéjsi
vrstvé semenotvornych kandlkd a kolem cévnich stén 11.-28. den po porodu u potkana pred tretim
rokem véku u clovéka (Landerh, 2014). PLCs disponuji vysokou proliferacni kapacitou, coz slouzi
k vytvoreni potfebného poctu ALCs ve varlatech. PLCs maji stale protazeny a vietenovity tvar podobny
kmenovym burikam (Obrazek 3 B.) a také exprimuji PDGFRaq, LIFR a c-KIT, ale na rozdil od SLCs exprimuiji
také zkracené formy LHR a AR a steroidogenni enzymy, jako jsou cytochrom P450 s cytochrom P450 se
Stépicim postrannim fetézcem (P450scc), 33-HSD (HSD3B1), P450c17, 30.-HSD (AKR1C14) a 17B-HSD.
Proto jsou PLCs schopny steroidogeneze a produkuji jako hlavni androgen androsteron, nikoli
testosteron (Stanley et al., 2013; Chen et al., 2010; Shima and Morohashi, 2017).

ILCs jsou prominentnim typem Leydigovych bunék ve varlatech mezi 28-56 dnem u potkana a

mezi tfetim az osmym rokem u ¢lovéka (Landerh, 2014). Vznikaji z PLCs, které proliferuji a zaroven
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diferencuji do ILCs. Béhem diferenciace se PLCs postupné zvétsuiji, ziskavaji kulatéjsi tvar, snizuji svou
proliferacni kapacitu a ukladaji vice tukovych kapének. Jejich pocet dosdhne u potkana az 13-14
miliondl bunék vkazdém varleti. ILCs maji tedy kulaty tvar a velké mnoZstvi hladkého
endoplazmatického retikula, obsahuji v cytosolu velké mnozZstvi tukovych kapének (Obrazek 3 B.) a
exprimuji vétsi mnozstvi 3B-HSD, P450scc a P450c17, ¢imz se zvySuje kapacita pro produkci androgend.
JelikoZ exprimuji 3a-HSD a 5a-reduktazu, produkuji zejména androstendiol (5a-andro-stan-3a, 17b-
diol). Vytvarejici se ILCs se stéhuji z peritubularni a perivaskularni oblasti k intersticiu, kde mohou
v budoucnu zrat az do ALCs (Chen et al., 2010; Landreh, 2014).

ALCs se diferencuji v dobé mezi 28. a 56. dnem u potkana a mezi 9. a 11. rokem u ¢lovéka a na
konci diferenciace (56. den u potkana, kolem 15. roku u ¢lovéka) tvofi dominantni typ Leydigovych
bunék ve varlatech (az 25 mil. bunék na varle u potkana; Landreh, 2014). PIné diferencovana (zrald)
ALCs se normalné nedéli, ale je mozné, aby se regenerovaly z SLCs, pokud jsou (napt. experimentalné)
eliminovany (Chen et al., 2017). ALCs jsou kulaté a obsahuji mitochondrie a velké a kulaté jadro
s kondenzovanym euchromatinem a jedno az dvé jadérka (Obrazek 3 B.). Ve srovnani s ILCs maji vétsi
mnozstvi endoplazmatického retikula, ale velmi redukovany obsah tukovych kapének. Jak postupné
dozrdvaji ALCs z ILCs, tak se snizuji aktivity enzymU metabolizujicich androgeny. ALCs exprimuji plné
funkéni LHR a AR a steroidogenni enzymy, jako jsou 3B-HSD, 3a-HSD, and 17 -HSD. Pozdéji exprimuiji
také 11B-HSD, typ 1. Jak se sniZzuje androgenni metabolismus a pokracuje narast hladin
steroidogennich enzym( produkujicich testosteron, tak zacina pfevazovat mnozstvi testosteronu nad
mnoZstvi produktl 5a-redukce. V ptipadé ALCs u potkana starého 90 dni je produkce testosteronu
150krat vyssi, nez byla u PLCs ve 21. dnu a 5krat vyssi nez u ILCs ve 35. dnu po narozeni (Chen et al.,
2017). ALCs se formuji v dobé dospivani a produkuji poZzadované mnoZstvi testosteronu pro
spermatogenezi a udrzeni reprodukcnich funkci a sekundarné pohlavnich znakd. ALCs prevazuji
v populaci Leydigovych bunék v pohlavné zralych varlatech a jejich markerem jsou LHR a INSL3 (Zhang

et al., 2008).

2.2.2 Zdroje Leydigovych bunék

Jako zdroje Leydigovych bunék se ke studiu testikularniho systému a jeho regenerace in vitro
nebo k hodnoceni testikularni toxicity pomoci modelll in vitro nejcastéji vyuZzivaji savci, zejména mysi
nebo potkani, ale také prasata nebo byci (Reis et al., 2015). Ztidka se ziskavaji i z clovéka, jelikoZ jsou
s tim spojeny |ékarské a etické problémy, i limitace mnoZstvi a kvality materidlu. Pokud se pro kultivaci
in vitro da prednost burikdm pochdzejicim ze zvifat, ziskané vysledky jsou pak relevantni spiSe pro in
vivo situaci stejného Zivoc¢isného druhu. Pri extrapolaci vysledkd na ¢lovéka je situace znacné ztizena

mezidruhovymi rozdily (Reis et al., 2015).
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Pokud jsou bunky pouZzity hned po izolaci z ¢erstvych varlat, tak se nazyvaji primarni kultury
Leydigovych bunék. Jejich vyhodou je, Ze nesou v dobé izolace charakteristiky a rysy Leydigovych bunék
in situ a reprezentuji nejdokonalejsi zdroj daného typu Leydigovych bunék. Nevyhodou je jejich kratka
Zivotnost, Ize je udrZovat v kultufe pouze po omezenou dobu (zaleZi na vyvojovém typu Leydigovych
bunék a jeho proliferacnim potencidlu — s vyssSim stupném diferenciace se snizuje jejich proliferacni
kapacita a omezuje se jejich Zivotnost a dochazi k jejich senescenci). BEhem 2D kultivace (buriky rostou
ve dvourozmérném usporddani, tvofi monovrstvu) také rychle ztraceji diferenciacni charakteristiky,
které nesou in vivo, dochazi k tzv. dediferenciaci (Rouiller-Fabre et al., 1998). Ke kultivaci in vitro lze
ziskat primarni kultury FLCs (McDowell et al., 2012) i vSech postnatalnich vyvojovych typl Leydigovych
bunék — SLCs, PLCs, ILCs a ALCs (Chen et al., 2007). Je velice omezeny zdroj lidskych primarnich
Leydigovych bunék. Lidské primarni ALCs byly izolovany z donord napt. podstupujicich oboustrannou
orchiektomii (odstranéni varlat; Bilinska, 2009), naproti tomu lidské primarni ILCs byly ziskany velmi
vzacné (Baert, 2017).

Alternativu primarnich kultur predstavuji kontinudlni bunécéné linie nadorovych bunék nebo
spontanné ¢i cilené imortalizovanych primdrnich bunék. Nddorové bunky a z nich vzniklé linie
Leydigovych bunék byvaji izolované z tumoru Leydigovych bunék (napf. mysi MA-10 linie/ ATCC® CRL-
3050™ , mLTC-1 linie/ ATCC® CRL-2065™, I-10/ ATCC® CCL-83™ a BLTK1 (Forgacs et al., 2012) a potkani
R2C linie/ ATCC® CCL-97™) a v kultufe se déli neomezené a nedochazi k jejich senescenci. Problém je,
Ze si udrzuji charakteristiky nddoru, ze kterého vznikly, a jsou charakteristické genetickou nestabilitou
(Mather et al., 1982). Imortalizované bunécéné linie z primarnich Leydigovych bunék se mohou délit
neomezené, navic si zachovavaji vétsinu dalezitych vlastnosti primdarnich bunék (Mather et al., 1982).
Imortalizované bunécné linie Leydigovych bunék predstavuji snadno dostupny a levny zdroj bunék
(Reis et al., 2015), pouzivané jsou linie napf. mysi TM3/ ATCC® CRL-1714™ a potkani LC-540/ ATCC®
CCL-43™. TM3 bunky predstavuji model ILCs a LC-540 bunky predstavuji model ALCs. Kontinualni
bunécné linie kultivované dlouhodobé in vitro a jejich opakované déleni mize u téchto bunék zpulsobit
ztratu nékterych vlastnosti typickych pro dané bunky in situ v dobé izolace. U kontinualnich linif
Leydigovych bunék dochazi k postupné ztraté nebo poklesu schopnosti produkce androgen( (Engeli et
al., 2018).

Embryonalni kmenové buriky (ESCs) jsou izolované z casného embrya ve stadiu blastocysty,
presnéji z embryoblastu (ICM — ,inner cell mass“). Jsou pluripotentni, tedy maji schopnost se
diferencovat do vsech typl bunék v lidském téle. Navic diky vysoké aktivité enzymu telomerazy je
mozné tyto bunky kultivovat in vitro jako bunéénou linii bez potfeby imortalizace. ESCs jsou schopny
diferencovat do bunéénych typa vsech tfech embryonalnich zarodecnych listl (ektoderm, mesoderm
a endoderm; Kock et al., 2012). Vytvorené buriky by bylo mozné pouzit v regeneracni mediciné, oviem

problém muZe predstavovat imunitni odpovéd organismu. Problém ESCs je jejich vysoka genomova
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nestabilita a moZna teratogenita, navic se jedna o velmi kontroverzni zdroj bunék, protoze po vyjmuti
bunécné masy (embryoblastu) dochazi k destrukci embrya (Gajdos, 2016). Na rozdil od vyuZiti ECSs pro
tvorbu funkcnich typl bunék jater, srdce nebo nervového systému, kdy existuji definované protokoly
jak pro mysi, tak pro lidské ECSs, byly mysi, potkani nebo lidské ESCs velice omezené vyuzity jako zdroj
rGznych typu testikuldrnich bunék (Liebert, 2015). Existuje pouze par studii, které se zamérily na mysi
nebo lidské embryonalni kmenové bunky jako zdroj pro tvorbu Leydigovych bunék. Vysledkem byly
pouze bunky podobajici se Leydigovym burikdm, které produkuji androgeny velice omezené a maji
velice limitovanou steroidogenni kapacitu (Sonoyama et al., 2012).

Kromé ESCs existuji v rliznych tkani dospélych jedincll tzv. dospélé kmenové buriky (ASCs),
které predstavuji z etického hlediska méné kontroverzni typ kmenovych bunék. Jejich hlavni funkci
v organismu je udrZovat pocet pfislusnych bunék a obnovovat (regenerovat) obyvané tkané. ASCs jsou
nejcastéji izolovany z kostni drené, pupecnikové krve, mozku nebo tuku. Dospélé kmenové buriky
byvaji oznacovany dle plvodu, tedy obyvané tkané (kmenové bunky z pupecnikové krve a plodové
vody a organové kmenové buriky). Mesenchymalni kmenové buriky jsou multipotentni, schopné
obnovovat poskozené mezenchymalni a krvetvorné tkané. Mohou diferencovat do Sirokého spektra
bunécénych typdq, jako je chondrocyt, adipocyt, osteocyt, osteoblast, myocyt, kardiomyocyt, neuron ¢i
inzulin produkujici burika (Yazawa et al., 2006). Mysi nebo lidské mesenchymalni kmenové buriky
z kostni diené, tukové tkdné nebo pupecnikové krve byly studovdany jako ,,nezavadny” zdroj bunék pro
diferenciaci do steroidogennich bunék podobajicim se Leydigovym buriikdm, zejména pro vyuziti v
regeneracni mediciné (Gondo et al., 2008). Tyto typy kmenovych bunék maji potencial diferencovat do
rlznych typu steroidogennich bunék, avSak podobné jako u ESCs v Zadné v této studii nebyly schopny
vytvofit mitoticky aktivni Leydigové bunky a steroidogenni potencial vyslednych bunék byl velice
omezeny (Peak et al., 2016). Nékteré studie se zamérily na vyuZiti pfimo SLCs pro in vitro diferenciaci
do dospélé linie Leydigovych bunék (Odeh et al., 2014). Velkou nevyhodou oproti dospélym kmenovym
burikdm z plodové vody nebo tukové tkané (Yazawa et al., 2006) je to, Ze SLCs se velmi tézko ziskavaji
a dostupné izolacni protokoly nejsou moc Uspésné, zejména u Clovéka (Zhang 2008). Vyvoj in vitro
diferenciacnich protokoll je také na zacatku a je potifeba dalSich vyzkum, aby se zdokonalil a vedl| k
Leydigovym bunkam se steroidogenni kapacitou podobajici se vSem vyvojovym typlim Leydigovych
bunék (Peak et al., 2016).

Jakoukoli somatickou buriku v téle je teoreticky mozné vyuzit pro pfipravu uméle vytvorenych
kmenovych bunék. Tyto pfeprogramované burnky se nazyvaji indukované pluripotentni kmenové
buriky (iPSCs) a podobné jako embryonaini kmenové buriky jsou pluripotentni, je tedy mozné z nich
nasledné vytvofit jakoukoli buriku. Maji aktivni telomerdzu a jsou schopny se diferencovat do vSech
bunécnych typl tfech zarodecnych listl (Kock et al., 2012). Lze je snadno ziskat, ke vzniku iPSCs se

nejcastéji vyuzivaji fibroblasty kvlli snadné dostupnosti, navic vytvoreni iPSCs se nepotyka s takovymi
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etickymi problémy jako v pfipadé ESCs. Velky potencial predstavuji iPSCs pro regenerativni medicinu
(Sonoyama et al., 2012). BohuZel vytéZnost bunék pfi pripravé je stale nizka, navic nékdy jsou iPSCs
tvoreny pomoci vir(i, coZ by mohlo mit za nasledek vznik nddoru (Gajdos, 2016). Mysi i lidské fibroblasty
byly pouzity pro pfimé reprogramovani vedouci k burikam podobajicim se dospélym Leydigovym
burikdm (Yang et al.,, 2017). Vysledné burky exprimovaly steroidogenni enzymy a produkovaly
testosteron. Dokonce Sertoliho buriky byly reprogramovany na bunky podobajici se fetdlnim
Leydigovym bunkam (Zhang et al., 2015). Je vSak potfeba prozkoumat jejich stabilitu béhem

dlouhodobé kultivaci a vyuZitelnost téchto reprogramovanych Leydigovych bunék v toxikologii.

2.3 3D modely testikularnich bunék

Testikularni bunky jsou kultivovany in vitro jiz po mnoho let. Konvenéni kultivace bunék ve 2D
systému pomahala porozumét komplexni fyziologii bunék, tedy jak buriky funguji a jak reaguji na rizné
stimuly, ale pfiliS nepfipominaji skutec¢nou situaci v in vivo prostiedi. Kultivace bunék v klasickém 2D
pojeti nese totiz mnoho limitaci. Omezena je expanze bunék rostoucich na kultivacni misce, burnky tvofi
monovrstvu, nemaji rozliSenou apikalni a bazalni stranu a jejich tvar je zplostély. Kmenové burky navic
ztraci schopnost diferenciace (Saldutti et al., 2013). Co se tyka testikularniho systému, napodobit tifeba
cely proces spermatogeneze a dojit aZ ke zralé zarodecné burice je v tradi¢nim 2D systému prakticky
nemozné (Sadri-Ardekani et al., 2017). Dvoukomorovy kultivaéni systém, ktery umoznoval kultivovat
vice typl bunék a sledovat parakrinni komunikaci mezi burikami a vzajemné ovliviiovani, pfedstavoval
jisté zlepSeni, ackoli bunky jsou kultivovany stale ve 2D uspofadani. DalSim posunem bylo zavedeni
extraceluldrni matrix (komercni nazev Matrigel), ktera vérnéji imituje in vivo prostiedi (Saldutti et al.,
2013).

Bunky kultivované ve 3D systému znamenaji velké pfibliZzeni se pfirozenému a komplexnimu
prostiedi, ve kterém se burnky vyskytuji v zZivém organismu. Povrch bunék je vystaven extracelularni
matrix nebo sousednim burnkam, coz také dovoluje burkam mezi sebou komunikovat a interagovat.
Buriky maji tvar mnohorozmeérny. Navic kultivace ve 3D systému umoZiuje udrZovat systém az desitky
dni (Saldutti et al., 2013). Je vSak znamo, Ze optimalni podminky prostiedi pro 3D kultivaci se lisi podle
typu kultivovanych bunék. (Ravi et al., 2015). Také u testikularnich tkani a pro lepsi pochopeni sloZitého
mechanismu spermatogeneze a fungovani testikularnich bunék jsou vyuzivané kultivace vice typl
bunék v trojrozmérné strukture. Ve 20. stoleti vznikaly prvni metody kultivace testikularniho systému
v 3D usporaddni a jedna z prvnich aplikovanych metod byla kultivace bunék s pouzitim extracelularni
matrix nebo agaru. Napf. primarni pre-pubertaini testikularni buriky z potkanl a selat nebo pfimo

kousky disociované testikularni tkané byly kultivovany v podpUlrné extracelularni matrix, na agarovém
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bloku nebo na kdzi imunodeficitnich mysi a doslo k de novo formovani semenotvornych kanalk( (Alves-
Lopes et al., 2017, Yokonishi et al., 2013).

Kultivace homogennich bunéénych linii nenapodobuje pfilis prostiedi v in vivo tkanich, coz se
ukazalo limitujici zejména pro proces spermatogeneze (Ravi et al., 2015), takZe bylo potifeba vyvinout
zpUsob kultivace vice bunécnych typl najednou, tedy ko-kultivaci. Vysledkem je systém s lepsi
obsahlosti sloZitosti systému (Ravi et al., 2015). Spolec¢né byly napf. kultivovany Leydigovy a Sertoliho
buniky z 25. dni starého potkana, které béhem 3—4 dni 2D kultivace vytvofily monovrstvu. Sertoliho
bunky vytvarely kanalkvou strukturu podobné jako v prostredi in vivo (Bilinskd, 1989). Leydigovy buriky
v ko-kulture produkovaly vice estradiolu nez Leydigovy buriky kultivované samostatné. Sertoliho buriky
zase produkovaly vice 17B-estradiolu. Tento rozdil byl jesté v ko-kultufe podporen, pokud byl pfidan
FSH, coz neplatilo pro bunky kultivované oddélené.

Snad nejcastéji se ko-kultivacni model vyuziva pro testikuldrni systém k napodobeni procesu
spermatogeneze, kdy jsou spolecné kultivovany minimdlné Sertoliho a zdrodecné burky. Kromé
primarnich kultur jednotlivych testikularnich typl bunék byly kultivovany i fragmenty testikularnich
tkani ziskané z mysi nebo potkana, kdy byly pfitomny i napf. peritubuldrni myoidni burky. Po 2-4
tydnech kultivace téchto fragmentl bylo moZné pozorovat bunééné struktury podobné vldknim
tvorenych peritubuldrnimi a Sertoliho burikami, coz svédcilo o vytvoreni podminek, které umoznuji
spontanni rekonstrukci mikroprostiedi in vitro pro testikularni buriky (Makeld et al., 2014). Sato et al.
(2011) se svyuzitim fragmentd testikularni tkané (kultivované v médiu bez séra) vytvofit funkéni
spermie in vitro, ze kterych poté vznikly zdravé mysi.

Wegner et al. (2013) vytvofil protokol pro pfipravu 3D modelu ko-kultury potkanich varlat
vyuzivajici extracelularni matrix (Matrigel), kterd pokryva kultivované buriky (Wegner et al., 2013).
Model je zaloZen na ko-kultivaci nezralych neonatalnich Leydigovych, Sertoliho a zarodeénych bunék
z 5 dni starého potkana ,obalené” (overlay) extracelularni matrix (Matrigel), coz vyrazné zlepsilo
pfilnavost bunék, jejich Zivotaschopnost a mezibunéénou komunikaci. Tento model byl téz pouzit pro
rozliseni reprodukéni toxicity aktivnich a neaktivnich ftalat( a pro stanoveni kfivky davka-odpovéd pro
kadmium (Wegner et al., 2013).

Trojrozmérnd struktura vin vitro modelech znamend pfiblizeni se prostfedi in vivo.
V soucasnosti existuje mnoho 3D modell umozZiujici zkoumat jeden typ testikularnich bunék, nebo
vice typl kultivovanych dohromady. Mezi pokrocilé 3D modely patfi modely vyuZivajici leseni
(,,scaffold”), multicelularni sféroidy, mikronosice, bioreaktory, organotypické explantaty, organoidy,
mikrofluidni zatizeni a dalsi. K podrobnéjsimi popisu byly vybrany jen nékteré 3D modely, pfedevsim

ty, které byly vyuzZity pro 3D modely testikularniho systému.
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Multicelularni sféroidy maji sloZitou architektonickou strukturu. Pro utvareni a kultivaci
bunécénych agregatll je mozno pouZzit napf. kultivaci na deskach s nepfilnavym povrchem, metodu visici
kapky (,,hanging drop“), nebo agitacni michani (bioreaktor; Cimr, 2017). VyuZit Ize i hybné sily, napft.
gravitacni silu (mikrogravitace), magnetickou ¢i elektrickou silu nebo akustické vinéni (Cui et al., 2017).
Ke vzniku sféroidu dochazi ve tfech krocich. Prvnim je pfiblizeni rozptylenych bunék k sobé, kdy vytvori
volné agregaty diky kontaktu extracelularni matrix a integrin na povrch bunék. Kontakt bunék
nasledné vyvola expresi kadherinu, ktery se hromadi na povrchu bunék. Ve tfeti fazi vytvori buriky
pevny agregat (kompaktni sféroid) diky intrakci kadherinl. Také mezibunécné adhezivni proteiny
konexiny a panexiny ovliviiuji kontakt bunék a pfispivaji k vytvoreni sféroidu (Cui et al., 2017). Vyhodou
tohoto 3D modelu je rychlé provedeni nenakladnost pfipravy a kultivace, jelikoZ neni tfeba Zadny nosic
nebo leSeni. Vyhodou je i moZnost miniaturizace a automatizace procesu testovani toxicity chemikalii
(Page et al., 2013). Pfi pouziti nddorovych bunék se vytvareni onkosféry, které se vyuzivaji pro vyzkum
rGistu a chovani tumoru a jeho citlivosti v(¢i chemoterapeutiklim. Problémem je, Ze béhem
dlouhodobé kultivace mlze vznikat hypoxické prostfedi uvnitr sféroidu, tzv. nekrotické jadro (Page et
al., 2013; Haycock et al., 2011). Bylo otestovano jiz vice nez 380 bunécnych linii pro jejich schopnost
vytvorit sféroid a udrzet sféricky tvar, pficemz kazda bunécna linie tvofila sféroidy rtizného tvaru a
velikosti, ktery by mohly byt oznaceny na kompaktni, tésné ¢i volné agregaty (Baek et al., 2016).
Omezené byly kultivovany i 3D sféroidy testikularnich bunék (Sertoliho, Leydigovy bunky; Cirelli et al.,
2017).

Organoid predstavuje zjednoduseny trojrozmérny organ vypéstovany in vitro, ktery vznikl ko-
kultivaci jednotlivych typl bunék reprezentujici poZadovany orgdn. Pouzivaji se primdarni nebo
nadorové bunky, téZz bunécné linie nebo kmenové Ci progenitrové bunky. Z kmenovych bunék
izolovanych z tkané embrya nebo z dospélého jedince je mozné vypéstovat organoid vlastni jedinci, ze
kterého byla tkan odebrana (Simian and Bissel, 2016). Bunky tvofici organoid jsou schopny
sebeobnovovani (soucast kmenové bunky) a sebeorganizace (www.sigmaaldrich.com). Vznikly
organiod lze uchovavat zmrazeny tekutym dusikem (kryoprezervace) a v ptipadé potieby znovu
rozmrazit a pouzit, aniz by doslo omezeni prolifera¢ni nebo funkéni kapacity bunék (Sadri-Ardekani et
al., 2017). Takto uz byly vytvoreny organiody reprezentujici mnoho organ(, napf. mozek, jatra, ledviny,
sitnice oka, Casti travici soustavy atd. Organiody se také stavaji zaklady bunéénych modeld rlznych
nemoci (Nature methods, 2018). Predstavuji velky pfinos pro personalizovanou medicinu, kdy je
mozné si vytvorit organiod daného organu z vlastnich bunék (Freedman et al., 2015). Hodnotné jsou i
pro hodnoceni vlivu latek, predstavuji totiz relevantni a komplexni in vitro model daného organu
vytvoreny z lidskych bunék (www.sigmaaldrich.com). OvSem pfiprava organoidu je velmi ¢asové i
financné narocnj, je tfeba peclivé kontrolovat podminky kultivace, metoda neni zatim Uplné vhodna

pro HTS. M(iZe se potykat i s etickymi problémy, obzvlasté jsou-li soucasti i ESCs (Clevers et al., 2017).
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Ackoli organoid znamena velké priblizeni se podminkdm in vivo, predstavuje stdle jen malou ¢ast
celého komplexniho organismu.

Organoid reprezentujici testikularni systém byl sestaven pomoci tfivrstevného gradientového
systému vyuZivajiciho Matrigel (,three-layer gradient system®) z testikularnich bunék izolovanych
z potkanich varlat 5-8, 20 a 60 dni po porodu (Alves-Lopes et al., 2017). Tento in vitro model vérné
imituje usporadani somatickych a zdrodeénych bunék v prostredi in vivo, ma funkcni BTB a je schopny
podpofit proliferaci zarodecnych bunék. Kromé toho bylo v tomto modelu potvrzeno, Ze kyselina
retinovd (RA) pomaha udriovat zarodecné buriky (Alves-Lopes et al., 2017).

Dalsim UspéSnym in vitro testikuldrnim modelem napodobujicim proces spermatogeneze byl
in vitro model multicelularniho organoidu z lidskych SSCs, Sertoliho a Leydigovych bunék. Tento model
byl schopen kultivace po dobu 4 tydn(l. BEhem kultivace byla sledovana vyznamna produkce marker(
spermatogeneze (,,spermatogenic”) jako DAZL (,deleted in azoospermia-like”) , protein pro regulaci
aktivity cytoskeletu (ACR) a protamin 1 (PRM1), stejné jako markeru funkénich Leydigovych bunék
HSD3B1 a markeru funkcnich Sertoliho bunék FSHR. Organoidy také produkovaly androgeny jako
odpovéd na stimulaci hCG (Sadri-Ardekani et al., 2017).

Organové explantaty jsou tvoreny ¢dasti tkané izolované z odebraného orgdnu nebo celym
izolovanym organem. Burikdm je umoznéno rist na Zivé tkani a zachovavat si plvodni architekturu
tkané i mezibunécnou komunikaci. Jedna se tedy o relevantni metodu k hodnoceni uc¢inkd chemickych
latek, protoze simuluje prostredi in vivo (Haycock et al., 2011). BohuZel jakékoli tkané nebo organy
byvaji Spatné dostupné, obzvlasté lidské. Navic se jedna o ndkladnou metodu, ktera vyZzaduje peclivou
kontrolu kultivac¢nich podminek (Page et al., 2013; Haycock et al., 2011) a moZnosti robotizace a
automatizace jsou omezené.

Sato et al. (2015) wvyuzili model organového explantdtu pro napodobeni procesu
spermatogeneze in vitro. PouZili ke kultivaci fragmenty z varlat 4-29 tydn( staré mysi. Byly pouzity
transgenni mysi Gsg2-GFP, jejich zarodecné haploidni buriky exprimovaly zeleny fluorescenéni protein
(GPF) a svitily zelené. Testikularni bunky béhem kultivace in vitro produkovaly GPF, coz dokazuje
pfitomnost haploidnich bunék (spermatocytl a spermatid). Také byly pouZity fragmenty z varlat 13—
21 tydna starych mysi s deficitem vitaminu A obsahujici pouze spermatogonia. Béhem kultivace se
projevila exprese GPF, coz znacilo, Ze spermatogeneze probihala (potvrzeno i histologicky). Organovy
explantat se tedy da vyuZit pro zapoceti i udrZeni spermatogeneze (Sato et al., 2015).

Mikrofluidni zafizeni je systém s cirkulujicim médiem, které privadi do systému Ziviny a kyslik
a odvadi odpadni metabolity, tedy simuluje krevni fecisté organismu. Mikrofludni systém znamena
krok blize k simulaci in vivo podminek i pro testikularni systém, napf. zvySuje Gcinnost spermatogeneze
a pomaha tento proces udrZovat az nékolik mésici (Komeya et al., 2017). Nevyhodou je sloZitost

zafizeni a nutnost udrzovani pratoku média, které zajistuje silové cerpadlo (Komeya et al., 2017).
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Komeya et al. (2016) se snaZili pomoci mikrofluidniho zafizeni dlouhodobé udrzet spermatogenezi ex
vivo. Pouzité fragmenty testikularni tkané pochazely z varlat cerstvé narozenych mysi (0,5-5,5 dni po
porodu). Semenotvorné kanalky tedy obsahovaly pouze gonocyty (prvopohlavni buriky) a prekurzory
pro spermatogonia. Tyto mysi byli transgenni Acr-GFP mysi. Zarodecné meiotické buriky téchto mysi
exprimuji GPF, ktery se nasledné akumuluje v akrozomech spermatid. V mikrofluidnim systému
oddélovala pordzni membrdana testikuldrni tkan od proudiciho média. Spermatogenezi se podafilo
udrZovat 6 mésicl, navic tkan produkovala testosteron a odpovidala na stimulaci LH. Toto mikrofluidni
zafizeni Uspésné napodobilo podminky in vivo, ve kterych testikuldrni tkan udrzuje své fyziologické

funkce a homeostazu.

3. Vyuziti pokrocilych modell testikuldarnich bunék v toxikologii

Pokrocilé 3D modely testikularnich bunék maji Siroké uplatnéni od studia nenaruseného
testikularniho systému, pred studium jeho patologii az po jejich vyuzZiti v regenerativni mediciné.
Umoziuji [épe porozumét slozitym mechanismm, které v testikularnim systému probihaji, pozorovat
vzajemnou spolupraci testikularnich bunék a komunikaci mezi nimi. Pokrocilé 3D modely testikularniho
systému mohou byt také velmi napomocné pfi vyvoji novych Iéciv a pfi hodnoceni jejich Gcinkd na
testikularni systém. V neposledni radé predstavuji relevantné;jsi systém hodnoceni testikuldrni toxicity
chemickych latek a jejich smési v porovnani s minulosti. V této kapitole jsou shrnuty limitované studie,
ve kterych byla za pomoci pokrocilych 3D modell testikularniho systému hodnocena testikularni
toxicitu zndmych environmentalnich kontaminanta.

Pomoci organového explantatu varlat potkana byla hodnocena testikularni toxicita znamého
endokrinniho disruptoru bisfenolu A (BPA; Goncalves et al., 2018), ktery je spojovan s predcasnou
vyspélosti (Chen et al., 2018). Dospéli potkani byly oSetfeni tzv. etylen dimethansulfonatem (EDS), coz
je toxikant, ktery selektivné zabiji Leydigovy bunky. V téchto varlatech pak vznikaji nové Leydigovy
buniky zLSCs. Ztakto oSetfenych varlat byly izolovdany semenotvorné kandlky, které byly
fragmentovany a kazdy fragment byl kultivovan po dobu aZ 2 tydnd na 12jamkové desce s malo
pfilnavym povrchem. V tomto 3D modelu bylo zjisténo, Ze BPA neovliviiuje proliferaci LSCs in vitro, ale
stimuluje diferenciaci LCSs (produkce testosteronu, zvysSeni exprese specifickych markerd Lhr,
Cypllal, Hsd3B1, Cypl7al, Hsd17B3). Vysledky byly potvrzeny in vivo. Tedy BPA miZe navozovat
predcasnou pubertu u samct stimulaci predc¢asné diferenciace LSCs (Chen et al., 2018).

Pomoci 3D modelu testikularnich bunék byl zkouman i vliv simulované mikrogravitace na
sféroidy vytvorené ze Sertoliho bunék (primarni mysi buriky) v bioreaktoru. Simulovana mikrogravitace
neovlivnila Zivotaschopnost, proliferaci Sertoliho bunék ani expresi cytoskeletdlnich proteini a

rastovych faktord (Kit ligand), ovSsem zvysila produkci aromatazy, coz nasledné vedlo ke zvySeni sekrece
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17 B-estradiolu. Vysoké mnozstvi 17 B-estradiolu zptsobené mikrogravitaci by mohlo mit nepfiznivy
vliv na reprodukci a vést ke vzniku nadoru varlat a byt rizikem pro mladé astronauty (Cirelli et al., 2017).

Ko-kultivaéni modely poslouzily khodnoceni ucinku rdznych chemikalii na proces
spermatogeneze a na funkce zapojenych somatickych a spermatogonialnich bunék. Pokrocily 3D ko-
kultivaéni model potkanich testikularnich bunék byl pouzit pro hodnoceni testikuldrni toxicity zndmého
inhibitoru enzymu histon deacetylazy HZ1006 po dlouhodobé expozici (az 24 dn(; Zhang et al., 2018).
HZ1006 zpUsobil inhibici proliferace, snizeni produkce testosteronu, pokles exprese proteint
specifickych pro zarodecné burnky v meiotické fazi, pokles exprese AR a jednoho z gen( zavislého na
aktivaci AR, tzv. prostatického specifického antigenu PSA (Prostate Specific Antigen; (Zhang et al.,
2018).

Na in vitro model ko-kultivacni testikularniho organoidu 3D-TCS sloZeného z nezralych
testikularnich bunék (Sertoliho, Leydigovy a zarodecné burky izolované 5. den po porodu) pokrytych
extraceluldrni matrix byl vyuZit k hodnoceni testikularni toxicity metabolit( ftalatd (Harris et al., 2015)
a metabolismu ftalat( toxickych pro vyvoj DBP a DEP ve varlatech (Harris et al., 2016). Vyvojové toxické
ftalaty (DTPE) se ukazaly byt testikularné toxické pres vliv na steroidogenezi a na vyvoj testikularnich
bunék. Naproti tomu vyvojové netoxické ftalaty (DNTPE) nebyly testikularné toxické a neovliviiovaly
ani steroidogenezi, ani vyvoj varlat (Harris et al., 2016), cozZ bylo potvrzeno v dalsim pokrocilém 3D in
vitro modelu 3D-SGC (,Sertoli cell/gonocyte co-culture” — nezralé Sertoliho buriky a spermatogonia A
izolované 5. den po porodu pokryté extracelularni matrix; Yu et al., 2009) i in vivo (Harris et al., 2015).
Byla charakterizovana i metabolickd kapacita 3D-TCS modelu vcetné kinetiky testikuldrni toxicity
ftalatl. 3D-TCS model se ukazal byt schopen metabolické aktivity (funkéni lipdzy a enzymy CYP450 -
Cyplilal, Cypl7al, Cyp19al, Cyp26bl) a metabolizovat ftalaty. Tento model je schopen poskytnout
informace i o kinetice plisobeni hodnocenych sloucenin, cozZ zlepsSuje interpretaci vysledk( ziskanych
z in vitro testikularnich model( (Harris et al., 2016).

3D ko-kultivacni model sloZzeny z potkanich testikuldrnich bunécénych linii (spermatogonialini,
Sertoliho a Leydigovy buriky) a extracelularni matrix byl vyuzit k hodnoceni abnormalit testikularnich
bunék béhem vyvoje (Yin et al., 2017). Model mél 3D strukturu a vytvofilo se v ném prostiedi podobné
in vivo situaci, navic v ném systému probihala spermatogeneze. Vysledky z tohoto modelu dokdzaly
odliSit zndmé reprodukéné toxické latky od téch nereprodukéné toxickych a ziskani ICsq silné korelovaly
s vysledky ziskanymi in vivo. Tento model by mél byt vyuzZit pro screening reprodukéné toxickych latek
a pro jejich prioritizovani pro nasledné podrobnéjsi hodnoceni (Yin et al., 2017).

Dulezitym cilem testikuldrnich toxikant( je bariéra BTB, proto by bylo dobré mit i vhodny in
vitro model mimikujici BTB pro hodnoceni reprodukéni toxicity latek. Vhodny 3D eBTB (,,engineered
blood-testis barrier”) je zaloZzen na 3D kulture testikularnich bunék (izolovanych z varlat 18 dnd starych

potkana) kultivovany v dvoukomorovém systému. Peritubularni buriky byly kultivovany dole ve spodni

34



komore. Nahofe na insertu byla kultivovana smés Sertoliho a zarodec¢nych bunék pokrytd umélou
extracelularni matrix, coz napodobuje zakladnu BTB in vivo (Legendre et al., 2010). Funk¢nost tohoto
modelu byla potvrzena pfitomnosti proteind tésnych spojli mezi Sertoliho burikami (napf. claudin 11).
Méreni trans-epitelidlniho elektrického odporu potvrdilo vztah mezi Sertoliho burikami,
peritubularnimi bufikami a matrix, coZz bylo ovlivnéno i tésnymi spoji vnikajicimi mezi Sertoliho
burikami béhem kultivace. Zarode¢né buriky se diferencovaly, vznikaly haploidni zarodecné buriky.
Tento model je vhodny ke sledovani funkce BTB a spermatogeneze a k hodnoceni vlivu testikuldrnich

toxikantl na BTB a spermatogenezi (Legendre et al., 2010).
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Experimentalni cast

Prace se zaméruje na vyuziti jednoho z pokrocilych 3D modell pti hodnoceni testikularni
toxicity latek, a to na mnohobunécéné sféroidy tvorené Leydigovymi burikami. Prvnim krokem byla
optimalizace podminek kultivace sféroidd — tvorba gelu a podminky a sloZzeni média. Aby bylo moZno
posoudit i vliv |atek na Zivotaschopnost Leydigovych bunék tvoficich sféroid, byla pro 3D kulturu
Leydigovych bunék optimalizovdna metoda vyuzivajici resazurin, ktery je metabolizovdn Zivymi
bunkami. Po optimalizaci byl model vyuZit k hodnoceni vlivu vybranych chemickych latek na velikost a

tvar sféroid( Leydigovych bunék a na jejich Zivotaschopnost.

4. Material a metody

4.1 Pouzita linie bunék

Charakteristika linie Leydigovych TM3 bunék (Obrazek 4):
-samdi epitelialni buniky izolované z varlat nedospélé mysi (Mus musculus) kmene BALB/c nu/+
-zakoupeny z ATCC — Americka sbirka typovych kultur (,Americam Type Culture Collection”; , kat. C.
CRL-1714™)
-optimalni fedéni pro kultivaci: 1:20 az 1:100,

-doba zdvojeni: 18-22 h (z&visi na koncentraci nasazenych bunék: 0,4x10° — 1,8x10°8 b/cm?)

R S RSN | 50pm S0 pm
it A - . ——e

Obrazek 4: Leydigovy TM3 bunky kultivované v monovrstvé v bézné kultivaéni lahvi (2D systém); (A.) ajako

mnohobunéény sféroid v 3D Petri Dish® (B.).
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4.2 Kultivace a pasazovani Leydigovych TM3 bunék

4.2.1 Material

e Kultivaéni médium:

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium (DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium) a
Hammovo médium F12 (Ham’s F12 médium) v poméru 1:1 (DMEM/F12 red; Sigma, kat. ¢. D6421)
obsahujici pufrujici slozky HEPES (kyselina 4-2-hydroxyethyl-1-piperazinethansulfonova; 15mM) a
NaHCOs (15 mM) s pridavkem 5% v/v koriského séra (HS; PAA, kat.¢. B15-021), 2,5% v/v fetdlniho
bovinniho séra (FBS; Biochrom FBS Superior, kat. ¢. S0615) a 2,5mM L-glutaminu (Biosera, kat. ¢. XC-
T1715).

e Trypsin: 0,25% w/v Trypsin-EDTA

e PBS - Pufrovany fyziologicky roztok, obsahujici 137mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM
Na;HPO;x12H,0 a 1,47mM KH,PO, (pH 7,2)

e  Sterilni kultivani nddoby pro tkanové kultury (TPP)
e Sterilni pipety a mikropipety, sterilni plastové Pasteurovi pipety

e Cellometer Auto T4 Bright Field Cell Counter (BioTek)

4.2.2 Pasazovani a kultivace bunék

Kultivaéni médium se pfed pouzitim nechalo vytemperovat na teplotu 37°C. Pod mikroskopem
byla zkontrolovana morfologie bunék a vyloucila se pfitomnost kontaminace. Biohazardni box byl pred
praci vysterilizovan germicidni lampou po dobu alespori 15 min a pracovni plocha v ném byla otfena
70% EtOH. Otfeno 70% EtOH bylo i vSe, co bylo do boxu umisténo. Hrdla lahvi se pfed otevienim vidy
ozehla plamenem. Bunky byly pasaZovany pfed dosazenim 100% konfluence, tedy nepokryvaly cely
povrch kultivaéni nddoby (kultivaéni plocha 25 cm?), ale 70-90 % plochy. Staré kultivaéni médium bylo
odsato z kultivaéni nadoby, buriky byly oplachnuty PBS (3 ml, 2x opakovano). Do kultivaéni nadoby byl
k bunkam pfridan trypsin (0,5 ml), ktery rozvoliiuje adherentni buriky narostlé v monovrstvé a odlepuje
je ode dna kultivacni nadoby, a burky byly inkubovany pti 37°C po dobu 2—3 min (nejdéle 5 min;
mikroskopicka kontrola — zakulaceni bunék a jejich uvolnéni do média). Nasledné bylo potreba trypsin
inaktivovat pfidanim kultivacniho média (3 ml). Opakovanym pipetovanim byly bunécné shluky
rozvolnény na jednotlivé buriky. 20 pl bunécné suspenze bylo pfeneseno do pocitaci komurky ptistroje
Cellometr a byl spoéitdn pocet bunék. Poté se 0,5x108 bunék pfeneslo do nové kultivaéni nddoby se 7

ml ¢erstvého kultivaéniho média (optimalni fedéni pfi kultivaci je dle ATCC 1:20 aZz 1:100) a burky byly
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kultivovany v inkubdatoru s 5% CO?, 95% vlhkosti a teplotou 37°C. Kazdy druhy nebo tfeti den bylo nutné

vymeénit staré médium za éerstvé, bunky byly pasdazovany minimalné jednou tydné.

4.3 Vytvareni mnohobuné&nych sféroidi metodou 3D Petri Dish®

Technika 3D Petri Dish® umozZfiuje kultivaci bunék ve 3D uspofddani, nevyZaduje pouZiti
zadného bunécného ,leseni” a pomdaha napodobit pfirozenou architekturu a funkce tkani in vivo.
Zlepsuje mezibunécné interakce, pfijem Zivin a odstrafovdni metabolickych latek produkovanych
burikami, coZ jsou procesy, které v2D monovrstvé bunék neprobihaji zcela uniformné. Pomoci
specialnich formicek ve formatu ,24-35 — Large Spheroids” jsou vytvoreny malé agardzové gely
nazyvané 3D Petri Dish®, ve kterych se kultivuji bufiky (Obrazek 5). Agardza je neadhesivni substrat
neumozniujici prisednuti bunék, diky ¢emuz se burnky spontanné shlukuji do 3D struktur, ve kterych
probihaji komplexnéjsi interakce mezi burikami. Pouzity typ formicky umoznuje vytvoreni 35 sféroidu

v kazdé jamce 24jamkové kultivacni desky.

4.3.1 Material

e  Mikroforma pro tvorbu 3D Petriho Dish® ve formatu ,,25-35 — Large spheroids” (Microtissues,
v CR dostupné od firmy Sigma-Aldrich, kat. ¢. 35-24)

Agardza (Sigma-Aldrich A9539)

Chlorid sodny (Lach-Ner, kat.¢. 30093-AP0) — 0,9% roztok (w/v)

24jamkova mikrotitracni desticka

Sklenéna lahvicka s autoklavovanym vickem (100 ml); centrifugacni zkumavka (15 ml);
sterilizované klesté a Spachtle

Autoklav; mikrovinna trouba; termoblok; centrifuga s rotorem na mikrodesticky

PouZitda média:
e  Médium | - DMEM/F12 red (D6421), 5% HS, 2,5% FBS, 2,5 mM L-glutamin (stejné slozeni jako

kultivaéni médium; toto médium doporucuje ATCC), Normocin (100 ug/ml)

e  Médium Il - DMEM/F12 white (D6434), 5% HS, 2,5% FBS, 2,5 mM L-glutamin (stejné sloZeni
jako kultivaéni médium akorat bez fenolové ¢ervené), Normocin (100 ug/ml)

e  Médium Ill - DMEM/F12 white (D6434), 7,5% DCT FBS (dextran-charcoal treated” FBS; FBS se
snizenym obsahem hydrofilnich latek, jako jsou hormony; Sigma, kat. ¢. F6765), 2,5 mM L-
glutamin, Normocin (100 ug/ml)

38



4.3.2 Postup

Pfedem byl ptipraven 2% roztok agardzy. Do lahvicky byl navdzien 1g agardzového prasku,
pridalo se 50 ml sterilniho NaCl (0,9% w/v), vse se dobte promichalo a autoklavovalo (30 min). Na
pfipravu 3D Petriho Dish® bylo tfeba nejprve ztuhly agardzovy roztok rozehiat v mikrovinné troubé. K
vytvofeni 24 gelll pro jednu 24jamkovou desticku bylo preneseno 15 ml agardzy do sterilni
mikrozkumavky (pocitalo se cca 400 pl 2% agardzy na 1 mikrogel). Centrifugacni zkumavka byla dana
do termobloku nastaveného na 65°C, aby nedoslo ke ztuhnuti agardzy, a umisténého uvnitf
laminarniho boxu. Do specialni mikro-formy se pfidalo 330 ul agarézy, pficemz vSsechny malé bubliny
byly odstranény pomoci pipety. Po ztuhnuti agardzy byly vytvarované 3D Petri Dish® premistény z
mikro-formy na dno jamky mikrotitracni desticky (Obrazek 5). VSechny 3D Petri Dish® byly pinzetou
srovnany do vodorovné polohy v jednotlivych jamkach mikrotitracni desticky. Nasledné se zbytek
roztoku agardzy nechal zchladnout na 50—60°C. Na dno kazdé jamky mikrotitrac¢ni destic¢ky se opatrné
pridalo 150 pul agardzy, ¢imzZ doslo k pfilepeni 3D Petri Dish® ke dnu jamky. Ekvilibrace gel(, tedy
nahrazeni roztoku NaCl v agardze kultivacnim médiem, se provadéla pfidanim 1 ml kultivaéniho média
do kazdé jamky, desticka se umistila do inkubacniho boxu na 15 min. Poté se kultivacni médium
Pasteurovou pipetou odsalo a tento ekvilibraci krok byl jesté jednou zopakovan (tedy 1 ml média 2 x

15 min dle doporuceni vyrobce).

Obrazek 5: Mikro-forma 3D Petri Dish® pro vytvofeni mnohobunéénych sféroida
(www.microtisues.com, [cit. 19. 5. 2016]).

TM3 buniky se pasdZovaly podle kapitoly 5.2.2 ,,PasdZovani a kultivace bunék”, pocet bunék v
bunécné suspenzi byl zjistén pomoci pfistroje Cellometer a na jednu 24jamkovou mikrotitraéni
desticku se pfipravil poZadovany objem bunécéné suspense o dané koncentraci bunék. Z vnéjsi ¢asti 3D
Petri Dish® i z vysevné komUrky bylo odsato kultivaéni médium a do vysevné komrky bylo prfeneseno
65 pl bunééné suspense. Buriky se nechaly po dobu 10 min sednout na dno mikrojamek 3D Petri Dish®,
potom se do kazdé jamky mikrotitracni desticky pridal 1 ml kultivaéniho média a desticka se umistila
do inkubatoru (37°C/5% CO,). Vyména média, které obklopovalo 3D Petri Dish®, probihala vidy po 72,
(96), 168, 240 a 336 hod od nasazeni bunék.
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4.3.3 Hodnoceni parametr(i charakterizujicich vlastnosti sféroid(

Fotografie sféroid( byly pofizovany po 24, 72, (96), 168, 240 a 336 hod (tj. po dobu cca 14 dni)
od zaloZeni experimentu (nasazeni bunék) pomoci invertovaného mikroskopu Zeiss Axio Z1 Observer
(Carl Zeiss, Némecko) a systému TissueFAXS (TissueGnostics, Rakousko) ve spojeni s CMOS kamerou
Baumer HXG40c a s pouzitim objektivu se zvétSenim 2,5x. Jednotlivé fotografie byly vyhodnoceny
automaticky makrem vytvoreném v programu ImagelJ (NIH, USA; Basu et al., v pfipravé) a byly ziskany
hodnoty geometrickych parametrl charakterizujici dany sféroid a slouzici k popisu jeho velikosti a
tvaru (Tabulka x). PrestoZe je tvar sféroidu prostorovy, k charakterizaci sféroidu se vyuiZilo
dvojrozmérné zobrazeni, tedy obrazek analyzovaného sféroidu. K zakladnimu popisu v roviné byly
pouzity standardni matematické charakteristiky tykajici se priamétu sféroidu do roviny kolmé na
optickou osu. Vybranymi parametry (charakteristikami) jsou plocha, objem, obvod, Feretlv primér,
kruhovitost, pomér hlavni a vedlejsi osy vhodné elipsy, kulatost a celistvost. Kvili jednoznacnosti jsou
u nékterych charakteristik uvedeny anglické nazvy.

V programu GraphPad 6.0. byl vypocitan median pro jednotlivé jamky, tedy ze 35 sféroidd.
Nasledné byl z jednotlivych replikatd (duplikat i triplikat) vypoditan aritmeticky primér. Pro parametry
s rozmérem byla provedena normalizace na naivni kontrolu (expozice pouze médiu) v daném case a
bylo vypocitdno procento kontroly. Bezrozmérné parametry nebyly normalizovany. Nakonec byly
slouceny dohromady nezavisla opakovani (tfi az ¢tyfi) a byl vypocitan aritmeticky priimér a smérodatna

odchylka priiméru (SEM).

Tabulka 2: Parametry charakterizujici sféroid

Jednotky Charakteristika ~8 Vzorec *B

e Roven nejdelSi vzdalenosti
bodu, v nichz se dvé paralelni
te€ny dotykaji obvodu primeétu

Prevzato z: ©

Castice Pt~
5 F;é?;ltjv_p?é?:tr's um e SlouZi k charakterizaci ¢astic
’% diameter) nepravidelného tvaru
(@]
@ e Smér, kterym jsou vedeny
2 te€ny, musi byt stejny u vSech
% proméfovanych ¢astic
©
o e Objem kruhu, jehoz polomér
_ je funkci métené plochy 1 ) i
Objem 3 Vol = =X X [Major axis]
(Vol — Volume) H 6

e Zavisi na ploSe Castice % [Minor axis]
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Pokracovani tabulky 2: Parametry charakterizujici sféroid

o Délka vnéjSi hranice Castice

e Soucet vzdalenosti mezi po
sobé nasledujicimi pixely na

R{zné metody projekce a vypoctu
napf. rovnice Cauchy-Crofton

e Urcuje odchylku od
kruhovitého tvaru v zavislosti
na obvodu a plo$e primétu

Obvod obrysu &astice
(Perim — | ym
€ | Perimeter)
o
£
S
N
e
(7]
P - P
o e PloSny obsah primétu (tzn.
% plocha primétu) c¢&astice do
§ roviny mikrofotografie
I(::Al(r)gg)a Hm2 e Soucet vsech jednotlivych Area = E[ap]
plosnych jednotek (pixell nebo
Stvercd - ap) na plochu
ohrani€ené Castice
e Urcuje pomér  celkové
plochy, primétu  sféroidu
k opsané konvexni ploSe
) . [Area]
Celistvost bezrozmama | ¢ CiM je Castice hladsi a Solid = Conver aredl
(Solid — Solidity) kulatdj$i, tim vic se hodnota [Convex area]
celistvosti blizi 1.
e Zavisi na tvaru €astice
e Urcuje odchylku od
kruhového tvaru
% e Round =1 —kruh
E | Kulatost 4 x [Area]
& | (Round — | bezrozméma | ¢ Round < 1 — prodlouZeny | Round = _ —
o | Roundness) tvar 7 X [Major Axis]
c
' i . 3
E e Zavisi na ploSe primétu a
,% hlavni ose vhodné elipsy
@
e UrCuje idealné kruhovity
objekt
e Circ = 1 — idedlné kruhovita
Céastice
Kruhovitost 4 x 1 X [Area]
(Circ — | bezrozmérna | ¢ Circ < 1 - (Castice s Circ = —
Circularity) prodlouZenym tvarem [Perim]
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Pokracovani tabulky 2: Parametry charakterizujici sféroid

e Podil maximalni horizontalni
a vertikalni vzdalenosti

e Urcuje odchylku od
kruhovitého tvaru

> e AR =1 —kruh

2

® e AR > 1 — elipsa prodlouzena [Major axis]
b . . - —

S | Pomér stran ve sméru horizontalnim AR = ————
2 | (AR — Aspect | bezrozmérna [Minor axis]
’g ratio) e AR < 1 - elipsa prodlouzena

N ve sméru vertikalnim

3

m e Zavisi na projekci vhodné

elipsy, ktera nejlépe odpovida
danému tvaru Castice (vybrana
elipsa ma stejnou plochu,

orientaci a tézisté jako pdvodni
primét)

A www.imageJ.nih.gov, (2012). [cit. 16. 4. 2018]; B Olson, E. (2011). Journal of GXP Compliance, 15(3), 85.; ©
www.en.wikipedia.org. [cit. 16. 4. 2018]. Major axis — velikost hlavni osy vhodné elipsy (fitting elipse); Minor axis

— velikost vedlejsi osy vhodné elipsy (fitting elipse).

4.4 Hodnoceni Zivotaschopnosti Leydigovych TM3 bunék tvoficich sféroid

pomoci resazurinu

Metoda hodnotici Zivotaschopnost Leydigovych TM3 bunék tvoficich sféroid je zaloZzena na
preméné modrého nefluoreskujiciho resazurinu na rliZzovy fluoreskujici resorufin, pficemz pfeména
zavisi na aktivité mitochondridlnich dehydrogenaz v Zivych bunkdch. MnoZstvi pfeménéného

resazurinu tedy odpovida mnozstvi Zivych bunék ve sféroidech.

4.4.1 Material

e 24jamkova desticka se sféroidy v agarézovém mikrogelu 3D Petri Dish®

e Kultivaéni médium DMEM/F12 Ham bez FBS a L—glutaminu (Sigma Aldrich, Praha, Ceska
republika)

e  Sterilni mikrocentrifugaéni zkumavka
e Resazurin (MW=229, Sigma Aldrich, kat.¢. R7017, Praha, Ceska republika)

v

e 96jamkova Cernd desti¢ka (napf. Greiner Bio-one, kat. ¢. P/N 655098, Kremsmdunster,
Rakousko)

e Sterilni pipeta, automaticka pipeta
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e Laminarni box

e  Mikrodestickovy fluorimetr (Synergy 4, BioTek, Vinooski, USA)

4.4.2 Postup

Resazurin se rozpustil v PSB (pH 7,4) v koncentraci 150 pg/ml (665 uM). Roztok byl prefiltrovan
(0,2 um PES filtr) a alikvotovdn. Alikvoty byly chranény pred svétlem a uskladnény pfi 4°C pro
kratkodobé skladovani nebo pti 20°C pro dlouhodobé (tydny). Kultivacni médium DMEM se ohfalo na
teplotu 37°C. Na jednu 24jamkovou desku bylo potifeba cca 25 ml média, do kterého se pridalo 0,75
ml roztoku resazurinu, pfi¢emz vysledna koncentrace resazurinu v médiu byla 4,5 pg/ml (20 uM). Pred
pfidanim resazurinu byly sféroidy oplachnuty médiem DMEM. Do kaZdé jamky se pfidal 1 ml média
DMEM a deska se inkubovala 15 min v inkubatoru (37°C/5% CO,). Poté se pfedchozi krok jesté jednou
zopakoval. Nasledné bylo do kazdé jamky priddano DMEM s resazurinem (1 ml na jamku) a deska se
inkubovala 4 hod v inkubatoru (37°C/5% CO,). Po celou dobu inkubace lezela deska na tfepacce a
roztok byl promichdvan. Do ¢erné 96jamkové desticky se z kazdé jamky 24jamkové desky preneslo 3x
250 pl média (triplikat z kazdé jamky). Fluorescence preménéného resazurinu (tzv. resorufin) byla
mérena na fluorimetru pti vinovych délkach 530/590 nm Ex/Em.

Mnoizstvi redukovaného resazurinu bylo pfimo Umérné hodnotdm namérené fluorescence
(FLUs, fluorescence units). Od kazdé hodnoty fluorescence byla odectena hodnota blanku (jamka
s mikrogelem a s médiem bez bunék). U experimentll hodnoticich vliv latek na Zivotaschopnost
Leydigovych TM3 sféroid( byla provedena normalizace a vysledky jsou vyjadieny jako procento
kontroly (pouze médium). Nakonec byly slouc¢eny dohromady nezavisla opakovani (tfi az ctyfi) a byl

vypocitan aritmeticky primér a smérodatna odchylka priiméru (SEM).

4.5 Testované latky a podminky expozice

Vybranymi chemickymi latkami (Tabulka 3) byly modelovy promotor karcinogeneze
tetradekanoyl forbol acetat (TPA), pesticid metoxychlor (MTX) a latky hojné pouzivané v produktech
osobni potfeby (PCPs — Personal Care Products) triklosan (TCS) a triklokarban (TCC). Latky byly
rozpustény v pfislusném rozpoustédle (TPA a TCC v ethanolu, MTX a TCS v acetonitrilu).

Po 96 hod od nasazeni bunék pro tvorbu sféroidd, kdy Leydigovy buriky jiz vytvorily kompaktni
sféroid, bylo kultivacni médium vyménéno za expozi¢ni médium (1 ml) obsahujici testovanou latku
nebo rozpoustédlo. Pfislusnd rozpoustédlova kontrola takovou koncentraci rozpoustédla (ethanol,
acetonitril), které odpovidalo koncentraci rozpoustédla v jamkach s testovanymi latkami. Vysledna

koncentrace rozpoustédla v kultivacnim médiu neptesdhla 0,25 % (v/v). Expoziéni médium bylo
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ménéno po 168 a 240 hod od doby nasazeni bunék, tedy po 96 a 168 hod expozice.

Vysledna

koncentrace MTX, TCS a TCC byla 2; 6; 25 a 100 uM, TPA byl testovan v koncentracich 0,6; 3; 10 a 40

nM.

Tabulka 3: Charakteristika pouzitych chemickych latek

pohlavnich organt
u mysi a potkant
(in vivo studie) &

e Pokles vahy u
varlat, semennych
vackl u potkan(
(in vivo studie,
oralni expozice)

Hershbergeriv test
na potkanech) ¢

¢ Interaguje

s androgennim i
estrogennim
receptorem (in vitro
studie)

Nazev latky: TPAA MTX A TCSA B TCCA B
CAS: 16561-29-8 72-43-5 338-34-5 101-20-2
Chemicky CasHs60s CeH15ClsO C12H7Cl302 C13HoCI3N20
vzorec I e | s, 40 A
struktura o 2 [ | 1)
a_/ L ﬂ 57 Rt T
IS NG J\ [ : /L?
He a J GO R T T g
) e )
N ] c i-\\(///
| & I
0
Prevzato z: © . A Pfevzato z: A Pievzato z: A
Prevzato z:
Vlastnosti Mr: 616,8 g/mol Mr: 3456 g/mol | Mr: 2895 g/mol | Mr:  315,6  g/mol
logKow: 7,36 logKow: 4,68-5,08 | logKow: 4,76 logKow: 4,9
Rozpoustédio | « Ethanol o Acetonitril e Acetonitril e Ethanol
Pouziti e Modelovy nadorovy | ¢ Organochlorovy | e Pfidavan do zubnich past, mydel,
promoter pesticid deodorantd  (produkty osobni potieby),
(insekticid) - | Cisticich prostfedku
e K vyzkumu v soucasnosti
nadorové promoce zakéazany v CR P ¢ Antibakterialni ucinek
Toxicita/ e LDso =309 uglkg u | e LDsp = 6000 | e LDso > 5000 | e LDso = 2000 mg/kg
Toxikologické | mysi (intravenoézni | mg/kg u potkana | mg/kg u potkana | u mysi (oralni
hodnoceni aplikace) (oralni expozice) (oralni expozice) expozice)
e LDso > 9300 | o LDso=10000 mg/kg
mg/kg u kralika | u kralika (dermalni
(dermalni expozice) | expozice)
Reprodukéni | e Promotor e Pokles e Nebyl prokazan | e ZvétSeni pridatnych
toxicita u | karcinogeneze spermatogeneze, | (anti)androgenni pohlavnich zlaz u
samcu atrofie  samdcich | uCinek  (in  vivo | kastrovanych potkant

(in vivo studie, oralni

expozice) H

o Zesiluje ucinek
testosteronu u
nadorovych bunék
prostaty  (in  vitro
studie) H
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Pokraéovani tabulky 3: Charakteristika pouzitych chemickych latek

Osud ¢ Informace o |  Nevypaiuje se ¢ Nevypafuje se ¢ Nevypaiuje se

VvV zivotnim biodegradaci v pudé

prostiedi nebo vodé nejsou | ® BCF:2500-8700 | e V pidé je imobilni | e V padé imobilni
dostupné

e t12: ve vodé <25 | « BCF: 2,7—90 | « BCF: 80 (u kapra)
dni, v pddé > 100 | (vodni organismy)

dni (aerobni), < 30 e t12 : ve vodé 60 dni,

dni (anaerobni) ! e tip: ve vodé 41 | vpddé 120  dni,
min’, v pUdé | v sedimentu 540 dni M

e Hory a lesni | (aerobni podminky)

pudy vCR: 0,17- | 18 dni” e 0,023-0,045  pgll

0,79 ng/g P v odpadnich  vodach
e NejvysSi  obsah | (2010 v USA)

e Pitna voda | VCR - 100-340

v CR: 2,5 ng/l (limit | Mo/kg sedimentu -
100 ng/l) (2017) feky OlSe, Bilina,

Luzicka Nisa,
Svratka K
e 12-4160 ng/l

(odpadni vody) -

e 42-874 ng/l
(povrchové vody) -

A PubChem Coumpound, www.ncbi.nlm.nih.gov [cit. 27.3.2018].; B Halden et al. (2017). Environ. Health Perspect,
125(6).; © www.chemister.ru [cit. 16.4.2018].; P Holoubek a kol. (2006). Védecky vybor fytosanitarni a Zivotniho
prostfedi. Dostupné z: www.phytosanitary.org/old/projekty/2005/VVF _13_2005.pdf; E Aoyama, H. and Chapin, R.E.
(2014). Vitam. Horm., 94, 193.; F Wiliam, W. and Edgcomb, J.H. (1962). Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 138(1), 126.; © Pernocini et al. (2018). Reprod. Toxicol., 75, 65.; " Duleba et al. (2011). Reprod. Sci,
8(2),119.; ' Toxicological profile for methoxychlor. Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2002.; 7
Dhillon et al. (2015). Int. J. Environ. Res. Public Health, 12(5), 5657.; K Zprava o stavu vodniho hospodafstvi Ceské
republiky v roce 2014. MZe CR., 2014; * Draft federal environmental quality gudelines. Environment and Climate
Change Canada, 2017.; M Halden, R.U. Paull D.H. (2005). Environ. Sci. Technol., 39(6), 1420. BCF —
biokoncentracéni faktor; LDso — letalni davka pro 50 % testovanych organism(; logKow — logaritmus rozdélovaciho
koeficientu n-oktanol/voda; MTX — methoxychlor; Mr — relativni molekulova hmotnost; ti2 — polo€as rozpadu
chemické latky; TPA — 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetat; TCC — triklokarban; TCS — triklosan.

4.6. Statistické vyhodnoceni dat

Vyhodnocena data byla statisticky zpracovana v programu SigmaPlot 12.3. K urceni dat s
normalnim rozlozenim byl pouzZit test normality (Shapiro-Wilklv test), shodnost rozptyld byla
potvrzena Levenovym testem (Equal of variance test). Data s normalnim rozloZzenim a shodnymi
rozptyly byla nakonec vyhodnocena testem one-way ANOVA a poté Dunnetovym nebo Tukeyho post
hoc testem. Neparametricky rozloZzena data byla statisticky hodnocena Kruskal-Wallisovym testem s
naslednym Dunnovym post hoc testem. Pro posouzeni rozdilnosti dvou variant se pouZil

neparametricky Mann-WhitneyUv rank sum test. Hladina vyznamnosti byla zvolena a = 0,05 (*, P <
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0,05; **,P<0,01; ***, P<0,001), tedy hodnota P urcuje, zda se vyznamné odliSuje pouZitd koncentrace

latky od kontrolni skupiny.

5 Vysledky

5.1 Optimalizace podminek pro tvorbu mnohobunéénych sféroidli a hodnoceni

jejich Zivotaschopnosti

5.1.1 Ekvilibrace mikrogell pfed nasazenim bunék

Pti ptipravé agarézovych mikrogel vyrobenych technikou 3D Petri Dish® je vyrobcem pied
nasazenim bunék doporucovana ekvilibrace mikrogel( v kultivaénim médiu po dobu 2 x 15 min. Tento
krok slouzi k dosaZzeni rovnovahy koncentraci chemickych latek obsazenych v kultivaénim médiu mezi
agarézovym gelem a pridanym kultivacnim médiem, v tomto ptipadé konkrétné k nahrazeni roztoku
NaCl v agardze kultivaénim médiem. V predchozich experimentech bylo zjisténo, Ze difuzni vyména
rozpusténych latek mezi médiem a agarézovym gelem probiha alespon pro nékteré latky pomaleji a
k dosazeni rovnovahy mezi obéma fazemi dochazi az po nékolika hodindach. Pro tyto latky tedy nestaci
vyrobcem doporucend doba ekvilibrace 2 x 15 min k Uplnému dosaZeni rovnovainého stavu
rozpusténych latek mezi kapalinnym médiem a mikrogelem. Napf. pro neutrdlni cerveni by méla
ekvilibrace optimalné probihat min. po dobu 4 hod (Musilovd, 2017). Cilem tohoto optimaliza¢niho
kroku mélo byt posouzeni vlivu doby a podminek ekvilibrace mikrogell v kultivacnim médiu na
naslednou tvorbu sféroida. JelikoZz samotna tvorba sféroidll a testovani ucinkd latek na jejich velikost,
tvar a Zivotaschopnost trva cca. 14 dni, z ¢asovych a praktickych divodd byla zvolena delsi doba
ekvilibrace 72 hod (tedy pres vikend). Podle kapitoly 5.3. ,Vytvareni mnohobunécnych sféroidl
metodou 3D Petri Dish®, byly vytvofeny mikrogely ve dvou 24jamkovych desek. Do kazdé jamky bylo
pfidano kompletni kultivacni médium (1 ml), nasledné byly desky s mikrogely obaleny parafilmem a
uloZzeny do lednice (4°C) z dlivodu sniZzeni pravdépodobnosti vzniknuti kontaminace, vyparovani
kultivaéniho média a tepelné degradace nékterych jeho slozek. Ekvilibrace gel v kultivaénim médiu
probihala 72 hod. Pfed nasazenim Leydigovych bunék do mikrogell byla jedna z ekvilibrovanych
24jamkovych desek (Varianta 1) vyjmuta z lednice a vloZena do inkubatoru (37°C/5% CO,) na 60 min.
Druhd 24jamkova deska (Varianta 2) byla ponechana v lednici az do chvile nasazeni Leydigovych TM3
bunék do mikrogelll. K tomu byly jesté vytvoreny mikrogely ve treti 24jamkové desce, do kazdé jamky

bylo opét pridano kultivaéni médium, deska byla obalena parafilmem a uloZena do lednice (4°C) na
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dobu 15 min (Varianta 3). Mikrogely ve Ctvrté desce byly ekvilibrovany 2 x 15 min pti pokojové teploté
(Varianta 4). Do vSech ¢tyr desek pak byly nasazeny Leydigovy buriky v rliznych koncentracich.

V pripadé Varianty 1 nedoslo béhem 24 hod v nékterych mikrojamkach (zejména na okrajich
mikrogelu) ekvilibrovanych po dobu tfi dnid v lednici k vytvoreni kompaktniho sféroidu, ackoli byla
deska s mikrogely pred nasazenim bunék ponechana 1 hod v inkubatoru (37°C/5% CO,; Obrazek 6) pro
koncentraci nasazenych bunék 500 b/sf; podobné vysledky byly pozorovany i pro koncentrace 8000,
4000, 1000 a 250 b/sf. Vliv nizké teploty mikrogell na tvorbu sféroidl byl potvrzen i ve Varianté 2,
kterd nebyla vliibec temperovana pred nasazenim bunék. V této varianté se ve vétsiné mikrojamek
mikrogell nevytvorily kompaktni sféroidy (Obrazek 6) ve vsech nasazenych bunécnych koncentracich.
| vtéto varianté se ojedinélé sféroidy vytvofily v mikrojamkach uprostifed mikrogell. Ke zvySovani
teploty v mikrogelu pfi temperovani v inkubatoru tedy pravdépodobné dochazi od stfedu mikrogelu
ke kraji. V pfipadé Varianty 3 (15 min ekvilibrace v lednici) a Varianty 4 (ekvilibrace 2 x 15 min pfi
pokojové teploté) se béhem 24 hod vytvofrily kompaktni sféroidy. Ackoli byla ve Varianté 3 téZ deska
s mikrogely uloZena do lednice, tak se mikrogely nestihly pfilis ochladit a neovlivnilo to tvorbu sféroid(
ve vSech koncentracich nasazovanych bunék. Doba nutnd k ohfati mikrogelll na teplotu 37°C byla
zjisténa mérenim teploty mikrogell v jamce 24jamkové desky ekvilibrované po dobu 24 hod v lednici
a nasledné prenesené do inkubatoru (37°C/5% CO,). BEhem 1 hod se teplota mikrogeltd zvysila na 28°C,
coz se ale ukazalo jako nedostatecné (Varianta 1). K dosaZzeni poZadované teploty 37°C v mikrogelu
byla potfebna inkubace desky po dobu min. 4 hod, ¢imz by se ptiprava 24jamkové desky s mikrogely a
sféroidy stala z casového a praktického hlediska velmi naro¢nou. Na zakladé téchto krokd byl pro dalsi
experimenty zvolen plvodni postup ekvilibrace mikrogel( v kultivacnim médiu dle doporuceni vyrobce
(2 x 15 min). Pokud by se pouzivalo kultiva¢ni médium, jehoz slozky jsou financné narocné, bylo by
mozné na zakladé téchto vysledkli vynechat krok vymeény kultivaéniho média po prvnich 15 min

ekvilibrace, tedy ekvilibrace by probihala nepfetrzité 30 min v 1 ml kultivacniho média.
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Variantal Varianta2

Obrazek 6: Vliv podminek ekvilibrace mikrogelti vyrobenych technikou 3D Petri Dish® na tvorbu sféroida.

Varianta 1: 24j deska s mikrogely ekvilibrovanymi 3 dny pfi teploté 4°C s naslednou inkubaci pfi 37°C po dobu 1
hod pfed nasazenim Leydigovych TM3 bunék; Varianta 2: 24j deska s mikrogely ekvilibrovanymi 3 dny pfi teploté
4°C s okamzitym nasazenim Leydigovych TM3 bunék; Varianta 3: 24j deska s mikrogely ekvilibrovanymi 15 min pfi
teploté 4°C s okamzitym nasazenim Leydigovych TM3 bunék; Varianta 4: 24j deska s mikrogely ekvilibrovanymi
2x15 min pfi pokojové teploté s okamzitym nasazenim Leydigovych TM3 bunék Jednotlivé fotografie zobrazuji

reprezentativni agar6zovy mikrogel s 35 mikrojamkami. Koncentrace nasazenych bunék: 500 b/sf.

5.1.2 Zména velikosti a tvaru sféroidl z Leydigovych TM3 bunék v zavislosti na

pocatecni koncentraci nasazenych bunék a na ¢ase

Cilem tohoto optimaliza¢niho kroku bylo zjistit vliv poétu nasazenych bunék (250, 500, 1000,
2000, 4000 nebo 8000 b/sf) a doby kultivace (az 14 dni) na velikost, tvar a Zivotaschopnost sféroid( z
Leydigovych TM3 bunék a najit vhodnou pocatecni koncentraci bunék a dobu kultivace, kterd umozni
vytvoreni kompaktniho sféroidu, jehoZ velikost ani tvar se jiz podstatné neméni v Case. Velikost
sféroid byla charakterizovdna pomoci parametrl plocha, objem, obvod a Feretliv prlimér a tvar

sféroidl byl charakterizovan pomoci parametrid kruhovitost, kulatost, celistvost a pomér stran.
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Po 24 hod od nasazeni bunék se vytvorily kompaktni sféroidy Leydigovych TM3 bunék (Obrazek
9 A.), jejichZ velikost se sniZzovala se sniZujicim se poctem nasazenych bunék, napt. sféroidy s pocatecni
koncentraci 250 b/sf mély plochu mensi o zhruba 60 % v porovnani se sféroidy 8000 b/sf, objem o 70—
80 % (Obrazek 7 a Priloha 1 Obrazek 36 A.—B.). V nejvyssich koncentracich nasazenych bunék (8000
b/sf) dochazi k nejprudsimu poklesu velikosti mezi 24 a 72 hod kultivace o 30-40 % a po celou dalsi
dobu kultivace se velikost sféroidli nezvySuje. Ani v pfipadé nizsich koncentraci nasazenych bunék
nedochazi kristu sféroidl (kromé mirného narlstu objemu mezi 24 a 72 hod v pfipadé poctu
nasazenych bunék 250 b/sf), spiSe k redukci jejich velikosti, mira redukce se sniZuje se sniZujicim se
poctem nasazenych bunék. Béhem kultivace dochazi v ¢ase k mirnym zménam tvaru sféroid.
zvysujicim ¢asem se tvar odchyluje od kruhu ¢i kulatého Utvaru a prodluzuje se ve vertikalnim sméru
(Obrazek 8 A.—B.; Pfiloha 1 Obrdzek 37 A.-B.).

Reprezentativni fotografie (Obrazek 9 A.) ndzorné dokladaji pocatecni zavislost velikosti
sféroidll na poctu nasazenych bunék, zménu jejich velikosti v ¢ase a mirnou fluktuaci tvaru sféroid(
v Case zejména u nizSich po¢tl nasazenych bunék.

Na konci kultivace (po cca. 14 dnech) byly bunky ve sféroidech Zivotaschopné u vSech variant
poctll nasazenych bunék (Obrazek 9 B.). Zivotaschopnost sféroidil se zvy$ovala se zvysujicim poctem

nasazenych bunék
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Obrazek 7: Vliv poétu nasazenych Leydigovych TM3 bunék a doby kultivace na velikost sféroidil. Velikost
sféroidl je charakterizovana plochou (A.) a objemem (B.). Koncentrace nasazenych bunék: 8000-250 b/sf,
fotodokumentace probihala 24, 72, 96, 168, 240 a 336 hod od nasazeni bunék. Data jsou zobrazena jako primér
nezavislych experimentl + SEM (n = 4; n = 2 pro ¢as 96 hod). Statisticky vyznamna odli$nost (P < 0,05; one-way
ANOVA s Tukeovym post hoc testem nebo Kruskal-Wallis test s Dunnovym post hoc testem) mezi rdznymi
koncentracemi nasazenych bunék v daném case je vyjadfena odliSnym velkym pismenem a mezi rdznymi

kultivaénimi &asy pro danou koncentraci nasazenych buné&k odlisnym malym pismenem. Cas 96 hod nebyl do
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statistického hodnoceni zahrnut, jelikoz byl nezavisle opakovan pouze dvakrat.
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Obrazek 8: Vliv poétu nasazenych Leydigovych TM3 bunék a doby kultivace na tvar sféroida. Tvar sféroida
je charakterizovan kruhovitosti (A.) a celistvosti (B.). Koncentrace nasazenych bunék: 8000-250 b/sf,
fotodokumentace probihala 24, 72, 96, 168, 240 a 336 hod od nasazeni bunék. Data jsou zobrazena jako primér
nezavislych experimentll + SEM (n = 4; n = 2 pro ¢as 96 hod). Statisticky vyznamna odliSnost (P < 0,05; one-way
ANOVA s Tukeovym post hoc testem nebo Kruskal-Wallis test s Dunnovym post hoc testem) mezi riznymi
koncentracemi nasazenych bunék v daném c&ase je vyjadiena odliSnym velkym pismenem a mezi rdznymi
kultivagnimi &asy pro danou koncentraci nasazenych bunék odlisnym malym pismenem. Cas 96 hod nebyl do

statistického hodnoceni zahrnut, jelikoz byl nezavisle opakovan pouze dvakrat.
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Obrazek 9: Vliv po¢tu nasazenych bunék a doby kultivace na velikost, tvar a zivotaschopnost sféroidu
Leydigovych TM3 bunék. (A.) Reprezentativni fotografie sféroidii Leydigovych TM3 bunék v dobé 24, 96 a 336
hod od nasazeni. Koncentrace nasazenych bunék: 8000-250 b/sf. MéFitko: 100 um. (B.) Vliv po¢tu nasazenych
Leydigovych TM3 buné&k na Zivotaschopnost sféroid(i Leydigovych TM3 bunék. Zivotaschopnost byla méfena po
336hod kultivaci s vyuZzitim resazurinu jako indikatoru metabolicky aktivnich bunék. Data jsou vyjadfena jako
procento koncentrace 250 b/sf a prezentovana jako primeér nezavislych experimentd + SEM (n = 4). Statisticky
vyznamné se odliSuji koncentrace bunék s odliSnym pismenem (P < 0,05; one-way ANOVA s Tukeovym post hoc

testem).
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5.1.3 Vliv slozeni kultivaéniho média na charakteristiky sféroid( béhem kultivace

Tretim krokem optimalizace bylo posouzeni vlivu sloZeni kultivacniho média na tvorbu, rlist a
Zivotaschopnost bunécnych sféroidl Leydigovych TM3 bunék. Kultivace sféroidli probihala ve tfech
kultivacnich médiich odlisného sloZeni. Prvni médium (Médium I), které ATCC doporucuje pro kultivaci
Leydigovych TM3 bunék obsahuje fenolovou Cerven, kterd slouzi jako indikator pH, ovSsem je zde
podezieni na estrogenni Uc¢inek v koncentraci bézné se nachazejici v kultivaénim médiu (15-45 pM;
Berthois et al., 1986) a na mozné ovlivnéni citlivosti bunék na latky s endokrinni aktivitou (Wesierska-
Gadek et al., 2007). Druhé médium (Médium IlI) mélo tedy stejné sloZeni jako prvni médium, ovsem
fenolovou cervenl neobsahovalo. V Médiu Il byly provedeny vSechny predchozi experimenty (Kap.
6.1.2). Treti médium (Médium IIl) téz neobsahovalo fenolovou cerven a zaroven misto koriského a
fetdlniho bovinniho séra obsahovalo sérum se snizenym obsahem hormon(, aby mohl byt sledovéan
vliv hormon( na tvorbu sféroidd Leydigovych TM3 bunék.

U vSech médii se béhem 24 hod vytvotily kompaktni sféroidy s podobnou velikosti a tvarem.
V pripadé vyssich koncentraci nasazenych bunék doslo béhem prvnich 72 hod kultivace k poklesu
velikosti sféroidl (Obrazek 10, 12 A.—F.; Pfiloha 2 Obrazek 38, 39 A.—F.), coz je dokumentovano i na
fotografiich (Obrdzek 11 A.). Mezi Médii | a Il nebyl rozdil, v Médiu Il byl pokles velikosti pozvolnéjsi.
Velikost sféroidi v Médiu | a Il dale v ase nevzrlsta. Naproti tomu v Médiu Ill (snizeny obsah
hormont) dochazi v nizsich koncentracich bunék (1000, 500 a 250 b/sf) k nartstu velikosti sféroidd,
zejména v pozdéjsi dobé kultivace. Parametry charakterizujici tvar sféroidu fluktuuji v ¢ase, avsak
nevykazuji Zadny vyrazny trend (Obrazek 13, 14 A.—F.; Pfiloha 2 Obrazek 40, 41 A—F.), takZe se da fici,
Ze se tvar v Case ve vsech tfech médiich neméni, coz je doloZeno i na fotografiich (Obrazek 11 A.). Na
konci kultivace byly sféroidy ve vSech médiich tvofeny Zivotaschopnymi burikami, nebyl zaznamenan
rozdil mezi jednotlivymi médii. Zivotaschopnost sféroid(i se zvySovala se zvysujicim se poctem

nasazenych bunék (Obrazek 11 B.).
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Obrazek 10: Vliv slozeni kultivaéniho média na velikost (plochu) sféroidi Leydigovych TM3 bunék. Data
jsou vyjadifena jako median priamér * SEM (n = 2) nezavislych experimentil. Koncentrace nasazenych
bunék: 8000, 4000, 2000, 1000, 500 a 250 b/sf. Médium I: kompletni kultivaéni médium s fenolovou Cerveni
(DMEM/F12 red; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium |l: kompletni kultiva&ni
médium bez fenolové Cervené (DMEM/F12 white; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)).
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Médium Ill: médium bez fenolové Eervené a se snizenym obsahem hormont (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS;

2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)).
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Obrazek 11: Vliv sloZeni kultivaéniho média na velikost, tvar a Zivotaschopnost sféroidt Leydigovych TM3
buénk. (A.) Reprezentativni fotografie sféroidd Leydigovych TM3 bunék kultivovanych v Médiu Il a Il a
fotografovany po 24, 96 a 336 hod od nasazeni. Koncentrace nasazenych bunék: 8000—-250 b/sf. Méfitko: 100 pm.
(B.) Vliv sloZzeni média na Zivotaschopnost sféroidil Leydigovych TM3 buné&k. Zivotaschopnost byla méfena po 336
hod s vyuZitim resazurinu jako indikatoru metabolicky aktivnich bunék. Data jsou prezentovana jako pramér

nezavislych experimentd £ SEM (n = 2). Médium II: kompletni kultivaéni médium bez fenolové ¢ervené (DMEM/F12
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white; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium lll: médium bez fenolové Cervené a
se snizenym obsahem hormon( (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 ug/ml)).
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Obrazek 12: Vliv slozeni kultivaéniho média na velikost (objem) sféroidii Leydigovych TM3 bunék. Data jsou
vyjadiena jako primér £ SEM (n = 2) nezavislych experimentli. Koncentrace nasazenych bunék: 8000, 4000,
2000, 1000, 500 a 250 b/sf. Médium I: kompletni kultivacni médium s fenolovou €erveni (DMEM/F12 red; 5% HS;
2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium II: kompletni kultivaéni médium bez fenolové
¢ervené (DMEM/F12 white; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium Ill: médium
bez fenolové Eervené a se snizenym obsahem hormontd (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS; 2,5 mM L-glutamin;

Normocin (100 pg/ml)).
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Obrazek 13: Vliv slozeni kultivaéniho média na tvar (kruhovitost) sféroidii Leydigovych TM3 bunék. Data
jsou vyjadiena jako primér * SEM (n = 2) nezavislych experimenti. Koncentrace nasazenych bunék: 8000,
4000, 2000, 1000, 500 a 250 b/sf. Médium I: kompletni kultivaéni médium s fenolovou €erveni (DMEM/F12 red;
5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium |l: kompletni kultivaéni médium bez
fenolové Cervené (DMEM/F12 white; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium III:
médium bez fenolové Eervené a se snizenym obsahem hormont (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS; 2,5 mM L-

glutamin; Normocin (100 pg/ml)).
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Obrazek 14: Vliv sloZeni kultivaéniho média na tvar (celistvost) sféroidi Leydigovych TM3 bunék. Data jsou
vyjadiena jako primér £ SEM (n = 2) nezavislych experimenti. Koncentrace nasazenych bunék: 8000, 4000,
2000, 1000, 500 a 250 b/sf. Médium I: kompletni kultivacni médium s fenolovou €erveni (DMEM/F12 red; 5% HS;
2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 ug/ml)). Médium Il: kompletni kultivacni médium bez fenolové
Cervené (DMEM/F12 white; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium Ill: médium
bez fenolové ¢ervené a se snizenym obsahem hormona (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS; 2,5 mM L-glutamin;

Normocin (100 ug/ml)).
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5.1.4 Optimalizace hodnoceni vlivu latek na Zivotaschopnosti sféroidd

Poslednim ¢tvrtym krokem byla optimalizace metody hodnoceni vlivu latek na Zivotaschopnost
Leydigovych TM3 bunék tvoficich sféroid pomoci indikatoru metabolicky aktivnich bunék resazurinu.
Buriky byly nasazeny v koncentraci 1000 b/sf ve tfech rdznych médiich (Médium I-11) a jako modelovy
toxikant byl zvolen azid sodny (NaNs) v koncentraci 150 mM (Vanovd, 2016). Kompaktni sféroidy byly
exponovany azidu sodnému po 240 hod od nasazeni bunék po dobu 96 hod, nasledné byla mérena
Zivotaschopnost exponovanych i neexponovanych sféroida.

Velikost ani tvar sféroidd exponovanych po dobu 96 hod azidem sodnym v koncentraci 150
mM se v porovnani s tymiz sféroidy pred expozici ani v jednom médiu vyrazné neméni (Obrazek 15 A.—
D.).

TotéZ potvrzuji i fotografie (Obrazek 15 E.).

Negativni vliv azidu sodného na sféroidy Leydigovych TM3 bunék byl zaznamenan az mérenim
Zivotaschopnosti Leydigovych bunék ve sféroidu, ktera klesla pod 50 % kontrolni skupiny u viech tfech
kultivacnich médii (Obrazek 15 F.). Vysledky tedy potvrdily vyuZitelnost metody stanovujici
metabolicky aktivni bunky ve zvolenych podminkach pro stanoveni vlivu latek na Zivotaschopnost

bunék sféroidd Leydigovych TM3 bunék.
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Obrazek 15: Vliv azidu sodného na velikost, tvar a Zivotaschopnost sféroida tvorenych Leydigovymi TM3
bunkami a zavislost jeho uc¢inkd na slozeni média. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf; kultivace sféroida
pfed expozici: 240 hod; expozi€ni €as: 96 hod; koncentrace azidu sodného: 150 mM. (A.-D.) Data jsou vyjadfena
jako primér z nezavislych experimenttd + SEM (n = 2; n = 4 pro Médium II). Pro plochu a objem byla data
normalizovana a prezentovana jako % kontroly (neexponované sféroidy) v daném Case. Data pro kruhovitost a
celistvost normalizovana nebyla. (E.) Reprezentativni fotografie sféroidd pfed expozici (0 hod) a po expozici (96
hod). Méfitko: 100 um. (F.) Vliv azidu sodného na Zivotaschopnost bunék sféroidli ve tfech kultivacnich/expozi¢nich
médiich. Data jsou prezentovana jako procento kontroly (neexponované sféroidy). Pro Médium Il byla odliSnost od
kontroly potvrzena statistickou analyzou (n = 4; p < 0,05, Mann-Whitney Rank Sum Test). Data pro Média | a lll
statisticky vyhodnocena nebyla kvili nizkému poctu nezavislého opakovani experimentd (n = 2). Médium I:
kompletni kultiva¢ni médium s fenolovou ¢erveni (DMEM/F12 red; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin
(100 pg/ml)). Médium II: kompletni kultivaéni médium bez fenolové ¢ervené (DMEM/F12 white; 5% HS; 2,5% FBS;
2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium llI: kompletni kultivacni médium bez fenolové Cervené a se
snizenym obsahem hormond (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 ug/ml)).
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5.2 Hodnoceni testikularni toxicity vybranych latek v 3D modelu Leydigovych

bunék

Testikularni toxicita vybranych chemickych latek byla hodnocena dle jejich vlivu na velikost a
tvar sféroidli Leydigovych bunék a na jejich Zivotaschopnost po dobu 264hod expozice. Na zakladé
optimalizace podminek kultivace sféroidl byly nasazeny dvé koncentrace bunék — 1000 a 4000 b/sf.
Po 96hod kultivaci byly sféroidy vzniklé z 1000 b/sf mensi neZ sféroidy vzniklé ze 4000 b/sf (cca. 40 %
plochy ¢i 50 % objemu vétsiho sféroidu), proto jsou i tak nazyvany. Sféroidy vzniklé ze 4000 b/sf jsou
nazyvany vétsimi. Kompaktni sféroidy byly nasledné exponovany testované latce az 264 hod a
v pribéhu expozice byla sledovana jejich velikost a tvar. Po 264 hod se zméfila i jejich Zivotaschopnost

pomoci metody vyuZivajici resazurin.

5.2.1 Hodnoceni testikularni toxicity TPA

TPA zpUsobilo ve dvou nejvétsich koncentracich (10 a 40 nM) vyznamné zvétSeni velikosti
sféroidu u obou typu sféroidll Leydigovych bunék a to jiz po 96 hod (Obrazek 16, 18 A.—B.; Pfiloha 3
Obrazek 42, 43 A.—B.). U mensich sféroidl doslo k vyraznéjSimu narlstu sféroidl az na 200 % plochy
nebo 300 % objemu neexponovanych sféroidd na konci celé expozice. U vétsich sféroidlli se na konci
expozice vyznamny Ucinek TPA vytraci. Parametry charakterizujici tvar sféroidl se statisticky
vyznamné neméni v porovnani s rozpoustédlovou kontrolou (Obrazek 16, 18 C.—D.; Ptiloha 3 Obréazek
42,43 C.-D.), tedy sféroidy exponované TPA si zachovdavaji stejny tvar po celou dobu expozice. Zménu
velikosti a neménnost tvaru sféroidi béhem expozice TPA lIze vidét i na fotografiich (Obrazek 17, 19).
TPA vyznamné neovliviiuje Zivotaschopnost bunék ve sféroidech (Obrazek 20), tedy ji nezmensuje ani

nezvysuje.
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Obrazek 16: Vliv TPA na velikost a tvar sféroidii vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf) pomoci
vybranych parametra charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf, koncentrace TPA:
0,6; 3; 10 a 40 nM, délka expozice: 0-264 hod. Plocha (A.) a objem sféroidu (B.) a jsou vyjadfeny jako procento
naivni kontroly v daném ¢ase. U parametr(i kruhovitost (C.) a celistvost sféroidu (D.) normalizace provedena nebyla.
Data jsou prezentovana jako primér z nezavislych opakovani + SEM (n = 4). Statisticky vyznamna odliSnost od
rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlv test: *, P <0,05; **, P < 0,01; ***, P < 0,001)
nebo ,,” (Kruskal-Wallis(iv test, Dunntv test: », P < 0,05).
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A. Rozpoustédlova kontrola (EtOH 0,25 %)
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Obrazek 17: Vliv TPA na velikost a tvar sféroidu vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf). (A.—E.)
Reprezentativni fotografie sféroidi. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf; koncentrace TPA: 0,6; 3; 10 a 40
nM; délka expozice: 0—264 hod. Méfitko: 100 um (na prvni fotografii).
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Obrazek 18: Vliv TPA na velikost a tvar sféroidii vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf) pomoci
vybranych parametrd charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf, koncentrace TPA:
0,6; 3; 10 a 40 nM, délka expozice: 0—264 hod. Plocha (A.) a objem sféroid (B.) jsou vyjadfeny jako procento
naivni kontroly v daném ¢ase. U parametr( kruhovitost (C.) a celistvost sféroidu (D.) normalizace provedena nebyla.
Data jsou prezentovana jako primér z nezavislych opakovani + SEM (n = 4). Statisticky vyznamna odliSnost od

rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetllv test: *, P < 0,05; **, P < 0,01).
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Obrazek 19: Vliv TPA na velikost a tvar sféroidd vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf). (A.—E.)
Reprezentativni fotografie sféroidd. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf; koncentrace TPA: 0,6; 3; 10 a 40
nM; délka expozice: 0-264 hod. Méfitko: 100 um (na prvni fotografii).

65



160-

= r—
>q=: %
32 12011
ws O I
»n o l
g X 1 _|—_
o X 804
-g Rl
S 3
3'3 404
0 .
2%
N

0

0 0,6 3 10 40

Koncentrace [nM]

1 1000 b/sf [EA 4000 b/sf

Obrazek 20: Vliv TPA na zivotaschopnost Leydigoych TM3 sféroidii. Koncentrace nasazenych bunék: 1000
b/sf a 4000 b/sf; koncentrace TPA: 0,6; 3; 10 a 40 nM; délka expozice: 264 hod. Data jsou normalizovana na

kontrolu (neexponované sféroidy) a prezentovana jako prdmér + SEM (n = 4).

6.1.2 Hodnoceni testikularni toxicity MTX

Po 96 hod expozici MTX je pozorovatelna zména parametri charakterizujici velikost mensich i
vésich sféroidd, ktera je nejvyraznéjsi v nejvyssich koncentracich (25 a 100 uM), kdy doslo ke zvétseni
plochy i objemu sféroidl az na 200 % kontroly (Obrazek 21, 23 A.—B.; Pfiloha 4 Obrazek 44, 45 A.—B.).
Tvar sféroid( se statisticky vyznamné neméni v pribéhu celé expozice (Obrazek 21, 23 C.-D.; Ptiloha 4
Obrazek 44, 45 C.-D.).

Fotografie potvrzuji zvétSeni velikosti sféroidd, v nejvyssi koncentraci 100 uM lze pozorovat i
roztiepeny okraj mensich sféroidd a naruseni celého tvaru vétsich sféroidd (Obrazek 22, 24). Prestoze
MTX zvétSoval velikost sféroid, nemél vyznamny vliv na Zivotaschopnost jejich bunék na konci
experimentu. U koncentrace 100 pM lIze pozorovat pokles mnozZstvi Zivych bunék u vétsich sféroidd,

ovsem neni statisticky vyznamny (Obrazek 25).
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Obrazek 21: Vliv MTX na velikost a tvar sféroidtl vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf) pomoci
vybranych parametrd charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf, koncentrace
MTX: 2; 6; 25 a 100 puM, délka expozice: 0—264 hod. Plocha (A.) a objem sféroid(l (B.) a jsou vyjadfeny jako
procento naivni kontroly v daném ¢ase. U parametrli kruhovitost (C.) a celistvost sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako primér z nezavislych opakovani + SEM (n = 4). Statisticky

vyznamna odli§nost od rozpoustédliové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlyv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01).
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A. Rozpoustédlova kontrola (ACN 0,25 %)
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Obrazek 22: Vliv MTX na velikost a tvar sféroidi vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf). (A.-E.)
Reprezentativni fotografie sféroidl. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf; koncentrace MTX: 2; 6; 25 a 100

UM; délka expozice: 0—264 hod. MéFitko: 100 um (na prvni fotografii).
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Obrazek 23: Vliv MTX na velikost a tvar sféroidii vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf) pomoci
vybranych parametrii charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf, koncentrace
MTX: 2; 6; 25 a 100 pM, délka expozice: 0-264 hod. Plocha (A.) a objem sféroidii (B.) a jsou vyjadreny jako
procento naivni kontroly v daném &ase. U parametr( kruhovitost (C.) a celistvost sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako pramér z nezavislych opakovani + SEM (n = 4). Statisticky

vyznamna odli$nost od rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01; *** P <0,001).
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A. Rozpoustédlova kontrola (ACN 0,25 %)
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168 hod

168 hod

D. MTX 25 uM
0 hod 96 hod

E.MTX 100 uM
0 hod 96 hod 168 hod

Obrazek 24: Vliv MTX na velikost a tvar sféroidi vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf). (A.-E.)

Reprezentativni fotografie sféroidi. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf; koncentrace MTX: 2; 6; 25 a 100

UM; délka expozice: 0—264 hod. Méfitko: 100 um (na prvni fotografii).
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Obrazek 25: Vliv MTX na zivotaschopnost Leydigoych TM3 bunék ve sféroidech exponovanych MTX.
Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf a 4000 b/sf; koncentrace MTX: 2; 6; 25 a 100 uM; délka expozice: 264

hod. Data jsou normalizovana na kontrolu (neexponované sféroidy) a prezentovana jako prdmér + SEM (n = 4).

5.1.3 Hodnoceni testikularni toxicity TCS

Vyznamny vliv TCS na velikost a tvar mensich (Obrazek 26 A.-D., Pfiloha 5 Obrazek 46 A.-D.) Ci
vétsich sféroidd (Obrazek 28 A.-D., Pfiloha 5 Obrazek 47 A.—D.) neni pozorovatelny ani v jedné
koncentraci TCS. TotéZ ukazuji i fotografie, kde rovnéz neni zfetelnd zména velikosti ani tvaru sféroidu
(Obrazek 27, 29). Na konci experimentu nebyl zaznamenan zadny ucinek TCS na Zivotaschopnost
mensich ¢i vétSich sféroidd kromé TCS v nejvyssi koncentraci (100 uM) a v pfipadé vétsich sféroidQ,
kdy poklesla Zivotaschopnost bunék sféroidli na cca 75 % kontrolnich neexponovanych sféroid

(Obrazek 30).
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Obrazek 26: Vliv TCS na velikost a tvar sféroidii vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf) pomoci
vybranych parametri charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf, koncentrace TCS:
2; 6; 25 a 100 uM, délka expozice: 0—-264 hod. Plocha (A.) a objem sféroid( (B.) a jsou vyjadfeny jako procento
naivni kontroly v daném ¢ase. U parametr( kruhovitost (C.) a celistvost sféroidu (D.) normalizace provedena nebyla.

Data jsou prezentovana jako primér z nezavislych opakovani + SEM (n = 3). Statisticky vyznamna odli$nost od

rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlv test).
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A. Rozpoustédlova kontrola (ACN 0,25 %)

0 hod 96 hod 168 hod 264 hod
1 T
B. TCS 2 uM

0 hod 96 hod 168 hod 264 hod

6

C. TCS 6 uM
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod
D. TCS 25 uM
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod
E. TCS 100 uM
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod

Obrazek 27: Vliv TCS na velikost a tvar sféroidu vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf). (A.—E.)

Reprezentativni fotografie sféroidd. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf; koncentrace TCS: 2; 6; 25 a 100

UM; délka expozice: 0—264 hod. Méfitko: 100 um (na prvni fotografii).
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Obrazek 28: Vliv TCS na velikost a tvar sféroidii vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf) pomoci

vybranych parametra charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf, koncentrace TCS:
2; 6; 25 a 100 uM, délka expozice: 0—-264 hod. Plocha (A.) a objem sféroid( (B.) a jsou vyjadfeny jako procento

naivni kontroly v daném ¢ase. U parametr( kruhovitost (C.) a celistvost sféroidu (D.) normalizace provedena nebyla.
Data jsou prezentovana jako primér z nezavislych opakovani + SEM (n = 3). Statisticky vyznamna odliSnost od

rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlv test).
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A. Rozpoustédlova kontrola (ACN 0,25 %)
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod

B. TCS 2 uM
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod

C. TCS 6 uM
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod
D. TCS 25 uM
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod
E. TCS 100 uM

0 hod 96 hod 168 hod 264 hod

—F 1 «—} ;

Obrazek 29: Vliv TCS na velikost a tvar sféroidd vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf). (A.—E.)
Reprezentativni fotografie sféroidu. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf; koncentrace TCS: 2; 6; 25 a 100

UM; délka expozice: 0-264 hod. MéFitko: 100 pm (na prvni fotografii).

75



160+

¥|—|
2>
3 £ 1204 = i T
w O
0w o
O x
:o ] *
o X 80
-gl—l
]
° .0
> Y=
N @
0
0 2 6 25 100

Koncentrace [uM]
1 1000 b/sf @ 4000 b/sf

Obrazek 30: Vliv TCS na zivotaschopnost Leydigoych TM3 bunék ve sféroidech TCS. Koncentrace
nasazenych bunék: 1000 b/sf a 4000 b/sf; koncentrace TCS: 2; 6; 25 a 100 uM; délka expozice: 264 hod. Data jsou

normalizovana na kontrolu (neexponované sféroidy) a prezentovana jako priimeér + SEM (n = 3).

5.1.3 Hodnoceni testikularni toxicity TCC

Na parametrech charakterizujici velikost sféroidl je vidét, Ze s rostoucim expozi¢énim ¢asem
dochazi ke koncentraéné zavislé zméné velikosti mensich i vétSich sféroidl (Obrazek 31, 33 A.-B.).
V pripadé nizsich koncentraci (zejména 6 a 25 uM) velikost sféroidl klesa v porovnani s kontrolnimi
sféroidy (neexponované nebo exponované rozpoustédlem) po celou dobu expozice, v ¢ase 264 hod je
rozdil velikosti témér o 50 %. V pfipadé nejvyssi koncentrace TCC (100 uM) se velikost sféroid(i neméni
(vétsi sféroidy; Obrazek 33 A.—B.; Pfiloha 6 Obrazek 49 A.—B.) nebo naopak zvétsuje, i kdyz ne statisticky
vyznamné (mensi sféroidy; Obrazek 31 A.—B.; Pfiloha 6 Obrazek 48 A.—B.). TCC ovliviiuje i tvar sféroid,
jak Ize vidét na parametrech kruhovitost a celistvost. Statisticky vyznamné se od kontroly odlisuji
sféroidy exponované koncentraci 100 uM, kde se tvar sféroid( vzdaluje idedlni kruhovitosti a celistvosti
(Obrazek 31, 33 C.-D.; Pfiloha 6 Obrazek 48, 49 C.-D.).

Zménu velikosti a tvaru sféroidu Ize pozorovat i na fotografiich (Obrazek 32, 34). V nejvyssich
koncentracich TCC Ize pozorovat rozvolnéni okraje i celého sféroidu a v nejvyssi koncentraci i naznak
rozpadu sféroidu.

TCC zpUsobil nejen naruseni velikosti a tvaru mensich i vétsich sféroidl Leydigovych TM3
bunék, ale i sniZil jejich Zivotaschopnost (Obrazek 35). V koncentraci 25 uM se sniZila Zivotaschopnost
exponovanych mensich i vétsich sféroidd na 50 % kontrolnich sféroid(, v pfipadé 100 uM dokonce aZ

na 20 %.
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Obrazek 31: Vliv TCC na velikost a tvar sféroidli vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf) pomoci
vybranych parametrii charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf, koncentrace
TCC: 2; 6; 25a 100 pM, délka expozice: 0—-264 hod. Plocha (A.) a objem sféroidu (B.) a jsou vyjadfeny jako procento
naivni kontroly v daném ¢ase. U parametra kruhovitost (C.) a celistvost sféroidu (D.) normalizace provedena nebyla.
Data jsou prezentovana jako primér z nezavislych opakovani + SEM (n = 3). Statisticky vyznamna odli$nost od

rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlv test: *, P < 0,05; **, P < 0,01).
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A. Rozpoustédlova kontrola (EtOH 0,25 %)

0 hod 96 hod 168 hod 264 hod
: T

B. TCC 2 uM
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod

R AT

C. TCC 6 uM
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod

D. TCC 25uM

0 hod 96 hod 168 hod 264 hod

E. TCC 100 uM
0 hod 96 hod 168 hod 264 hod

Obrazek 32: Vliv TCC na velikost a tvar sféroidd vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf). (A.-E.)

Reprezentativni fotografie sféroidl ze tfech nezavislych experimentl. Koncentrace TCC: 2; 6; 25 a 100 uM. Délka

expozice: 0—264 hod. Méfitko: 100 um (na prvni fotografii).
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Obrazek 33: Vliv TCC na velikost a tvar sféroidli vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf) pomoci
vybranych parametri charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf, koncentrace
TCC: 2; 6; 25 a 100 puM, délka expozice: 0—264 hod. Plocha (A.) a objem sféroidd (B.) a jsou vyjadreny jako
procento naivni kontroly v daném ¢ase. U parametr( kruhovitost (C.) a celistvost sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako prlmér z nezavislych opakovani + SEM (n = 3). Statisticky
vyznamna odli$nost od rozpoustédlové kontroly je oznagena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetidv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01).
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A. Rozpoustédlova kontrola (EtOH 0,25 %)
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Obrazek 34: Vliv TCC na velikost a tvar sféroida vytvofenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf). (A.—E.)

Reprezentativni fotografie sféroidti ze 3 nezavislych experiment. Koncentrace TCC: 2; 6; 25 a 100 uM. Délka

expozice: 0-264 hod. Méfitko: 100 um (na prvni fotografii).
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Obrazek 35: Vliv TCC na zivotaschopnost Leydigoych TM3 bunék ve sféroidech. Koncentrace nasazenych
bunék: 1000 b/sf a 4000 b/sf; koncentrace TCC: 2; 6; 25 a 100 uM; délka expozice: 264 hod. Data jsou

normalizovana na kontrolu (neexponované sféroidy) a prezentovana jako primér + SEM (n = 3).

6 Diskuze

6.1. 3D model Leydigovych bunék

Hlavnim cilem prace bylo posoudit vliv ¢tyf vybranych chemickych latek na velikost a tvar
sféroidl Leydigovych TM3 bunék a na jejich Zivotaschopnost. Pfed zkoumanim vybranych latek bylo
potieba nejprve optimalizovat podminky kultivace multicelularnich sféroid(i Leydigovych TM3 bunék,
vybrat optimalni pocatecni koncentraci bunék a dobu kultivace sféroidi pred vlastni expozici a zvolit
vhodné kultivacni médium. Na zakladé vysledkU z kultivaci sféroid(i nasazenych v riznych pocatecnich
koncentracich byly zvoleny pro posuzovani vlivu zvolenych latek na kompaktné vytvorené sféroidy
pocatecni koncentrace 4000 b/sf (vétsi sféroidy) a 1000 b/sf (mensi sféroidy) a doba pro tvorbu a
formovani sféroid( pred expozici 96 hod. DalSim optimalizacnim krokem bylo posouzeni vlivu slozeni
kultivacniho média na tvorbu a formovani sféroid(l a na jejich Zivotaschopnost. Médium doporucované
ATCC obsahuje fenolovou cerveri (Médium 1), kterd ma pravdépodobné slabé estrogenni ucinky a
mohla by ovliviiovat citlivost Leydigovych bunék ke zkoumanym latkdm (Berthois et al., 1986;
Wesierska-Gadek et al., 2007). Médium Il mélo sloZeni stejné jako Médium | s tim rozdilem, Ze
neobsahovalo fenolovou cerven. Vysledky ukazaly, Ze fenolova cerver v Médiu | neméla Zadny vliv na
Leydigovy buriky ani tvorbu, rlst ¢i morfologii sféroidd. Médium Il bylo opét bez fenolové ¢ervené, ale

misto konského a fetalniho séra obsahovalo fetalni sérum se snizenim obsahem hormonl( i jinych
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hydrofilnich latek, napf. rlstovych faktord a mastnych kyselin (Vanetti et al., 2017). U sféroida
kultivovanych v médiu se snizenym obsahem hormon( doslo k pozvolnéjsSimu poklesu velikosti
vytvorenych sféroidd béhem prvnich dnl kultivace a naopak k narlstu jejich velikosti, ke konci
kultivace, zejména u variant s niZzSim poctem nasazenych bunék. Jednim z moZnych vysvétleni tohoto
rozdilu v chovani sféroidd v médiu se snizenym obsahu hormon( oproti kompletnimu kultivaénimu
médiu je to, Zze Leydigovy TM3 bunrky ve sféroidech kultivovanych v médiu s normalnim obsahem
hormonu se diferencovaly z nezralych Leydigovych bunék do zralych Leydigovych bunék a pfilis se jiz
nedélily. Oproti tomu v Médiu Ill vlivem snizeného mnoZstvi hormonl nediferencovaly do dalsiho
stadia Leydigovych bunék a zachovaly si moZnost délit se. Podobné se chovaly mesenchymalni
kmenové bunky kultivované ve 3D sféroidech, v bez sérovém médium si zachovaly vyssi proliferacni a
diferenciacni potencidl (Alimperti et al., 2014). K potvrzeni této hypotézy je potreba dalSich
experimentl, které se zaméri na markery vyvojovych stadii Leydigovych bunék ve vytvorenych
sféroidech a porovna je v zavislosti na slozeni média. Na zakladé tohoto optimaliza¢niho kroku bylo
pro dalsi experimenty zvoleno Médium I, tedy kompletni kultivacni médium doporucené ATCC, ale bez
fenolové Cervené.

Jako modelovy toxikant pro optimalizaci metody stanovujici Zivotaschopnost bunék ve
sféroidech Leydigovych TM3 bunék byl zvolen azid sodny (NaNs), ktery byl toxicky na sféroidy tvorené
jaternimi kmenovymi burikami HL1 v koncentraci 150 mM (Vanova, 2016). Méfeni Zivotaschopnosti
(metabolické aktivity) bunék pomoci resazurinu se potvrdilo jako vhodna metoda pro posouzeni
Zivotaschopnosti bunék v téchto sféroidech. Jednd se o nedestruktivni metodu, kterd nevyzaduje
extrakci ani destrukci bunék a barvivo neni pro burky toxické. UmoZnuje to tedy nasledné vyuziti
sféroidd, napf. pro méreni exprese dllezitych genl. Tato metoda ma vsak podstatnou nevyhodu pro
stanoveni Zivotaschopnych bunék ve sféroidech. Neni totiz jisté, do jaké hloubky (vrstvy) sféroidu
resazurin penetruje béhem 4 hod inkubace, tedy nelze sjistotou fici, Ze tato metoda méfi
Zivotaschopnost vsech bunék tvoficich sféroid a ne pouze bunék na povrchu. Podobnou limitaci trpi
metoda vyuZivajici neutrdlni ¢erven (Musilovd, 2017). Dalsi nedestruktivni metody vyuzivaji napf.
méreni mnozstvi laktatu nebo enzymu laktatdehydrogenazy (LDH) v médiu. Metody destruktivni
stanovujici napf. mnoZstvi LDH, ATP nebo enzymu kyselé fosfatdzy primo v kultufe (ve sféroidech)
nejsou limitovany pronikanim barvici latky do hlubsich vrstev sféroidl. VyZaduji vsak disociaci sféroidi,
takZe uZ neni mozné burnky pouzit pro dalsi studium (Cimr, 2016). Nejvhodnéjsi by tedy bylo pro
posuzovani vlivu chemickych latek na Zivotaschopnost bunék tvoficich sféroidy vyuZit kombinaci
metod, aby se limitovaly mozné nevyhody a bylo ziskano vice informaci. Vhodnou kombinaci by napf.
bylo mérenilaktatu a LDH v médiu v kombinaci s metodou vyuZivajici resazurin a s metodou stanovujici

ATP nebo alkalickou fosfatazu pfimo ve sféroidech.
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6.2 Hodnoceni testikularni toxicity

Po vSech optimalizac¢nich krocich byly model i pfislusné metody pfipraveny pro hodnoceni
testikularni toxicity vybranych latek. Hodnocena byla modelova latka TPA a relevantni kontaminanty
zZivotniho prostredi MTX, TCS a TCC (Tabulka 3). Jiz dfive byla hodnocena testikularni toxicita téchto
latek ve 2D modelu na monovrstvé Leydigovych TM3 bunék (Yawer et al., v pfipravé). Mozna
testikularni toxicita téchto latek byla stanovena na zakladé jejich cytotoxického plsobeni na tyto buriky
a na zakladé schopnosti téchto latek narusovat mezibunécnou komunikaci mezerovymi spoji (,,gap
junction intercellular comunication” — GJIC) mezi témito burikami. GJIC mezi Leydigovymi burikami je
zapojena do regulace jejich proliferace, diferenciace a apoptdzy a je nezbytnd pro spravnou produkci
androgen( a kontrolu steroidogeneze. GJIC v Leydigovych bunkach pravdépodobné hraje roli pfi
produkci androgend (Dydowiczova, 2011). Na zakladé téchto vysledkl lze Fict, Ze ve 2D modelu
Leydigovych TM3 bunék se TPA ukazal jako necytotoxicky inhibitor GJIC s ICso (inhibi¢ni koncentrace
pro 50 % GJIC oproti kontrole) ~ 10 nM po 0,5; 6 a 24 hod (Yawer et al., v pfipravé). Podobné se choval
i MTX, ktery byl také necytotoxicky az do koncentrace 100 uM (24 hod expozice), ale rychle zaviral GJIC
s1Cso ~ 40 uM po 0,5; 6 a 24 hod. TCS se ukdzal jako cytotoxicky s 1Cso ~ 40-90 uM po 24 hod.
V subcytotoxickych koncentracich koncentracich také zaviral GJIC s ICso ~ 30-50 uM po 0,5; 6 a 24 hod.
Naproti tomu TCC byl cytotoxicky po 24 hod pouze v nejvyssi koncentraci toxicky (100 uM — pokles
Zivotaschopnosti 0 20-40 %). GJIC zaviral v nizSich netoxickych koncentracich s 1Cso ~ 25-50 uM po 0,5;
6 a 24 hod (zaznamendn mirny narlst v Case). Uvedené vysledky odrazi pasobeni latek na Leydigovy
burniky rostouci ve 2D usporadani, tedy v monovrstvé. V predloZené praci byla hodnocena mozna
testikularni toxicita danych latek ve 3D modelu téchto bunék, ktera vice ptripomina in vivo prostredi.
Dle studie na 2D modelu byly zvoleny koncentrace studovanych latek.

Modelovy nadorovy promotor TPA (Méchali et al., 1983) se ukazal jako mozny stimulator
bunécného ristu Leydigovych bunék tvoricich sféroid. V nejvyssich koncentracich (10 a 40 nM) na
konci doby expozice sféroidy zvétSily svoji plochu dvojndsobné a objem trojndsobné v porovnani
s kontrolnimi sféroidy. Tvar sféroid(i se neménil. Test Zivotaschopnosti ukazal TPA jako netoxicky,
podobné jako ve 2D kulture (Yawer et al., v pFipravé). Mozny vliv TPA na samdi reprodukci byl zkouman
in vitro na primarnich testikularnich bunkach potkant, kdy se ukazal pokles syntézy testosteronu
Leydigovych bunék (EDso 10 ng/ml; Welsh et al., 1984).

MTX po 264hod expozici zplsobil zménu velikosti sféroid(i v nejvyssich koncentracich 25 a 100
UM, ovSem test Zivotaschopnosti neukazal, Zze by MTX pusobil toxicky na Leydigovy buriky, ¢imz se
potvrdil vysledek experimentl provedenych ve 2D usporadani (Yawer et al., v pfipravé) Z fotografii je
vsak vidét rozvolnény okraj zejména u vétsich sféroidl. Jelikoz MTX ve 2D modelu uzavira GJIC mezi

Leydigovymi TM3 burikami v podobnych koncentracich (Yawer et al., v pfipravé), k naruseni GJIC mezi

83



burikami mohlo dojit i ve 3D modelu, coz dale zfejmé vede i k naruseni struktury a tvaru sféroidd. Bylo
by potfeba potvrdit hypotézu, Ze cilem MTX ve 3D modelu je také mezibunécna komunikace
mezerovymi spoji GJIC a pfislusné stavebni jednotky konexiny 43 (Pointis 2010), napf. metodou 3D
FRAP (Tylcz et al., 2013).

V téle organismu se MTX metabolizuje na 2,2-bis(p-hydroxyfenyl)-1,1,1-trichloroethan (HPTE),
ktery mlze byt zodpovédny za endokrinné-disruptivni Gcinky MTX a mit moZny negativni Ucinek na
produkci testosteronu. U HPTE se zkoumal vliv na produkci testosteronu u rtiznych typt Leydigovych
bunék z potkana kultivovanych in vitro. U PLCs a ILCs se produkce testosteronu sniZila jiz po 10 hod,
v pfipadé ALCs byla sniZzend produkce testosteronu zaznamenana az po 18 hod expozice, coz dokazuje
vliv metabolizovaného MTX na produkci testosteronu a citlivost Leydigovych bunék v ranéjsich fazich
vyvoje (Akingbemi et al., 2000). Naruseni tvorby testosteronu vlivem HPTE byl potvrzen i ve studii
provedenou Murono and Derk (2004), kdy byl vyznamny pokles tvorby testosteronu zaznamenan
v koncentraci 100 nM. Metabolit HPTE md tedy pravdépodobné negativni vliv na spravnou funkci
samciho reprodukéniho systému narusenim syntézy testosteronu. V budoucnu by bylo vhodné zméfrit
mnozstvi produktd vzniklych metabolismem MTX (napf. HPTE) v Leydigovych TM3 burkach ve 3D
modelu, zda ma potencidal MTX metabolizovat a mohl by byt zodpovédny za negativni Gcinky MTX na
Leydigovy buriky ve 3D modelu.

MTX drive slouzil jako organochlorovy pesticid, jeho vyroba byla pferusena a nyni se MTX
v Ceské republice nepouziva (Holoubek a kol. 2006), v nékterych zemich (rozvojové zemé) viak stale
tvofi jednu ze slozek pesticidnich postfikd k ochrané plodin (Mohammed and Boateng, 2017). V Ceské
republice se sleduje jeho koncentrace v pidé i pitné a povrchové vodé. MTX byl detekovan ve vzorcich
pld z rliznych oblasti Ceské republiky (horské oblasti a lesni ptidy) v koncentracich 0,17-0,79 ng/g
pldy, tedy z mist, kde MTX pravdépodobné aplikovan nikdy nebyl a dostal se tam dalkovym
transportem (Holoubek a kol. 2006). Obsah MTX v pitné vodé nepfesahuje stanoveny limit 0,1 ug/I
(Michalova a Stehnovad), pfi méreni MTX v povrchovych vodach vletech 2010-2011 nebyl MTX
detekovan (Prochdazkova a kol., 2012).

Akceptovany denni pfijem (ADI) MTX pro ¢lovéka je 0,1 mg/kg télesné hmotnosti/den (Ruprich
et al., 2009). Clovék maze byt MTX exponovan kromé pitné vody, kde jsou oviem koncentrace MTX
velmi nizké, také rezidui MTX v potravinach. V letech 2008/2009 se v Ceské republice provadél vyzkum
rezidui MTX v rliznych potravinach, kdy pouze v jednom z 3696 analyzovanych vzorkl byl zaznamenan
MTX (Ruprich et al., 2009). Vyskyt rezidui MTX je vsak povaZovan na nahodny a neohroZujici zdravi
populace v CR, odhad priimérné expoziéni davky MTX totiz ¢inil méné ne? 0,1 % ADI a je stabilné nizky
(Ruprich et al., 2009). Oviem v Ghané, kde se MTX pouZiva jako pesticid, byla provedena studie rezidui
pesticidd na rajéatech a MTX byl detekovan v koncentraci 0,001 mg/kg. Analyza rizik ukazala, Ze se

nejedna o koncentraci ohroZujici zdravi konzumentl (Mohammed and Boateng, 2017).
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Prijetim MTX clovékem je moziné také konzumaci Zivocichl, napf. ryb, jelikoz MTX ma
pravdépodobné i schopnost bioakumulace ve tkanich, jak wukdzala studie bioakumulace
organochlorovych pesticid( (zahrnujicich i methoxychlor) v rybach (oblast jizni Afriky), coz mimo jiné i
svédci o znecisténi Zivotniho prostredi organochlorovymi pesticidy a predstavuje i mozné nebezpecni
bioobohacovani pro konzumenty v téchto oblastech (Buah-Kwofie et al., 2018).

TCS nezpUlsobil zménu velikosti ani tvaru sféroidu, jeho cytotoxicky Gcinek se prokazal, ovsem
pouze v nejvyssi koncentraci 100 uM u mensich sféroidd, jejichZ Zivotaschopnost bunék poklesla
zhruba o tfetinu v porovnani s kontrolou. Ve 2D modelu plsobil TCS mnohem toxictéji, vyznamny
pokles Zivotaschopnosti bunék byl v koncentracich 40 uM a vyse (Yawer et al., v ptipravé).

TCS byl testovan i na linii Leydigovych bunék BLTK1 péstovanych ve 2D modelu ve 24jamkové
desce. V koncentraci 30 uM se TCS neprokdzal jako toxicky (Forgacs et al., 2012), coz odpovida i
vysledklim zjisténych v této studii i ve studii Yawer et al. (v pfipravé). TCS nemél vliv na produkci
testosteronu (koncentrace 0,01-10 uM) v in vitro modelu steroidogeneze zaloZzeném na bunécné linii
adrenokortikalnich bunék H295R, ale mirné zvysoval produkci estrogenu (koncentraci 3 uM a vyse)
(Farmer et al., 2018). Zda se, Ze testikularni toxicky potencial TCS neni dle nékterych studii vysoky ani
in vivo TCS neprokdzal vyznamny uUcinek na kvalitu ani kvantitu spermii v Hershbergerové testu na
potkanech v koncentracich pfesahujicich akceptovany denni pfijem TCS pro clovéka (3 a 10 x vyssi
davky TCS nez je akceptovany denni prijem TCS pro ¢lovéka, ADI = 0,08 mg/kg télesné hmotnosti/den;
Pernoncini et al., 2018). TCS nemély negativni U¢inek na motilitu, viabilitu ¢i histologickou morfometrii
spermii (Pernoncini et al., 2018). Podobné dopadl i dalsi Heshbergerlv test s koncentracemi TCS 50
nebo 200 mg/kg vahy/den, ukazal se nevyznamna redukce na hmotnost testikularni tkané (Farmer et
al., 2018).

Ovsem nékteré studie uvadi negativni pisobeni TCS na syntézu androgen( i dalSich hormon
hrajicich dlleZitou ulohu pfi reprodukci in vivo. U potkan(i exponovanych TCS po dobu 60 dni byl zjiStén
pokles proteinu regulujiciho testikularni steroidogenezi (StAR), AR a dalSich parametrd zapojenych do
testikularni steroidogeneze. Byl zaznamendan i pokles LH, FSH a testosteronu v krevnim séru.
Histopatologické analyzy ukazaly malformace varlat i pfidatnych pohlavnich zlaz (Kumar et al., 2009).
TCS jako endokrinni disruptor oznacili i Wang and Tian (2015). Nedavno byla provedena studie
s ndhodné vybranymi muzi s normalni koncentraci spermii, od kterych byly odebrany vzorky moci a
spermatu. Zjistoval se vztah TCS detekovaného v modéi a kvalitou spermatu. Analyza (plynova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii) potvrdila pozitivni vztah mezi mnozstvim TCS
v moci a mnozstvim morfometricky abnormalnich spermii (Jurewicz et al., 2018).

TCS je prioritni latka z dGvodu vysokého objemu produkce, proto je sledovan i jeho vyskyt a
mnozstvi v Zivotnim prostredi. Diky svym antibakterialnim Gcinkm tvofi slozku PCPs (napf. zubni

pasty, deodoranty, mydla, krémy, Cistici prostfedky). V nékterych zemich, napf. Kanada 2007, plati pro
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¢lovéka maximalni obsah pro lokalné aplikované produkty (dermalni expozice) je povolen maximalni
obsah TCS 0,3 % (w/w) a pro oralni uziti 0,03 % (w/w; Olaniyan et al., 2016). TCS je obsazen asi ve 200
rznych produktech, primarni kontakt s TCS ma clovék zejména pfi pouZiti mydel, zubnich past,
deodorantl a dalSich PCPs (Olaniyan et al., 2016). Riziko expozice TCS hrozi ¢lovéku i v pracovnim
prostiedi, kde muze dojit k dermalni ¢i inhalacni expozici, bohuZel toxikologicka data o inhalaci TCS u
¢lovéka zatim chybi (Olaniyan et al., 2016). Clovék maze byt exponovan TCS i pfes zpomalovace hoteni,
kam je pfidavan (Christen et al., 2010). TCS m(Ze byt pfijat do organismu i prostfednictvim ovoce Ci
zeleniny, jelikoZ rostliny maji pravdépodobné schopnost ho bioakumulovat (napf. hlavkovy salat —
zavlaZzovani odpadnimi vodami, hnojeni), totéz plati i pro vodni Zivocichy. V fedkvickach byla namérena
koncentrace TCS 31,8 umol/kg susiny (dw), pficemz koncentrace TCS v pldé byla 34, 2 umol/kg (dw),
rostliny tedy ptijimaji TCS z ptdy ve velké mife (Olaniyan et al., 2016).

Nadmérné uzivani PCPs ma za nasledek vysoky obsah TCS v odpadnich vodach, které odchazi
z domacnosti. TCS se mlzZe touto cestou dostavat do Zivotniho prostfedi. Obsah TCS se ve vodach
peclivé sleduje, v povrchovych vodach je koncentrace TCS od 7,9 do 39 nM. Odpadni vody pred
vyCisténim béziné obsahuji 297,7 nM TCS a po vycisténi odpadnich vod se koncentrace TCS snizi na
0,41-3,5 nM (Olaniyan et al., 2016). TCS se objevuje i v pitné vodé, navic ma schopnost bioakumulace
i nejen v rostlinach, ale i v lidském téle. Lze ho detekovat v tukové tkani, moci, krvi, materském mléku
i nehtech (Olaniyan et al., 2016). ADI TCS pro ¢lovéka je 0,3 mg/kg vahy (Olaniyan et al., 2016).

TCC ovliviioval velikost, tvar i Zivotaschopnost sféroidd Leydigovych TM3 bunék. S rostouci
koncentraci TCC klesala velikost sféroidi, pouze v nejvyssi koncentraci (100 uM) velikost neklesala,
naopak v porovnani s kontrolnimi sféroidy se zvétSovala. V nejvyssi koncentraci (100 uM) se ménil i
tvar sféroidd, coz dokladaji fotografie, kde je vidét rozpad sféroid(i, coz ziejmé odrazi zménu tvaru i
zvétseni velikosti sféroid(l. Pfi hodnoceni Zivotaschopnosti se ukdazalo toxické plsobeni v koncentracich
252100 uM u mensich i vétsich sféroidd, pficemz ve 2D modelu se TCC projevil toxicky pouze v nejvyssi
koncentraci 100 uM (Yawer et al., v pfipravé). Cytotoxické plisobeni na Leydigovy TM3 burnky a mozna
i zavirani GJIC se zfejmé odrdzi na rozpadlych sféroidech viditelnych na fotografiich.

TCC ma endokrinné-disruptivni tc¢inky (Klimova, 2013). Podle studie Chen et al. (2008) samotny
TCC nevykazuje témér zadné ucinky na samci pohlavni Zlazy, ale v kombinaci s testosteronem se
ukazuje zesileni plsobeni testosteronu, coZ mélo za nasledek v této studii zvétSeni pridatnych
pohlavnich organ(. Podobny vysledek byl pozorovaniin vitro (koncentrace 3,17 uM; Chen et al., 2008).
Totéz potvrdila i in vitro studie na bunécnych liniich C4-2B a LNCaP, kdy AR byl aktivovan TCC
(koncentrace 1 uM) pouze za pfitomnosti testosteronu nebo DHT (Rochester et al., 2017).

TCC je sledovan jako prioritni latka z dGvodu vysokého objemu produkce. Ma podobné
vlastnosti jako TCS a casto ve vyskytuji v Zivotnim prostredi spole¢né. Ackoli byl TCC pouzivan dfive nez

TCS, je 0 ném dostupnych mnohem méné informaci a studii zamérenych pouze na TCC je poskrovnu
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(Klimova, 2013). TCC diky svym antibakteridalnim Gcinkiim tvofri, stejné jako TCS, slozku PCPs (napf.
zubni pasty, deodoranty, mydla, krémy, Cistici prostfedky), jejichZ prostfednictvim jsou jim exponovani
lidé. TCC je obsazen i v plastech, tvofi jednu ze slozek zpomalovacl horeni (Chisten et al., 2010).

| TCC je odvadén odpadnimi vodami z domacnosti kvili nadmérnému uzivani PCPs, objevuje se
tedy v Zivotnim prostredi a akumuluje se v rostlinach, jejichZz konzumace muze predstavovat zdroj TCC
pro Clovéka. Byly analyzovany vzorky zeleniny péstované na poli oSetfovaném biologickym pevnym
odpadem, ktery obsahoval i TCC, koncentrace TCC v rostlinach byla 5,7 ng/g susiny. Na zakladé téchto
vysledkll je odhadovano, Ze konzumace takto osetfené zeleniny predstavuje méné nez 0,5 % ADI pro
TCC, coz je zanedbatelny pfijem TCC ¢lovékem (Prosser et al., 2013). TCC ma schopnost se kumulovat
také ve tkanich clovéka, byl napt. detekovan v moci u vice jak 36 % vzorkd odebranych u lidi Zijicich
v USA (Rochester et al., 2017). Také byla provedena studie vyskytu TCC v moci matek, které ukazuji
expozici plodu této latce béhem téhotenstvi. Primérna koncentrace TCC v mo¢i matek byla 0,66 nM

(Pycke et al., 2014).

3D model multicelularnich sféroidd byl pouzit k hodnoceni ¢tyf chemickych latek, z nichz tfi se
sleduji v Zivotnim prostfedi a mohou predstavovat mozné riziko pro samdci reprodukci. MTX dle
ocCekavani neprokazal pfimé cytotoxické plsobeni na Leydigovy TM3 buriky rostouci v 3D strukture,
avsak zplsoboval zménu velikosti a tvaru sféroidl Leydigovych bunék, coz mize zplUsobovat riziko pro
tyto bunky in vivo a ovliviiovat jejich nezbytnou funkci v testikularnim systému. Existuji studie ukazujici
jeho mozné negativni plsobeni na testikuldrni systém prostfednictvim metabolitu HPTE, ktery
nepfriznivé ovliviioval produkci testosteronu. Zaroven vyskyt MTX v Zivotnim prostiedi je v minimalnich
koncentracich (vody a pady — pokud jde o Ceskou republiku), které neohrozuiji lidské zdravi. Stale se
provadi analyzy potravin zkoumajici zbytky MTX v potravinach nebo na plodinach (vyskyt MTX je ¢asto
sledovan spolu s dalSimi latkami v minulosti pouZivanymi jako organochlorové pesticidy), pricemz
vyskyt MTX je povaZovan za nahodily a dosti omezeny a odhadovana zatéz lidi je stabilné nizka. Jeho
mozny negativni vliv je vSak nutné brat do dvahy v souvislosti sostatnimi latkami, zejména

organochlorovanymi pesticidy, spolu se kterymi vyskytuje v prostfedi ve smési.

Dle vysledkl ze studie Yawer et al. (v pfipravé) na Leydigovych TM3 burikach rostoucich ve 2D
modelu se predpokladalo cytotoxické plsobeni TCS na Leydigovy buriky v koncentracich 40 uM a vyse,
coz se neprokazalo, jelikoZz TCS ve 3D modelu neovliviioval vyznamné velikost a tvar a mél mirné
negativni vliv na Zivotaschopnost mensich sféroidd pouze ve 100 uM. TCS je povaZzovdn za mozny
endokrinni disruptor plsobici androgenné, ovsem v in vivo Hershbergerové testu byl negativni. TCS se
v Zivotnim prostiedi nevyskytuje ve vysokych koncentracich, oviem ¢lovék ho pfijima z mnoha rlznych

zdrojl (TCS Ize detekovat v lidské krvi, moci, tukovych tkanich). Nejcastéji s nim do kontaktu clovék
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prichazi pouzivanim PCPs, ale TCS se objevuje i ve vodé a vyzkumy ukazaly jeho vyskyt i v plodinach
(pFijem z pldy, zalévani nevycisténymi vodami obsahujicimi TCS). TCS ma pravdépodobné schopnost
bioakumulace.

Hodnoceni testikularni toxicity TCC pomoci multicelularnich sféroidl Leydigovych bunék
prokazalo jeho cytotoxicitu (koncentrace 25 a 100 uM), coz neni ve shodé s vysledky ze 2D kultury.
Studii zabyvajicich se plsobenim TCC na testikularni buriky nebo sledujici jeho vliv na samdci reprodukci
je velmi madlo. Obecné je TCC povazovdn za moZny endokrinni disruptor, ktery vyrazné zesiluje
plsobeni testosteronu, coZ se projevuje zvétsenim pridatnych pohlavnich Zlaz. V Zivotnim prostredi se
Casto vyskytuje spolecné s TCS, ¢lovék s nim tedy pfijde do kontaktu nejcastéji pouzivanim PCPs a téz
pfijmem kontaminované vody. Stejné jako TCS mad i TCC schopnost se akumulovat v tukovych tkanich
Clovéka a Ze je clovék TCC exponovdan dokazuji studie, které ukazuji obsah TCC v moci.

Aby bylo mozné lépe posoudit vliv téchto latek na samdi reprodukci, je tieba k jejich hodnoceni
vyuzit dalSi dostupné 3D in vitro modely a dostupné testikularni bunky. V této préci se pomoci modelu
multicelularnich sféroid( ukazal vliv latek na Leydigovy bunky, které vsak tvori jen malou ¢ast
komplexniho systému varlat. Bylo by proto tfeba ke sledovani Gc¢inkd latek vyuzit model co nejvérnéji
napodobuijici testikularni systém in vivo, kterému se v soucasnosti nejvice pfiblizuje organoid nebo
organovy explantat ve spojeni s mikrofluidnim zafrizenim. Tyto modely tvorené v ideadlnim pfipadé
lidskymi burikami, ¢asto velmi Spatné dostupnymi, by mohly vérnéji odrazet mozné plsobeni latek na

vznik a produkci funkénich pohlavnich bunék.
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Zaver

Teoretickd cast pojednava o dlleZitosti 3D in vitro modell v oblasti zkoumani testikularni
toxicity latek. Trojrozmérna struktura testikularnich Gtvart i organd je zdkladnim predpokladem pro
napodobeni situace in vivo, proto je duleZité vénovat pozornost 3D modelim ke studiu testikularni
toxicity a co nejvice se priblizit pfirozenym podminkam. Ve 3D systému jsou kultivované buriky
vystaveny ze vSech stran ostatnim burikdm, se kterymi jsou v Uzkém kontaktu a navzajem spolu
komunikuji a interaguji, nebo kultiva¢nimu médiu ¢i extraceluldarni matrix. Obecné je mozné 3D modely
udriovat mnoho dni, nékdy i mésic(, v porovnani se 2D modely, které se daji udrzovat v fadu dni. Casto
jsou vSak 3D modely ndro¢né na provedeni i ¢as a problém predstavuje i Spatnd dostupnost
pozadovanych typ( bunék, zejména lidskych. Tato prace byla zaméfena hlavné na Leydigovy buriky
produkujici hlavni samci androgen testosteron, které predstavuji nenahraditelnou slozku komplexniho
testikularniho systému. Lidské Leydigovy bunky je tézké ziskat a udrZovat jejich markery funkcnosti pfi
dlouhodobé kultivaci ve 2D modelu. | kdyZ jejich kultivace ve 3D modelech umoziuje dlouhodobéjsi
udrzeni jejich tvaru a funkcnosti, pfesto neexistuje zatim moho studii, které by je vyuZivaly pfti
hodnoceni testikuldrni toxicity latek.

V praktické ¢asti byl vyuZzit 3D in vitro model multicelularnich sféroid( tvorenych Leydigovymi
TM3 bunkami khodnoceni testikularni toxicity vybranych environmentdlné relevantnich
kontaminant( (herbicid methoxychlor, produkty osobni potreby triklosan a triklokarban) s moznym
negativnim Ucinkem na sam¢i reprodukci. Vliv Iatek byl hodnocen pomoci parametri charakterizujicich
velikost, tvar a Zivotaschopnost sféroidl. Toxicita téchto latek jiz byla zkoumana ve 2D usporadani na
Leydigovych TM3 burikach, proto tato prace mimo jiné porovndva plisobeni latek ve 2D a 3D systému.
Ziskané vysledky poskytuji dalsi informace o plsobeni methoxychloru, triklosanu a triklokarbanu na
Leydigovy bunky a také ukazuji moznost vyuZiti 3D modelu multicelularnich sféroidd k hodnoceni

testikularni toxicity latek.
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Obrazek 36: Vliv po¢tu nasazenych Leydigovych TM3 bunék a doby kultivace na velikost sféroidu. Velikost
sféroidl je charakterizovana obvodem (A.) a Feretovym primérem (B.). Koncentrace nasazenych bunék:
8000-250 b/sf, fotodokumentace probihala 24, 72, 96, 168, 240 a 336 hod od nasazeni bunék. Data jsou zobrazena
jako pramér nezavislych experimentt + SEM (n = 4; n = 2 pro ¢as 96 hod). Statisticky vyznamna odliSnost (P <
0,05; one-way ANOVA s Tukeovym post hoc testem nebo Kruskal-Wallis test s Dunnovym post hoc testem) mezi
rdznymi koncentracemi nasazenych bunék v daném Case je vyjadiena odliSnym velkym pismenem a mezi rdznymi
kultivagnimi &asy pro danou koncentraci nasazenych bunék odlisnym malym pismenem. Cas 96 hod nebyl do

statistického hodnoceni zahrnut, jelikoz byl nezavisle opakovan pouze dvakrat.

99



1.07A
a A
b
0.9
@
o
& 084
=)
X
0.74
0.6
1.2-
A A
b
A b = T _
a
1.0-
c
o
s
(2}
™
O
£
[e]
o
0.8
0.6

8000

AC

BC
A A a A A A B A
AB

a a Tyab b aAB 2 ab A ab
f— ab T

c — B

ABA

Aabb

AB
A a

A
5 a A BC
AB a a
a =

4000 2000 1000
Koncentrace nasazenych bunék (b/sf)

A A

a ab
B
b

¢ B
c

AB A
A Dab

A ab‘|

ab
A ap CA
a aa
500

a
250

1] 24hod [ 72hod [ 96hod mE 168 hod M 240 hod HE 336 hod

Obrazek 37: Vliv poétu nasazenych Leydigovych TM3 bunék a doby kultivace na tvar sféroidul. Tvar sféroidu
je charakterizovan kulatosti (A.) a pomérem stran (B.). Koncentrace nasazenych bunék: 8000-250 b/sf,
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Obrazek 38: Vliv slozeni kultivaéniho média na velikost (obvod) sféroidi Leydigovych TM3 bunék. Data

jsou vyjadiena jako median pramér * SEM (n = 2) nezavislych experimentii. Koncentrace nasazenych
bunék: 8000, 4000, 2000, 1000, 500 a 250 b/sf. Médium I: kompletni kultivaéni médium s fenolovou Cerveni
(DMEM/F12 red; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium |l: kompletni kultiva&ni
médium bez fenolové Cervené (DMEM/F12 white; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 yg/ml)).
Médium Ill: médium bez fenolové Cervené a se snizenym obsahem hormont (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS;

2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)).
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Obrazek 39: Vliv slozeni kultivaéniho média na velikost (Ferettv priimér) sféroidii Leydigovych TM3 bunék.
Data jsou vyjadrena jako median pramér = SEM (n = 2) nezavislych experimenti. Koncentrace nasazenych
bunék: 8000, 4000, 2000, 1000, 500 a 250 b/sf. Médium I: kompletni kultivaéni médium s fenolovou Cerveni
(DMEM/F12 red; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium Il: kompletni kultiva&ni
médium bez fenolové Cervené (DMEM/F12 white; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 yg/ml)).

102



Médium Ill: médium bez fenolové ¢ervené a se snizenym obsahem hormont (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS;

2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)).
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Obrazek 40: Vliv slozeni kultivaéniho média na tvar (kulatost) sféroidd Leydigovych TM3 bunék. Data jsou
vyjadrena jako primér £ SEM (n = 2) nezavislych experimentil. Koncentrace nasazenych bunék: 8000, 4000,
2000, 1000, 500 a 250 b/sf. Médium I: kompletni kultivaéni médium s fenolovou ¢erveni (DMEM/F12 red; 5% HS;
2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium II: kompletni kultivaéni médium bez fenolové
Cervené (DMEM/F12 white; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium Ill: médium
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bez fenolové ¢ervené a se snizenym obsahem hormont (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS; 2,5 mM L-glutamin;

Normocin (100 pg/ml)).
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Obrazek 41: Vliv slozeni kultivaéniho média na tvar (pomér stran) sféroidii Leydigovych TM3 bunék. Data
jsou vyjadiena jako primér * SEM (n = 2) nezavislych experimenti. Koncentrace nasazenych bunék: 8000,
4000, 2000, 1000, 500 a 250 b/sf. Médium I: kompletni kultivaéni médium s fenolovou ¢erveni (DMEM/F12 red;
5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium II: kompletni kultivaéni médium bez
fenolové Cervené (DMEM/F12 white; 5% HS; 2,5% FBS; 2,5 mM L-glutamin; Normocin (100 pg/ml)). Médium lII:
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médium bez fenolové ¢ervené a se snizenym obsahem hormond (DMEM/F12 white; 7,5% DCT FBS; 2,5 mM L-

glutamin; Normocin (100 pg/ml)).
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Obrazek 42: Vliv TPA na velikost a tvar sféroidii vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf) pomoci
vybranych parametra charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf, koncentrace TPA:
0,6; 3; 10 a 40 nM, délka expozice: 0-264 hod. Obvod (A.) a Feretlv primér sféroida (B.) a jsou vyjadieny jako
procento naivni kontroly v daném ¢ase. U parametrd kulatost (C.) a pomér stran sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako primér z nezavislych opakovani + SEM (n = 4). Statisticky
vyznamna odli$nost od rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01; ***, P <0,001).
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Obrazek 43: Vliv TPA na velikost a tvar sféroidii vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf) pomoci
vybranych parametra charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf, koncentrace TPA:
0,6; 3; 10 a 40 nM, délka expozice: 0-264 hod. Obvod (A.) a Feretlv primeér sféroida (B.) a jsou vyjadieny jako
procento naivni kontroly v daném ¢ase. U parametrd kulatost (C.) a pomér stran sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako primér z nezavislych opakovani + SEM (n = 4). Statisticky
vyznamna odli$nost od rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlyv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01; ***, P <0,001).

106



Priloha 4
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Obrazek 44: Vliv MTX na velikost a tvar sféroidil vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf) pomoci
vybranych parametrii charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf, koncentrace
MTX: 2; 6; 25 a 100 pM, délka expozice: 0—264 hod. Obvod (A.) a FeretGv prumér sféroidd (B.) a jsou vyjadifeny
jako procento naivni kontroly v daném ¢ase. U parametr(l kulatost (C.) a pomér stran sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako pramér z nezavislych opakovani + SEM (n = 4). Statisticky
vyznamna odli§nost od rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlyv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01; ***, P <0,001).
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Obrazek 45: Vliv MTX na velikost a tvar sféroidii vytvofenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf) pomoci
vybranych parametrd charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf, koncentrace
MTX: 2; 6; 25 a 100 pM, délka expozice: 0—264 hod. Obvod (A.) a FeretGv prumér sféroidd (B.) a jsou vyjadifeny
jako procento naivni kontroly v daném ¢ase. U parametra kulatost (C.) a pomér stran sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako primér z nezavislych opakovani + SEM (n = 4). Statisticky

vyznamna odli$nost od rozpoustédlové kontroly je oznagena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetidv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01; ***, P <0,001).
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Priloha 5
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Obrazek 46: Vliv TCS na velikost a tvar sféroidii vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf) pomoci
vybranych parametra charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf, koncentrace TCS:
2; 6; 25 a 100 uM, délka expozice: 0-264 hod. Obvod (A.) a Feretav pramér sféroidd (B.) a jsou vyjadfeny jako
procento naivni kontroly v daném case. U parametrd kulatost (C.) a pomér stran sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako prdmér z nezavislych opakovani + SEM (n = 3). Statisticky

vyznamna odli$nost od rozpoustédlové kontroly je oznagena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetidv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01; ***, P <0,001).
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Obrazek 47: Vliv TCS na velikost a tvar sféroidi vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf) pomoci
vybranych parametri charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf, koncentrace TCS:
2; 6; 25 a 100 uM, délka expozice: 0-264 hod. Obvod (A.) a Feretav pramér sféroidd (B.) a jsou vyjadfeny jako
procento naivni kontroly v daném &ase. U parametrd kulatost (C.) a pomér stran sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako pramér z nezavislych opakovani + SEM (n = 3). Statisticky

vyznamna odli§nost od rozpoustédliové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01; ***, P <0,001).
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Obrazek 48: Vliv TCC na velikost a tvar sféroidti vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (1000 b/sf) pomoci
vybranych parametrd charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 1000 b/sf, koncentrace
TCC: 2; 6; 25 a 100 uM, délka expozice: 0-264 hod. Obvod (A.) a Feretdv pramér sféroidd (B.) a jsou vyjadfeny
jako procento naivni kontroly v daném c¢ase. U parametrd kulatost (C.) a pomér stran sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako prdmér z nezavislych opakovani + SEM (n = 3). Statisticky
vyznamna odli$nost od rozpoustédlové kontroly je oznacena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlv test: *, P < 0,05; **,
P <0,01; ***, P <0,001).
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Obrazek 49: Vliv TCC na velikost a tvar sféroidti vytvorenych z Leydigovych TM3 bunék (4000 b/sf) pomoci
vybranych parametri charakterizujicich sféroidy. Koncentrace nasazenych bunék: 4000 b/sf, koncentrace
TCC: 2; 6; 25 a 100 uM, délka expozice: 0-264 hod. Obvod (A.) a Feretdv pramér sféroidd (B.) a jsou vyjadfeny
jako procento naivni kontroly v daném ¢ase. U parametr kulatost (C.) a pomér stran sféroidu (D.) normalizace
provedena nebyla. Data jsou prezentovana jako pramér z nezavislych opakovani + SEM (n = 3). Statisticky
vyznamna odli$nost od rozpoustédlové kontroly je oznaéena ,,* “ (one-way ANOVA, Dunnetlv test: *, P < 0,05; **,

P <0,01; ** P <0,001).
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