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PREDMLUVA PREDSEDY
SPOLECNOSTI HYGIENY _
A KOMUNITNi MEDICINY CLS JEP

Oboru hygiena pfinasi kazda doba nové problémy a vyzvy. V minulosti se jednalo primarné
o0 boj s infekénimi nemocemi, o zlepSeni nutri¢niho stavu populace (podvyziva, nedostatek
vitaminQ a stopovych prvkil) a o zajisténi zasobovani nezavadnou pitnou vodou. V soucas-
nosti se objevuji zdravotni hrozby v podobé novych nebo znovu se objevujicich infekci,
klimatickych zmén ¢i bioterorismu. Je nutné neprodlené reagovat na demograficky vyvoj
populace, fesit zdravotni dopady migrace, zabyvat se prevenci chronickych neinfekénich one-
mocnéni a v neposledni fadé vénovat pozornost zdravotnim ucinktim novych latek, materialti
a technologii.

K posledné uvedenému nas vede i historicka zkuSenost. U¢ebnicovym piikladem je
problematika rentgenového zafeni. Nikdo nepochybuje, Ze se jednalo o obrovsky objev
a Wilhelm Conrad Rontgen za néj pravem ziskal prvni Nobelovu cenu za fyziku. Objev byl
ucinén a publikovan v roce 1895 a okamzité vyvolal obrovsky ohlas nejen v odbornych kru-
zich. V kratké dob¢ doslo k masivnimu vyuzivani technologie paprski X. V ¢eskych zemich
prvni rentgenovy piistroj pofidil pro pobaveni hostil majitel vyhlaseného hotelu U Cerného
koné v Praze, pro medicinské Gcely byl zakoupen nasledné zasluhou prof. Rudolfa Jedlicky,
ktery se tak stal zakladatelem Ceské radiologie. Postupné se vsak ukazalo, ze kazda mince ma
dv¢ strany. Béhem nésledujicich desetileti vyznamné narostl pocet ptipadt radiodermatitidy
a onkologickych onemocnéni u lékart, ktefi byli zafeni exponovani. Samotnému profesoru
Jedlickovi bylo amputovano nékolik prsti. Obétem prikopnické faze radiologie je dokonce
vénovan pamatnik v Hamburku. Dodate¢né se pak zacaly feSit moznosti ochrany zdravi Iéka-
tl, zdravotniku i pacientt.

Dalsi ptiklad mize uvést sam autor piedmluvy z oblasti svého odborného zajmu. Ztuzo-
vani tukl prostfednictvim parcialni katalytické hydrogenace oleji bylo vyvinuto na poc¢atku
dvacatého stoleti. Metoda dosahla masivniho rozsifeni a margariny, které obsahovaly takto
ztuzené tuky, byly dokonce prezentovany jako zdravejsi ndhrada masla. Teprve v osmdesa-
tych letech se zacaly objevovat studie prokazujici nepfiznivy ucinek transizomer mastnych
kyselin, které pii pouziti zminéné technologie vznikaji. Trvalo jesté vic jak tficet let, nez
se na urovni EU piikroc¢ilo k jejich regulaci v potravinach. Podobnych pfikladi mizeme
nalézt v nasi historii mnoho. Patii k nim napfiklad vyroba nékterych insekticidd, herbicidu,
polychlorovanych bifenylt ¢i bromovanych retardérti hofeni. Jejich pouZzivani bylo sice po
urcité dob€ ze zdravotnich diivodi zastaveno, nicméné jejich zbytky v prostiedi a v potrav-
nich fetézcich stale jesté pietrvavaji.
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Hygienik bude samoziejmé vzdy o kriicek pozadu za realitou. Nelze dost dobte hodnotit
rizika néceho, co jesté nebylo nalezité prostudovano. Je velmi obtizné predikovat ucinky,
které se mohou projevit az s odstupem let, a navic v kontextu s dalsimi faktory plisobicimi na
¢loveéka. Proto je dilezité, aby ruku v ruce s vyvojem a vyuzivanim novych latek, materialt
a technologii bylo od poc¢atku realizovano hodnoceni potencidlnich zdravotnich rizik, které
nasledn¢ umozni odpovidajici regula¢ni kroky. Neodmyslitelnou soucasti tohoto procesu je
shromazd’ovani objektivnich informaci o urovnich nebezpecnosti nové vznikajicich agens.

Z vyse uvedenych divodl proto velmi vitdm monografii Uhlikové nanomaterialy. Bio-
medicinské aplikace a toxicita. Nanomaterialy nachazeji pro své vlastnosti Siroké uplatnéni
v nejriznéjsich oblastech vcetné biomediciny. Studium jejich Gcinki na organismus a hod-
noceni jejich potencialni nebezpecnosti je proto mimoiadné dulezité. Monografie podava
detailni piehled vyuziti nanomateriali v mediciné, vénuje se jejich zdravotnim rizikim vzhle-
dem k souc¢asnému stavu poznani a nastinuje potiebné sméry vyzkumu v této oblasti. Kromé
rozsahlé teoretické ¢asti, ktera vychazi z dostupnych literarnich prament a ¢tivou formou
prezentuje recentni poznatky, obsahuje monografie i komentované vysledky autorského tymu,
ktery se problematikou dlouhodobé a systematicky zabyva.

doc. MUDr. Pavel Dlouhy, Ph.D.
prednosta Ustavu hygieny 3. LF UK
predseda Spole¢nosti hygieny a komunitni mediciny CLS JEP
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PREDMLUVA DEKANA LEKARSKE
FAKULTY V HRADCI KRALOVE

Vydanim monografie Uhlikové nanomaterialy. Biomedicinské aplikace a toxicita autorské-
ho kolektivu z pracovist’ Lékaiské fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy a Fakultni
nemocnice Hradec Kralové, pod vedenim prof. Ing. Zdenka Fialy, CSc., a MUDr. Drahomiry
Holmannové, Ph.D., se §iroké vefejnosti predklada ucelené dilo zabyvajici se aktualnim téma-
tem pouziti nanomaterialti v medicing a ptibuznych biomedicinskych oborech.

Vyzkum nanomaterial patfi dnes k dynamicky se rozvijejicim védnim oblastem, jez
nabizeji §iroké spektrum moznosti vyuziti v fadé odvétvi. Uplny rozsah aplikace viak zatim
pochopitelné nemtze byt znam, nicméné dosavadni poznatky a vysledky vyzkumu jsou
z tohoto pohledu opravdu optimistické.

V této knize jsou detailné popsany zakladni dosud znamé uhlikové nanomaterialy, jejich
struktura, sloZeni a charakteristické vlastnosti, véetné moznosti vyuziti v biomediciné. Sou-
Casné jsou vsak také pojednany jejich nezadouci Gi¢inky a rizika s nimi spojena, pfedevsim
jejich toxicita, s moznymi nasledky pro lidsky organismus.

Kniha stavi na vysledcich rozsahlého vyzkumu projektu NanoBio, do kterého byla zapoje-
na fada specializovanych pracovist’ nejen u nas, ale i v zahranic¢i. Vefejnosti se tak dostava do
rukou ucelend, precizné propracovana monografie, ktera ptinasi nejnovéjsi poznatky v dané
problematice.

prof. MUDr. Jiri Mand'ak, Ph.D.
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PREDMLUVA EDITORU

Nanomaterialy bezesporu ptedstavuji fascinujici fenomén nasi doby. Hlavnim divodem
jejich velké popularity jsou unikatni fyzikalni a chemické vlastnosti, kterymi se vyznamné
odlisuji od charakteru stejnych chemickych latek v makroméfitku. Nanomaterialy se svymi
rozméry (a z nich vyplyvajicimi vlastnostmi) nachazeji v oblastech mezi makrolatkou, pro
kterou plati klasické zakony fyziky, a atomarnimi nebo molekularnimi stavy, pro které plati
fyzika kvantova. Uhlikové nanomaterialy nasly Siroké uplatnéni v fad¢ vyrobnich odvétvi,
véetné elektroniky, zemédélstvi, potravinafstvi, kosmetiky, farmacie a 1ékatstvi. Nicméné,
jako kazdy jiny vysledek lidské aktivity, mohou i ony za jistych okolnosti pfedstavovat zdroj
nepfiznivych zdravotnich dopadi.

Velmi malé rozméry uhlikovych nanomaterialti (nanocastic) umoziuji jejich rychlou
absorpci a distribuci prakticky do vSech télnich organt a tkani, kde ovliviiuji zékladni bio-
chemickeé a fyziologické mechanismy. Tak se stavaji potencialnim rizikem pro zdravi clovéka.

Uroveti nasich védomosti v oblasti hodnoceni zdravotnich rizik uhlikovych nanomateriali
je zatim omezena a neodpovida dynamice nanomaterialového vyvoje a vyroby. Zna¢nymi
komplikacemi jsou pritom specifické vlastnosti uhlikovych nanomaterialii a variabilita jejich
chovani ve tkanich zivych organismu. To snizuje validitu standardné pouzivanych testt toxi-
city a akcentuje nutnost jejich optimalizace (modifikace) a vyvoj testd novych.

Z uvedenych diivodi se kolegové z Lékaiské fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlo-
vy, Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice, Centra materiald a nanotechno-
logii (CEMNAT) Univerzity Pardubice a Fakultni nemocnice Hradec Kralové rozhodli pro
realizaci Siroké mezioborové spoluprace ve vyzkumu biologickych interakci nanomateriala
s zivymi organismy. Vysledkem jejich snah byl ctyflety projekt NanoBio (projekt ERDF;
OP VVV), ve kterém se sesli toxikologové, materidlovi inzenyfi, fyziologové, biologové,
chemici, 1ékafi a experti na bunécnou mikrobiologii a mikroskopické techniky. Velmi dtlezita
byla projektova spoluprace s partnery z Trinity Translational Medicine Institute na Trinity
College v Dublinu (prof. Yuri Volkov a Adriele Prina-Mello, Ph.D.) a z Vyzkumného ustavu
veterinarniho 1ékafstvi, v. v. i., v Brné€ (skupina prof. RNDr. Jaroslava Turanka, DSc.).

Vybrana pracovisté Lékaiské fakulty v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice Hradec Kra-
lové se dlouhodobé zabyvaji hodnocenim nebezpeénosti chemickych latek (Ustav preven-
tivniho lékaistvi, Ustav 1ékaiské biologie a genetiky, Ustav histologie a embryologie, Ustav
1ékai'ské biofyziky a Ustav klinické imunologie a alergologie). V projektu NanoBio byla
jejich aktivita orientovana na hodnoceni nebezpec¢nosti vybranych nanomaterialti, mezi nimiz
dominovaly nanomaterialy na bazi uhliku.
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Predkladana kniha je rozdélena na dvé ¢asti. V Casti teoretické jsou sumarizovany auto-
ram dostupné informace o biomedicinském vyuziti uhlikovych nanomateriald, o jejich toxi-
kokinetice a biologickych interakcich a o jejich potencialni nebezpecnosti (toxicite). Prak-
tickou (vyzkumnou) ¢ast tvoii soubor optimalizovanych metodik pro testovani cytotoxicity,
genotoxicity a imunotoxicity nanocastic s uvedenim nejvyznamnéjsich vysledkt projektu
NanoBio.

Zavérem povazujeme za nutné zdlraznit skutecnost, Ze navzdory Gspéchtim na poli
vyzkumu charakteru biologickych interakci nanostruktur s zivymi organismy je tiroven nasich
védomosti zatim stale jesté limitovana. S ohledem na neustéle se rozsifujici miru kontakt
¢loveéka s témito materialy je proto nezbytné analogicky rozsifovat prostor pro studium pato-
fyziologickych mechanismil, jakymi mohou nanomaterialy organismus ovliviiovat. Pozornost
by pfitom méla byt soustiedéna piedevsim na zdravotni diisledky expozic chronickych (dlou-
hodob¢ opakovanych expozic nizkym davkam). Zaroven je ale nutné si uvédomit, ze zdravot-
ni hledisko (ve smyslu hodnoceni trovné rizika) je pouze jednou ze ¢tyt obecnych soucasti
systému rozhodovani o akceptovani lidské aktivity s ohledem na jeji vysledky (vyrobku,
stavby a technologie), ve kterém neméné dulezitou roli hraji i hlediska ekonomicka, socialni
a politicka. A mezi v§emi témito hledisky je nutné hledat vSeobecné piijatelny konsenzus.

Zdenék Fiala a Drahomira Holmannova
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zakladni slozkou makromolekul nepostradatelnych pro zivot, jakymi jsou proteiny, lipidy,
nukleové kyseliny a sacharidy. Uhlik vykazuje jedine¢né chemicko-fyzikalni vlastnosti, které
jsou déle umoctiovany u jeho nanomaterialovych forem.!-2

V souvislosti s uhlikem i s vyzkumem, jehoz vysledky zde prezentujeme, povazujeme za
vhodné hned v Givodu pfipomenout jeho alotropii, vlastnost nékterych chemickych prvkd, kte-
ra znamena schopnost daného prvku vyskytovat se v nékolika rtiznych strukturnich formach,
jez mohou mit vyrazné odlisné chemicko-fyzikalni vlastnosti.? Nejznaméjs$imi pfirodnimi
alotropy krystalického uhliku jsou diamanty a grafit, amorfni uhlikové alotropy predstavu-
je uhli, dfevéné uhli a lampova ¢ert. Uhlikové nanomaterialy (CNM) byly prvné popsany
v osmdesatych letech dvacatého stoleti a ve velmi kratké dobé dokazaly vytvorit Siroké spek-
trum uhlikovych individualit zahrnujici amorfni uhlikové nanocastice (ultrajemné uhlikové
&astice, uhlikové nanocastice a uhlikové tecky), uhlikové nanomaterialy s hybridizaci sp?
(fullereny, uhlikové nanotrubice, uhlikové ,,nanohorns®, grafeny a kvantové tecky grafenu)
a nanodiamanty.*>

CNM jsou tvofeny Cistym uhlikem. Maji znacnou stabilitu, vysokou elektrickou a tepel-
nou vodivost, mimofadné mechanické vlastnosti a vysokou biokompatibilitu s nizkou toxici-
tou. Diky hybridizaci sp? jsou vysoce hydrofobni. Mezi nejvyznamnéj§i CNM patii grafen,
oxid grafenu, redukovany oxid grafenu, uhlikové nanotrubice, fullereny, nanodiamanty a gra-
fenové kvantové tecky.6

Grafen je dvojrozmérny material, monovrstva, kde jsou atomy uhliku uspotadany ve
vostinové mfizkové struktuie. Grafen ma extrémné velky povrch, vysokou stabilitu a vyso-
kou tepelnou a elektrickou vodivost. Je pruzny, elasticky, ale zaroven tvrdy a odolny. Je
strukturni bazi dalsich uhlikovych alotropti (grafenoidl), véetn¢ ,,nanoringli, jednosténnych,
dvousténnych a vicesténnych nanotrubic, grafitu, uhlikovych vlaken a grafynu.”-8 Mezi kli-
¢ové technologie vyroby grafenu jsou fazeny chemicka nebo plazmova exfoliace surového
grafitu, mechanickeé $tépeni z pfirodniho grafitu, chemicka depozice par a epitaxni rust grafe-
nu na kiemikové plose karbidu kiemiku. Grafen je mozné piipravit z derivat grafenu cestou
rozpojovani uhlikovych nanotrubic nebo odpafovanim fullerenu.®

Nejcastéji pouzivané derivaty grafenu, oxid grafenu (GO) a redukovany GO (rGO) lze
pripravit oxidaci grafenu, respektive redukci GO. Jako oxidacni Cinidla byvaji pouzivana pro-
tonovana rozpoustédla (kyselina dusi¢na, sirova, fosforecna nebo jejich smési) a manganistan
draselny. Proces vede k navazani karboxylovych, hydroxylovych a epoxidovych skupin na
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povrch grafenu a k modifikaci jeho vlastnosti. Pfiprava rGO zahrnuje chemickou, tepelnou
nebo fototepelnou redukci GO (odstranéni kyslikovych funkénich skupin).!0:1! Nicméné ani
intenzivni redukéni reakce neodstrani vSechny kyslikové skupiny a nepievede GO kompletné
na grafen. Hlavni funkéni rozdily mezi GO a rGO jsou v elektrické vodivosti. GO vykazuje
nizsi elektrickou vodivost a niz§i mechanickou pevnost ve srovnani s rGO ¢i grafenem.!112

Uhlikové nanotrubice (CNT) jsou grafenové listy svinuté do valcového tvaru. Jsou klasi-
fikovany na zékladé poctu stén (jednosténné, dvousténné nebo vicesténné). Stejn¢ jako grafen
vykazuji CNT vysokou elektrickou a tepelnou vodivost, pevnost a elasticitu a velky povrch,
ktery 1ze snadno funkcionalizovat.!3

Fullereny (buckyballs) jsou tfidou uhlikovych alotropti kulovitého nebo elipsoidniho tva-
ru. Jejich velikost odpovida poctu uhlikli (napiiklad Cg, C;, nebo Cg,). NejbéZnéjsi fullere-
nova struktura Cg, je molekula, ktera se sklada z 60 atomt uhliku uspofadanych jako dvacet
pravidelnych Sestithelnikd a dvanact pravidelnych pétithelnikt.. Fullereny jsou rozpustné
v organickych rozpoustédlech (zejména Cg, a C,) a jsou snadno funkcionalizovatelné.!4
Fullereny jsou skv¢lé antioxidanty a jejich antioxida¢ni kapacitu lze zvysit funkcionalizaci
hydroxylovymi skupinami.!3-16

Mezi nejcastéjsi metody syntézy CNT jsou fazeny chemicka depozice z plynné faze (CVD),
obloukovy vyboj a pulzni laserova ablace. CVD je provadéna pomoci prekurzorovych plynt
obsahujicich uhlik, jako je naptiklad CO, (oxid uhli¢ity), C,H, (acetylen) nebo C,H, (ethy-
len). Teplota pii CVD se pohybuje kolem 350—-1000 °C. Ruist CNT ovliviiuje fada parametri,
mezi které patii reakcni doba, teplota, velikost ¢astic katalyzatoru nebo typ/rychlost reakéniho
plynu.13:17 Metoda obloukového vyboje umoziiuje piipravu CNT a fullerentl. Stejnosmérné
napéti oblouku je aplikovano pfes grafitové elektrody ponotené do inertniho plynu (helia). Na
katodé¢ vznikaji vicesténné CNT, fullereny se ukladaji jako saze uvnitt komory. Pulzni lase-
rova ablace grafitu pfedstavuje rychlou a levnou metodu pfipravy, nevyzaduje pouziti kataly-
zatoru nebo vakua a poskytuje vysoce €isté produkty pozadované velikosti a morfologie.!7:!8

Nanodiamanty se skladaji z diamantového jadra (sp? vazané atomy uhliku) a amorfnich
uhlikovych vrstev (sp? vrstvy) pokryvajicich jadro. Nanodiamanty jsou chemicky inertni,
maji vysokou tvrdost, optickou prihlednost a vysokou tepelnou vodivost. Povrch nanodia-
mantl je mozné funkcionalizovat skupinami hydroxylovymi, karboxylovymi, etherovymi
a karbonylovymi.!®20 Takto funkcionalizované nanodiamanty vykazuji zna¢nou afinitu
k vodé a k polarnim organickym rozpoustédliim. V olejich a v nepolarnich organickych roz-
poustédlech vytvaii aglomeraty.19-21

Grafenové kvantové tecky (GQD) jsou kvazisférické nanocastice s pozoruhodnymi foto-
chemickymi a fotoluminiscen¢nimi vlastnostmi, které lze pfipravit destrukci vétsich uhliko-
vych materialti (grafenovych nebo GO desek, uhlikovych vldken nebo CNT). K destrukci lze
vyuzit hydrotermalni nebo solvotermalni procesy nebo silné mineralni kyseliny. GQD lze bez
dal$ich chemickych uprav rozpoustét ve vétSiné polarnich rozpoustédel. V roztocich vykazuji,
ve srovnani s jinymi fluorescenénimi barvivy, velmi dobrou stabilitu.2223

Jak jiz bylo zminéno v pfedmluvé, CNM nasly v kratké dobé Siroké uplatnéni v fadé
vyrobnich odvétvi a dynamika jejich vyvoje a vyroby ma vzestupnou tendenci.?* Této dyna-
mice vSak neodpovida tiroveil nasich védomosti v oblasti hodnoceni jejich zdravotnich rizik
pro ¢lovéka.?> Vedeni snahou o zlepSeni stavajiciho stavu provedli autofi knihy zhodnoceni
dostupnych udaji o toxikokinetice, biologickych interakcich, formach toxicity a biomedicin-
skych aplikacich CNP, které doplnili nejvyznamnéjsimi experimentalnimi vysledky projektu
NanoBio.
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BIOMEDICINSKE VYUZITI
UHLIKOVYCH NANOMATERIALU

Uhlikové nanomaterialy (CNM) maji jedine¢né vlastnosti, které mohou byt vyuzity v klinické
diagnostice a lécbé. ,,Horkymi kandidaty* jsou grafen, grafen oxid (GO), uhlikové nanotrubi-
ce (CNT, MWCNT) a fullereny. Uvedené materialy maji vysokou stabilitu, pevnost, odolnost,
vybornou elektrickou a tepelnou vodivost a ¢asto i dobrou biokompatibilitu (ktera je dale
zvySovana funkcionalizaci). Vétsina aplikaci CNM se zatim nachazi ve stadiich preklinického
vyzkumu. Jednim z dGvodu je i skute¢nost, Ze zatim mame nedostatecné védomosti o interak-
cich CNM s télnimi tkdnémi a z toho plynouci vyssi miru nejistoty odhadu toxického poten-
ciadlu. V nasledujicim textu se pokusime shrnout poznatky o oblastech mediciny, ve kterych
se jiz nanomaterialy s ispéchem vyuzivaji ¢i se o jejich vyuziti uvazuje.

1.1 DIAGNOSTIKA S VYUZITiM NANOCASTIC
1.1.1 Zobrazovaci vysSetreni

CNM zvysuji kvalitu vysledkt a ve vétSiné ptipadt i snizuji financni narocnost vySetfovacich
postupit. Diky svym unikatnim fyzikalné-chemickym vlastnostem se stivaji soucasti zobra-
zovacich metod, které identifikuji riizné patologické stavy (nddorovou tkan nebo zanéty).!-2
Vétsina uhlikovych nanocastic ma pfirozenou schopnost emitovat fluorescenci po expozici
odpovidajicimu zafeni (indukce fotoexcitace).3# Casto jsou pouzivany uhlikové kvantové teé-
ky, grafen a uhlikové nanotrubice. Posledni zminéné latky, pfedevsim vicevrstvé nanotrubice
(MWCNT), maji extrémni plochu, na kterou lze navazat velké mnozstvi molekul s riznymi
funkcemi. Ty mohou zlepSovat detekci cilovych latek a zesilovat signal analytického proce-
su.> Na tomto misté je v8ak nutné zdiraznit, Ze pro vybér vhodného materialu k zobrazova-
cimu vysetfeni jsou dvé klicova kritéria. Prvnim kritériem je vhodnost (vysoka efektivita)
daného CNM pro konkrétni diagnosticky tcel. Druhym, neméné dtilezitym kritériem je jejich
snadnd exkrece z organismu po splnéni diagnostického ukolu.6

Diky ptirozené rozmanitosti nanocastic a moznosti funkcionalizace je mozné zacilit na
zobrazeni zcela urcitych tkani, ¢i dokonce bunck nebo organel. Pokusy in vivo i klinické
studie pfinaseji dikazy o tom, Ze vyuziti uhlikovych nanoéastic v zobrazovacich metodach
miZze pfinést mnoho vyhod. Jednou z nich je i skutecnost, Ze CNM mohou pronikat prak-
ticky do vsech télnich kompartmenti. Naptiklad po intraveno6zni aplikaci prostupuji uhli-
kové kvantové tecky pomérné rychle do tkani plic, jater a ledvin. Jsou schopny ptekonavat
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1 hematoencefalickou bariéru. Posledn¢ uvedeny fakt naznacuje moznost vyuzivani uhliko-
vych kvantovych tecek pii zobrazovacich vySettenich CNS.”

Dalsi vyhody CNM pro zobrazovaci technologie pfedstavuji procesy funkcionalizace.
Napftiklad nanotrubice pokryté virem M13 mohou byt specificky zachytavany v nadoro-
vych tkanich. Pokud jsou tyto Castice oznaceny vhodnym radionuklidem (naptiklad techne-
ciem®™), je mozné nadory detekovat pomoci pozitronové emisni tomografie.®? Obdobné lze
znacenim nanocastic fluorescen¢nimi latkami usnadnovat a zptfesiiovat vysledky vypocetni
tomografie a magnetické rezonance. U magnetické rezonance je mozné dostdhnout lepsich
vysledkd i diky nanodiamantiim, a pokud jsou na né navazany jest¢ ionty manganu, dochazi
k dal$imu zlep$eni kvality zobrazeni.!? Tento efekt je mozny diky tomu, Ze nanodiamanty
funguji jako hyperpolariza¢ni prvek.!! VySetfeni ma vyssi senzitivitu, kontrast a je mozné
detekovat vice detaili.!2

Uhlikové nanocastice nasly své uplatnéni také pti obrazové analyze hlubsich vrstev tkani
pomoci blizkého infracerveného zateni (NIR). VySetteni (Near Infrared Optical Imaging)
vyuziva spektrum NIR-IT (1000-1700 nm) a Ize pii ném ziskat udaje z nitra tkani ve velmi
dobrém rozliseni bez autofluorescence. Diky tomu je mozné provadét napiiklad celotélovou
a mozkovou angiografii, pfi které je zobrazen krevni tok a mikrocirkulace. Vizualizace orga-
ni a tkani umoziuje vyuzit tento typ zobrazeni rovnéz pii nadorové terapii a chirurgickych
zékrocich.13.14

Dalsi oblasti uplatnéni uhlikovych nanocastic je zobrazovani intracelularnich struktur
a intracelularniho transportu. K tomuto ti¢elu jsou vyuzivany uhlikové kvantové te¢ky nebo
nanodiamanty (ND) s kiemikovym centrem, které jsou buitkami snadno pohlcovany, vykazuji
pfijatelnou fotostabilitu a maji izk4 emisni spektra v oblasti NIR.13:16 Uhlikové kvantové
tecky mohou interagovat také s kmenovymi buitkami, kde vedle detekce dochazi i k podpofe
jejich diferenciace do specifickych bunécnych linii. Uvedeny proces pak podporuje regene-
raci poSkozenych tkani.1®

V prubéhu operacnich zékroki 1ze uhlikovymi nanocasticemi detekovat lymfatické uzliny
s nadorovymi buiikami, které je pak mozné jest¢ béhem operace odstranovat. Identifikace
metastatickych uzlin je dtlezita pro snizeni rizika rekurence nadori. Autofi Li s kolegy sle-
dovali lymfaticky transport a kumulaci uhlikovych nanocastic v uzlinach v prubchu gastre-
ktomie pokrocilych nadorti zaludku. U jedné skupiny pacientl byly pfed gastrektomii apli-
kovany uhlikové nanocastice do zaludecni subserdzy, druhd skupina pacient podstoupila
standardni operacni protokol. Po aplikaci uhlikovych nanocastic nedoslo k zadné nezadouci
reakci a nanocastice se prednostn¢ kumulovaly v drénujicich lymfatickych uzlinach, které
zabarvovaly nacerno. Touto metodou bylo mozné detekovat i mensi uzliny s metastazami,
které by jinak mohly byt prehlédnuty.!? Stejné vysledky pfinesly i studie zaméfené na paci-
enty s nadory §titné zlazy, karcinomu prsu, tlust¢ho stfeva a konecniku. Podané uhlikové
nanocastice pre- a perioperacné vyznamné zvySovaly uspésnost detekce lymfatickych uzlin
s nadorovymi buiikami.!8-20 V p¥ipadé karcinomi §titné Zlazy mohou uhlikové nanocastice
navic pomahat pfi rozliSeni pfistitnych télisek a lymfatickych uzlin.2! U kolorektalniho kar-
cinomu je mozné po endoskopické aplikaci nanocastic doslova ,,vytetovat* oblast nadoru
a prekanceroznich 1ézi. Uvedené skutecnosti vedou k lepsim opera¢nim vysledktim i k reduk-
ci opera¢niho traumatu.?2
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1.1.2 EEG

EEG umoziuje zakladni vySetfeni stavu mozkové aktivity. Pouziti uhlikovych nanomaterial
ma oproti jinym materialim vyhody zejména u kli¢ového prvku EEG, u snimacich elektrod.
ZvySeni intenzity snimaného signalu podporuje naptiklad grafen a od né€j odvozené nano-
materialy. Garcia-Cortadella et al. popsali 64kanalovy bezdratovy snimaci systém na bazi
grafenové suspenze, umoznujici 24hodinové snimani mozkové aktivity. Systém byl pouzit
u potkanti. Bylo jim mozné snimat epikortikalni mozkovou aktivitu volné se pohybujicich
zvifat a zkoumat asociace mezi chovanim a nervovou aktivitou.2? Autofi Ko et al. navrhli
snimaci elektrody obsahujici grafen a GO. Jejich vyhodou je, Ze mohou byt pouzity bez
vodivého gelu, aniz by to snizilo kvalitu vysledkt (vodivy gel mize byt pro nékteré pacienty
velmi nepfijemny).24 K podobnym (pozitivnim) vysledkiim dospéli také Faisal et al., kdyZ pro
EEG pouzili ,,suché grafenové elektrody. Tyto elektrody zleps$ily kontakt s pokozkou a mély
v porovnani s komerénimi suchymi elektrodami vyssi vykonnost i po opakovaném pouZi-
ti. Pfitomnost elektrolyti na pokozce (slané prostredi, pot) vedly k dal§imu zlepseni miry
detekce.?> Na zavér nutno doplnit, ze grafenové elektrody nejsou vyuzivany pouze k Gelu
detekcee, ale 1ze je pouzit také ke stimulaci (hluboka mozkova stimulace, retinalni a kochlearni
implantaty).26

1.1.3 EKG

Vynikajici elektricka vodivost uhlikovych nano¢astic umoznuje jejich vyuziti v fadé elektro-
technickych komponent, naptiklad tranzistort. Pfitomnost nanocastic zesiluje ziskany signal
a redukuje nezadouci Sumy, cozZ je velmi dulezité pro snimani srde¢ni aktivity. Uhlikové
nanocastice (grafen, GO a MWCNT) byly rovnéz pouzity pro pfipravu snimacich elektrod
EKG. Testovani elektrod probihalo pro kratkou a dlouhou monitoraci. Pii dlouhé monitoraci
byly elektrody soucasti pfenosného snimaciho zafizeni, coZ umoznilo snimani zmén srde¢ni
aktivity b&hem celého dne.27-29

1.1.4 Fotoakusticka diagnostika

Fotoakustické zobrazovani, vyuzivané naptiklad ve fotoakustické mikroskopii nebo fotoakus-
tické pocitacové tomografii (CT), je fazeno do skupiny neinvazivnich vysetieni. Jeho princip
je zaloZzeny na fotoakustickém efektu, pfi némz jsou svételné ¢i laserové pulzy absorbova-
ny exogennimi nebo endogennimi kontrastnimi latkami a konvertovany na termalni energii
s emisi ultrazvukového signalu. Fotoakustické CT ma vysoké prostorové-casové rozliseni,
které umoziuje zobrazeni stavu hlubokych tkani, véetn¢ diagnostiky nadorti mlécné zlazy,
kaze, stieva a rekta. Jako kontrastniho materialu 1ze u této diagnostiky Gspésné vyuzit uhli-
kovych nanocastic, naptiklad grafenu, CNT ¢i GQD, které mohou byt dale povrchové funk-
cionalizovany organickymi polymery, peptidy, kovovymi nanoasticemi nebo barvivy.30-31
Takto upravené komplexy pak mohou byt zacileny na specifické tkané. Naptiklad jednostén-
né uhlikové nanotrubice (SWCNT), funkcionalizované cyklickymi Arg-Gly-Asp peptidy,
jsou preferenéné vychytavany riznymi typy nadorii (nikoliv vSak tkanémi zdravymi).32 Do
nadorovych tkani snadno prostupuji také GQD, které po vystaveni NIR-II mnohobarevné
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fluorescenci emituji fotoakusticky signal.33 Poznamenavame, Ze fotoaskusticky jev nemusi
mit vyuziti pouze diagnostické, ale ze l1ze jej vyuzit také 1é¢ebné, ve spojeni s fototermalni
terapii (viz dale).

1.1.5 Biomarkery a elektrochemické biosenzory

Pro spravnou diagnostiku a posouzeni pribéhu nemoci je nezbytné pribézné stanovovat hla-
diny biomarkerd, které jsou pro dané onemocnéni charakteristické. Jako biomarkery mohou
slouzit napiiklad proteiny, nukleové kyseliny, hormony, antigeny, glukéza, lipidy a vitaminy,
které je mozné stanovovat v krvi (séru/plazmé¢), slinach, moci, sputu ¢i vydechovaném vzdu-
chu.34.35 Né&které biomarkery jsou vSak standardnimi postupy obtizné stanovitelné, nicméné
prave uziti uhlikovych nanocéstic mtize tyto metodiky vyznamné zjednodusit a zvysit jejich
vypovédni hodnotu. Tyka se to napfiklad diagnostiky diabetu, karcinomu plic a zaludku,
halitozy, astmatu, selhavani jater a sniZzeni ledvinovych funkci ze sloucenin detekovanych ve
vydechovaném vzduchu. Stanovované latky zahrnuji v téchto pfipadech naptiklad hydrogen-
sulfan, toluen, aceton, benzen, amoniak a oxid dusny.3¢ V piipadé¢ karcinomu plic lze ve vyde-
chovaném vzduchu stanovovat benzen, styren, hexanal, 2,2,4,6,6-pentamethylheptan, propyl-
benzen, 2-methylheptan, dekan, cyklohexan, 1,2,4-trimethylbenzen a 2,4-dimethylheptan.3?

Grafen, jeho derivaty a CNT jsou schopny vazat myoglobin, kreatinkinazu, troponin
a B typ natriuretického peptidu. Tato vlastnost je pfedurcuje jako imunosenzory diagnostiky
poskozeni myokardu (z télnich tekutin a sekrett).38-3°

Velmi dalezitym diagnostickym biomarkerem je glukoza. Jeji detekei je mozné zlepsit
pouzitim uhlikovych nanocastic (grafenu, CNT a GQD) konjugovanych s glukézovou oxida-
zou. Senzory pak maji velmi vysokou senzitivitu a selektivitu, coz bylo ovéfeno pfi testovani
v pfitomnosti dalSich interferujicich sloucenin, jako jsou acetoaminofen, kyselina mocova
nebo kyselina askorbova.*0 Zajimava je studie autord Lin et al., ktef{ popsali SWCNT glu-
kozovy senzor s detekénim limitem 50 um a velmi rychlou odpovédi; vyhodnoceni vysled-
ku trva méné nez 5 sekund. Senzor je mozné propojit s chytrymi telefony, které diabetiky
pribézné informuji o hodnotach glykemie.*! Hladinu glukdzy je moZné stanovovat rovnéz
neenzymatickou cestou pomoci grafenovych elektrod funkcionalizovanych dal§imi nanoc¢as-
ticemi. Metoda vyznamné snizuje detekéni limit stanoveni. Napfiklad detekéni limit glukézy
pfi pouziti elektrod z redukovaného GO, funkcionalizovaného oxidem cinicitym, je 13,35 pm,
pfi pouziti elektrod z GO, funkcionalizovaného médénymi nanokostkami, je limit dokonce
250 nM.#2

Soubézné s glykémii jsou standardné hodnoceny také hladiny cholesterolu. Analyzy
zahrnuji enzymatické i neenzymatické metody, pii kterych mohou byt vyuzivany vlast-
nosti uhlikovych nanocastic. U enzymatickych metod je mozné na povrch castic navazat
napiiklad cholesterol oxidazu.*3 U neenzymatickych byla popsana funkcionalizace grafenu
B-cyclodextrinem. Methylenova modi (redox indikator) vytvaii s nanomaterialy relativné
nestabilni komplexy, ve kterych miZe byt nahrazovana cholesterolem. To mize byt zakladem
elektrochemické detekce (methylenova modt je uvoliiovana do média).+

Uhlikovymi nanocasticemi l1ze detekovat také nékteré biomarkery spojované s neurodege-
nerativnimi onemocnénimi. Napriklad grafen konjugovany nanocasticemi zlata umoziuje sta-
noveni plazmatickych hladin a-synukleinu (Parkinsonova nemoc). Autoii Aminabad s kolegy,
ktefi tuto metodu popsali, uvadgji detekéni rozsah 4-128 ng/ml.43
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Nanouhlikové biosenzory vyznamné usnadiiuji a urychluji diagnostiku infekénich one-
mocnéni. Napiiklad grafen konjugovany se specifickymi protilatkami mtize na svém povrchu
vazat fadu patogenti (Escherichia coli, Salmonella typhimurium ¢i virus Zika). GO nanomate-
rialy zase dobfte detekuji virus dengue a rotaviry.*¢ V nedavné dobé se objevily studie, v nichz
byly uhlikové nanocastice s ispéchem pouzity k detekci SARS-CoV-2, a to nejen z télnich
tekutin, ale také z vydechovaného vzduchu.47-%° Je ziejmé, ze detekéni metody zalozené
na uhlikovych nanocasticich jsou ve vétsing piipadd efektivnéjsi a levnéjsi nez standardni
metody detekce patogen.

Metoda ,real-time* monitorovani je proces, pii kterém je mozné pribézné sledovat
uvolilovani neurotransmiterd v nervovém systému. Ku piikladu Wu s kolegy prezentovali
implantovanou aptamer-grafenovou mikrotranzistorovou sondu, kterd u mysi vysoce senzi-
tivné monitorovala uvoliiovani dopaminu ex vivo i in vivo. Casovy monitoring neurotrans-
miterl — jak ukazala mimo jiné tato studie — vyrazné pfispiva k pochopeni fyziologickych
zakonitosti zmén nervového systému a je dilezitym nastrojem pro vyvoj lé€by neurologic-
kych onemocnéni.>0

1.2 OCHRANA PROTI RTG ZARENI

Diagnostickeé a terapeutické postupy pouzivané v radiologii a nuklearni mediciné piedstavuji
zvysené riziko expozice ionizujicimu zafeni pro pacienty i obsluhujici personal. Optimalné
by mély byt materialy pouzivané pro ochranu pted timto zafenim netoxické, lehké a mély by
vykazovat vysokou miru redukce prichodu zareni. Aktualné jsou dostupné tradicni, velmi
hmotnostné tézké stinici materialy obsahujici olovo. Dalsi skupinu stinicich materialt tvoii
smési olova s jinym, leh¢im, prvkem, naptiklad cinem. Tyto materialy jsou pfiblizn€ o 25 %
leh¢i nez standardni olovéna stinéni. Do tfeti skupiny pak patii materialy, ve kterych je olovo
nahrazeno jinym prvkem, napfiiklad cinem, antimonem, wolframem ¢i vizmutem. Jedna se
o leh¢i materialy (zhruba o 3540 % oproti olovu) s jednoduchou recyklovatelnosti po vyia-
zeni z provozu, kterd u stinéni s obsahem olova neni mozna.

Dalsi varianty materiald, dale se pfiblizujici k optimalnim charakteristikdim, by mohly byt
pfipravovany s vyuzitim nanocastic. Napiiklad studie provedena Hashemim et al. testovala
material (polyanilin) bez pokryti GO a s pokrytim GO. Material pokryty GO redukoval miru
prichodu RTG zafeni vyznamné vice neZ material bez pokryti.5! Bylo zji§téno, Ze nanokom-
pozit polyvinylidenfluoridu (PVDF) a siranu barnatého redukuje miru priichodu RTG zateni
zhruba o 9 %. Pfidanim GO se mira redukce zvysila zhruba na 25 %.52 CNT redukuji miru
prichodu vyznamnéji nez pyrolyticky grafit a fullereny (Cg,). Pokryti textilie 25mm vrstvou
CNT redukovalo prichod RTG zhruba o 70 %.33 Autoti Viegas et al. porovnavali stinici vlast-
nosti GO, pyrolytického grafitu, MWCNT a amorfniho uhliku (sazi) nanesenych na PVDF.
Nejvy$si mira redukce RTG zafeni byla zjisténa v ptipadé GO.5* Autofi Zarei s kolegy navrhli
stinici material tvofeny polyanilinem, vlockami GO a komplexem wolfram-vismut-cin. Mate-
rial velmi efektivné redukoval miru prichodu RTG zafeni a autofi jej doporucili pro vyrobu
zastér k ochrané pohlavnich organd a §titné zlazy pti RTG vySetfeni.>> Autofi Tiirkaslan et al.
modifikovali komer¢né dostupné tkaniny, pouzivané k vyrobé plastt pro klinicky personal,
nanocasticemi GO. Modifikované tkaniny vyznamné redukovaly priichod RTG zafeni a sou-
¢asné byly i velmi flexibilni, skladné, lehké a prody$né.>¢
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1.3 LECBA S VYUZITiIM UHLIKOVYCH NANOCASTIC
1.3.1 Adsorpce, hemofiltrace a hemodialyza

Diky své vysoké adsorpéni kapacit¢ mohou uhlikové nanocastice odstraniovat toxické latky
ze systémové cirkulace (ionty, reaktivni intermediaty, prozanétlivé proteiny a toxické meta-
bolity). Autofi Yishan Zheng s kolegy popsali adsorpci prozanétlivych cytokind IL-6, IL-8
a TNF v cirkulaci na povrchu grafenu. Redukce hladiny cirkulacnich cytokini méla za nésle-
dek zmirnéni prabehu septickych stavt a snizeni rizika multiorgdnového selhani s naslednym
umrtim na sepsi. Inkorporace grafenu do flexibilniho polytetrafluoroetylenového (PTFE) fil-
tru vyznamné zvySuje uéinnost hemofiltrace.3” Seredych et al. hodnotili miru schopnosti gra-
fenu a grafenu kombinovaného s PTFE odstrafiovat z cirkulace prozanétlivé cytokiny IL-6,
IL-8 a TNF-a. Oba uveden¢ typy materidlti vykazaly velmi dobré vysledky (bylo dosazeno
tém&f 100% ucinnosti).>® Obdobna mira uéinnosti byla popsana také u ND pfi odstrafiovani
IL-1B, IL-4, IL-6, IFN-y a TNF-0.°

Vedle prozanétlivych cytokinti mohou CNM na svém povrchu adsorbovat také celou fadu
endogennich substanci. Napiiklad studie Wua et al. popsala redukci vysokych hladin biliru-
binu v cirkulaci pomoci CNT s navazanym lyzinem a chitinem. Je vSak dilezité poznamenat,
ze bilirubin vykazuje ur€itou miru toxicity vii¢i CNS; zvySené hladiny bilirubinu jsou pak
vyvolavany dysfunkcemi hepatobiliarniho systému nebo mohou byt disledkem hemolyzy.
Pouziti zminénych modifikovanych CNT vyznamné zvysilo clearance bilirubinu.®® Muha-
mmad Ifran a jeho kolegové navrhli novou variantu hemodialyzaéni membrany, obsahujici
MWCNT. Autoti uvadéji biokompatibilitu, vysokou efektivitu filtrace (zejména pfi odstraiio-
vani mocoviny a kreatininu) a snizenou miru ,,zana$eni membrany“ (az o 30 %).6! Adsorpce
na povrchu CNM je vyuzivana také pro snizovani hladin cholesterolu (rizikovy faktor atero-
sklerozy a hepatosteatozy) a uplatituje se u 1écby geneticky podminénych hypercholestero-
1émif.62

1.3.2 Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (FDT) je vyuzivana k cilené destrukci nadorovych bunék pomoci
reaktivnich kyslikovych intermediatd (ROS). ROS (OCl-, OH-, H,0,, O,, '0,, -OH, O,
‘0,72) vznikaji v §iroké §kale po expozici CNM svétlu o uréitych vinovych délkach. Napiiklad
SWCNT indukuji primarné superoxidovy aniont (-O,"), zatimco GQD spiSe singletovy kyslik
(10,).93%4 FDT je povazovana za velmi u¢innou neinvazivni terapii s minimalnimi nezadou-
cimi systémovymi u€inky. Pro aktivaci nanocastic je Casto pouzivano NIR, které penetruje do
hlubsich tkanovych vrstev nez UV zafeni.6%-66 FDT je pouzivana také k 16¢bé bakterialnich
a mykotickych infekci. Cuadrado et al. testovali antibakteridlni a antimykotické u¢inky nano-
kompozitu slozeného z GO a MWCNT. Nanokompozit byl pfidan k bakteridlnim a myko-
tickym kulturam a nasledné vystaven davce ozateni 65 mW/cm? / 630 nm. Timto postupem
byly deaktivovany struktury Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Candida albicans.
V piipadé pouziti samotného GO byly deaktivovany pouze struktury bakterii.®” Chen et al.
prokazali, ze funkcionalizovany GO u¢inné deaktivuje (po expozici odpovidajicimu zatreni)
struktury meticilin rezistentniho Staphylococcus aureus.8
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1.3.3 Fototermalni terapie

Fototermalni terapie (FTT) je velmi blizka FDT a v praxi lze Gspé$né obé metody kombino-
vat. FTT je zalozena na schopnosti CNM (vétsinou GO nebo CNT) transformovat svételnou
energii na teplo. Tento proces umoziuje selektivni likvidaci nadorovych buné€k a uvolfiovani
1é¢ivych substratd adsorbovanych na povrchu CMN (Obrazek 1).69:70

Jako v ptipadé FDT je i FTT minimalné invazivni, selektivni, dobfe kontrolovatelna ve
smyslu lokalizace a rozsahu pouziti a kombinovatelnd s jinymi terapiemi. Pfikladem muze
byt lokalni nebo systémova chemoterapie u 1é¢by nadorovych onemocnéni. Protinadorova
1é¢iva jsou navazana na CMN a nasledné dopravena do postizeného télniho kompartmentu.
Zde po ozareni NIR dochazi k uvolnéni tepla a navazanych 1é¢iv. Postup vyznamné zvySuje
ucinnost onkologické 1écby.

grafen oxid redukovany grafen oxid

funkcionalizace

Obrazek 1. Princip fototermalni terapie

GO je v prvnim kroku redukovan na rGO a nasledné funkcionalizovan vybranymi substraty (naptiklad
1écivy ¢i proteiny; zelené ovaly). Po vystaveni funkcionalizovaného rGO zafeni NIR (I, II) dojde k uvolnéni
tepla i navazanych substratt.

(Drahomira Holmannova; pro ptipravu obrazku byl pouzit: Servier Medical Art. Servier, licensed under a Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License.)
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In vitro a in vivo studie prokazaly, Ze pomoci FTT lze efektivné 1é¢it nadory prsu, plic,
mocového méchyie a maligni melanom.’!-72 Dilezitd je skuteénost, Ze pti FTT dochazi, ved-
le destrukce nadorovych bunék, k indukci protinddorové imunitni odpovédi. Apoptotické
a nekrotické buiiky pfi tomto procesu uvolnuji s nadory asociované antigeny s charakterem
DAMP (damage/danger-associated molecular patterns — molekuly, které iniciuji a zaroven
udrzuji neinfekéni zanétlivou odpoveéd’), stimulujici vrozenou i specifickou imunitu.”?

Autoti Cheng et al. pouzili CNM s navazanym docetaxelem k 1é¢bé metastaz v lymfatic-
kych uzlinach u mysi. Nanocastice byly po aplikaci do cirkulace preferencné vychytavany
v uzlinach s metastatickymi buitkami. Po laserové iradiaci doslo k lokalnimu uvolnéni 1éku
a lokalnimu zvySeni teploty, coz vedlo k destrukci nddorovych bunék.’ Yunjian Li s kolegy
popsali pouziti ND pfi 1é€bé karcinomu tlustého stieva u potkant, pii které byly ND s nava-
zanym lé¢ivem aplikovany oralné. Po adekvatnim casovém useku byla oblast tlustého stfeva
ozafena NIR-II, coz mélo za nasledek lokalni zvyseni teploty a uvolnéni navazaného léciva.
Terapie vedla k vyznamnému omezeni riistu nadoru.” Pro FTT je mozné vyuzit také mezopo-
rézni uhlikové nanocastice, které maji vyssi absorpéni koeficienty nez grafen nebo SWCNT
a v oblasti NIR-I a NIR-II indukuji silngj$i fototermalni i fotoakusticky signal.”¢

1.3.4 Vyroba vakcin

Vakciny jsou zakladnim nastrojem primarni prevence infekénich onemocnéni, nicméné je
Ize s ispéchem vyuzit i v terapii nadorovych onemocnéni ¢i v imunoterapii. Velmi zjedno-
duSené muzeme fici, Ze vakciny predkladaji imunitnimu systému antigen, proti némuz se
ma rozvinout imunitni obranna reakce.’” DuleZitou soucasti vakciny vSak neni jen slozka
nesouci antigenni informaci, ale také ,,adjuvans®, které aktivuje imunitni systém. Jak jiz bylo
zminéno vyse, na povrch CNM Ize adsorbovat velké mnozstvi riznorodych agens, véetné
mikrobialnich a naddorovych antigent (¢i jinych imunogennich molekul), které zvySuji imu-
nitni odpovéd’ po ockovani, a tedy 1 produkei protilatek a vznik pamétovych bunck. Navic
pomérné dobfe stimuluji vrozenou imunitu. Nanocéastice mohou v tomto procesu slouzit jako
nosice i jako adjuvans.”® V experimentech in vivo (mysi, potkani) byla porovnavana u¢innost
standardni vakciny a vakciny vyuZzivajici CNT s navazanymi antigeny patogent a nadorovych
bunék. U vakciny s CNT byla zaznamenana vyznamné vyssi troven imunitni odpovédi. Byla
zvySena produkce neutralizujicich specifickych IgG proti patogeniim a cytolyticka aktivita
T lymfocyt namifend proti patogenu nebo nadorovym butikdm.” Dong et al. popsali expe-
riment s chiipkovou vakcinou vyuzivajici GO funkcionalizovany polyetyleniminem. Po apli-
kaci mysim vyvolala vakcina silnou protilatkovou i bunéénou imunitni odezvu, ktera dosta-
teéné chrénila pted infekei po vystaveni patogenu.0 Autofi Ho et al. pouzili v experimentu
na mysich chfipkovou vakcinu obsahujici ND. Po aplikaci doslo k trojndsobnému navySeni
produkce neutralizaénich protilatek v porovnani s béZnou vakcinou.8!

1.3.5 Platformy/nosice IéCiv

Pii systémovém podavani je n€kdy obtizné dosahnout dostate¢nych koncentraci 1é¢iva v cilo-
vych kompartmentech (mistech nadoru nebo infekce). Dalsi zvySovani davek byva problema-
tické z diivodu zvyseného rizika poskozeni zdravych tkani. V pfedchozim textu bylo zminéno,
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ze modifikaci CNM je mozné dosdhnout jejich preferencni kumulace v uréitych typech tkani.
CNM disponuji velkou adsorpéni plochou, na kterou mohou byt navazovana léciva ve vyso-
kych koncentracich, ptipadné i kombinace 1é¢iv. Pouzitim CNM jako nosice tak 1ze dosahovat
potiebnych koncentraci 1é¢iv v mistech jejich maximalniho G¢inku (Obrazek 2).

V burnkach je 1é¢ivo z komplexu CNM nosice uvoliiovano teplotou, zménou pH nebo
enzymy.82 Zacileni 1é¢by vede ke snizeni hladiny 1é¢iva v celém systému a tim i ke snizeni
pravdépodobnosti vyskytu nezadoucich reakei.

Mezi CNM, které 1ze takto funkcionalizovat, byvaji Casto fazeny CNT, grafeny a ful-
lereny. Funkcionalizujicimi substraty byvaji protinadorova a antimikrobidlni 1é¢iva ¢i pro-
teiny (naptiklad monoklonalni protilatky).83 V probihajicich experimentech in vitro i in

vstup funkcionalizovaného grafenu do buriky a uvolnéni doxorubicinu

Obrizek 2. Nanocastice jako nosi¢ 1é¢iva

Na grafen je v prvnim kroku navazovan doxorubicin a receptor pro specificky antigen, ktery je exprimovan
cilovymi bunkami. V druhém kroku komplex interaguje s antigenem a membranou a vstupuje do bunky, kde
dochazi k uvolnéni navazaného 1éciva.

(Drahomira Holmannova; pro ptipravu obrazku byl pouzit: Servier Medical Art. Servier, licensed under a Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License.)
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vivo jsou na CNM navazovany cisplatina, oxaliplatina, doxorubicin, metotrexat, paklitaxel,
tamoxifen a rituximab.®* Napiiklad Lay et al. navazali na polyetylenglykolované MWCNT
(PEG-MWCNT) paklitaxel a tento komplex inkubovali s nddorovymi bunécnymi liniemi
HeLa (karcinom délozniho ¢ipku) a MCF-7 (karcinom prsu). PEG-MWCNT vykazovaly
nizkou cytotoxicitu a vysokou ucinnost v likvidaci nddorovych bun€k (po uvolnéni pakli-
taxelu).85 Yu et al. pfipravili CNT s PEG, estradiolem a loboplatinou, coz piedstavuje tera-
peutickou kombinaci pro 1é¢bu nadord prsu. Uginek této kombinace byl potvrzen v in vitro
i in vivo studiich. Dulezitym zjisténim bylo, ze na rozdil od standardni protinddorové 1écby
m¢ela 1écba s ucasti CNT méné systémovych nezadoucich ti€inkti a G¢innost si udrzela i pii
niz§ich davkovacich schématech.®¢ Jako nosi¢ l1ze pouzit také GO. Buskaran et al. navazali na
GO protokatechovou, chlorogenni a listovou kyselinu, coz vedlo k uspésné likvidaci bun¢k
karcinomu jater. Obdobn¢ jako u piedchozi prace byla pozorovana dostate¢na ucinnost tera-
peutického komplexu i pti relativné nizkych koncentracich 1é¢iva.87

Lécba s vyuzitim CNM mizZe byt zacilena také pomoci molekul, které jsou exprimovany
uréitymi typy bun€k. Naptiklad nddorové buiiky obecné exprimuji vyssi mnoZzstvi receptort
pro kyselinu listovou. CNM s povrchové adsorbovanou kyselinu listovou budou tedy atra-
hovany k nadoru. K zacileni je mozné pouzit rovnéz specifické antigeny naddorovych bu-
n¢k ¢i patogenti, resp. monoklonalni protilatky, které se na antigeny a receptory cilovych
bunék vazou.88-9 Li et al. pouzili komplex GO s navazanym doxorubicinem v kombinaci se
specifickym antigenem HN-1. Nanocastice byly intenzivné vychytavany buitkami oralniho
skvamoézniho karcinomu (CAL27), na ktery byly zacilené. Uginnost komplexu prevysovala
udéinnost samotného doxorubicinu.?!

Krome grafenu a jeho derivati a CNT je mozné jako nosice pouzit také fullereny. I tento
typ nanocastic je mozné osadit 1éCivy, napt. S-aminolevulenovou kyselinou nebo doxorubi-
cinem. Takto vznikly komplex je schopen proniknout aZ do buné¢ného jadra.®2-93 Snadny
prostup télnimi bariérami je obecné velkou vyhodou CNM nosiéd. Rada z nich pronika i pies
hematoencefalickou bariéru a miize 1é¢iva dopravovat do CNS (1é¢ba gliomt).*

Vedle protinadorové 1é¢by se CNM mohou uplatiiovat i v dalSich terapiich, naptiklad
v procesu reparace poskozenych tkani, kdy jsou na povrch CNM navazovany ristové faktory.
Pfikladem muze byt vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF), ktery podporuje angio-
genezi v ischemii poSkozené srde¢ni tkani. CNM mohou transportovat také latky s antimi-
krobidlnim G¢inkem.38-95-96 Pokud hovoiime o antimikrobidlnim efektu nanoéastic, je nutné
zminit skutecnost, ze ten maji i samotné nanocastice. Mohou urychlovat virovou clearance
a pomahaji pfekonavat bakterialni antibiotickou rezistenci (Escherichia coli, Staphyloco-
ccus aureus, Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium). Jejich pfirozené antimikrobialni u¢inky
je mozné dale zvySovat adsorpci nanogastic stiibra.”” CNM mohou byt vyuzity také v 1é¢bé
zanétlivych onemocnéni (napiiklad nespecifickych strevnich zanétti). Na jejich povrch jsou
v tomto piipad¢ adsorbovany protizanétlivé ¢i imunomodulacni latky, které zasahuji do pri-
béhu zanétlivé odpoveédi.?®
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1.3.6 Genova terapie

CNM se uplatiiuji také jako nosiée genetické informace v genovych terapiich.”® Bézné se
v genové terapii pouzivaji jako nosice viry a touto formou je mozné do bunky a jadra vnaset
plazmidovou DNA, miRNA ¢&i siRNA.82.100.101 Genomové soucasti pak mohou regulovat ¢i
inhibovat genovou expresi cilovych gent (selektivné je blokovat). Postup je vyuzivan napii-
klad u 1écby nadorovych onemocnéni, kdy Ize blokaci vybranych genti omezit déleni a rtst
nadorovych bunék.

Andersen et al. publikovali metodu genové terapie s vyuzitim SWCNT, na jejichZz povrch
navazali specifickou siRNA. V experimentu provedli inkubaci bun¢k karcinomu sliniv-
ky (PANC-1) ve dvou variantach, a to se samostatnou siRNA a dale s komplexem siRNA
a SWCNT. Volna siRNA pronikala do bunék velmi obtizné, komplex siRNA a SWCNT vsak
dosahl transfekce témér 92 %. Po internalizaci se siRNA uvolnila a interagovala s cilovym
mutantnim genem K-Ras, coz vedlo k poklesu exprese mRNA K-Ras zhruba o 67 %.102
Studie autort Wang et al. popsala experiment s komplexem GO s navazanou siRNA, ktery
autofi inkubovali s buikami karcinomu prsu. I v tomto pfipadé pozorovali vysokou miru
internalizace komplexu a inhibici déleni a ristu nidorovych bungk.103

Podobnym zpiisobem je mozné vyuzit také grafeny, fullereny, GQD a ND.101

Pomoci genové terapie je mozné 1écit také fadu dalSich patologickych stavii. Piikladem
mize byt inhibice zanétlivych procest u nealkoholické hepatosteatozy cestou zacileni siRNA
na CCR5 gen, tento vyzkum je zatim ve fazich testovani in vitro.1% VyuZiti genové terapie
je stale rozsifenéjsi a pouziti biokompatibilnich nanocastic je pro elevaci jeji uc¢innosti jed-
noznaéné pfinosné.

1.4 STENTY A BIOKOMPATIBILNi UHLIKOVE NANOMATERIALY
V ORTOPEDII, KARDIOLOGII A STOMATOLOGII

vvvvvv

se pracuje se standardnimi netoxickymi materialy, jejichz biokompatibilita je dale zvySovana
specialnimi povlaky. Timto postupem lze vyrabét napiiklad stenty, kloubni nahrady nebo
srde¢ni a zubni implantaty. Povrchova aplikace CNM na standardni materialy zlepSuje nejen
jejich biokompatibiltu, ale i fyzikalné-chemickeé vlastnosti finalniho produktu. CNM zlepsuji
odolnost, pevnost, hemokompatibilitu a antitrombotické vlastnosti materialti, zvysuji miru
reepitelizace a regenerace, zabrafiuji restenoze a chrani pred infekcemi a tvorbou biofilmu. 103

Nerezova ocel s oznacenim 316L vykazuje velmi dobrou biokompatibilitu a je dobrym
kandidatem pro vyrobu srde¢né-cévnich stentli. Negativem v jejim pfipad¢ je skutecnost, ze
mize zvysSovat riziko tromboz a restendz. Vellayappan et al. zjistili, ze pokryti stentl vyro-
benych z oceli 316L s nékolika vrstvami grafenu vyrazné zlepsuje jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti a sniZuje trombogenitu a riziko restenozy.!05 Autofi Wawrzynska et al. uvedli, Ze
uprava oceli 316L pomoci grafenu nejenze nezvysuje toxicitu takto upraveného materialu
vici buikam lidského primarniho arterialniho endotelu (HPCAEC), ale naopak podporuje
jejich adhezi, proliferaci a metabolickou aktivitu, coz v kone¢ném efektu podporuje regenera-
ci poSkozené cévy. Navic se diky grafenu snizuje adheze trombocytd a tim i tvorba trombi. 106
Zajimavou studii provedli Osmer Burak Istanbullu a Gulsen Akdogan, ktefi navazali SWCNT
metodou spin-coating na stenty vyrobené z 316L, 316LVM, CoCr-slitiny a Ti-slitiny. Takto
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osetfené stenty byly vice inertni, nereagovaly se slozkami a bunikami krve a také 1épe odola-
valy poskozeni. Autofi dale uvadé&ji, Ze polarizaéni odpor 1,433 kQ cm? a elektrochemicka
impedance 1,07 kQ cm? povlakem SWCNT zvysily na 142,8 kQ cm? a 141,3 kQ cm?, tj. zvy-
Sila se korozni odolnost, a to az k 90 % v ptipadé 316LVM se SWCNT.17

CNM jsou pouzivany také pro vyrobu umélych srdecnich chlopni. Naptiklad Hastalex,
ktery je tvofen funkcionalizovanym poly(carbonat-urea)urethanem (GO PCUU), ma vyborné
mechanické vlastnosti, hemokompatibilitu a je odolny proti vzniku kalcifikaci. Um¢lé srde¢ni
chlopné je dale mozné modifikovat polyuretanem a CNM s navazanym heparinem, coz vyraz-
né snizuje koagulaci a riziko vzniku tromb.108.109

U kardiostimulatori je problémem nizka kapacita baterii a nutnost jejich periodické
vymeény. Nékteré studie prokazaly, ze GO v kombinaci s polyvinylidendifluoridem by mohl
fungovat jako nanogenerator v samonapajecich kardiostimulatorech. Kdyz autoti Azimi et al.
implantovali takto upravené kardiostimulatory psiim, zjistili, Ze nanogenerator je schopen zis-
kavat energii 0.487 pJ z kazdého srde¢niho uderu. Tato hodnota je vyssi nez prahova energie
nutna pro stimulaci lidského srdce.!10 V kardiologii se mohou uplatnit také ND, které snizuji
riziko vzniku trombt, omezuji adhezi a aktivaci trombocyti a inhibuji tvorbu fibrinovych
depozit. Navic disponuji protimikrobidlnimi a¢inky. 11!

CNM nachazeji uplatnéni i v ortopedii a ve stomatologii. Nanomaterialy na povrchu
nahrad a implantati podporuji regeneraci, pfilnuti osteoblastti k ndhradé a proliferaci. Tim
se zlepSuje a urychluje vhojeni ndhrady a vznik kvalitni kostni tkdné. CNM rovnéz zvysuji
odolnost povrchu néhrad proti poskozeni a otéru a prodluZuji jejich Zivotnost.!!2

Ve stomatologii je mozné pfidavat ND do zubnich vypliiovych hmot, coz zvySuje pev-
nost v ohybu, pruznost a drsnost povrchu a snizuje otér. Pro prevenci stomatitidy spojené se
zubnimi ndhradami je dulezita skutec¢nost, Ze ND v zubni pryskyfici snizuji adherenci Can-
dida albicans.113-115 Obdobn¢ 1ze do stomatologickych vyrobkd pfidavat i CNT, které maji
antibakterialni ucinky a potlacuji i Streptoccoccus mutans, ktery je soucasti zubniho kazu.
CNT aplikované na scaffoldech podporuji vyznamné regeneraci kostni tkané po resekci zubti
a vkladani implantatd. Implantaty pokryté CNT zvySuji pravdépodobnost jejich tspésného
vhojeni do kosti.!16

1.5 SCAFFOLDY, REGENERACNI MEDICINA

CNM jsou biokompatibilni a mohou pozitivné ovliviiovat zivotaschopnost, diferenciaci, dedi-
ferenciaci, proliferaci a adhezi mnoha typt bunék. Tyto vlastnosti pfedurcuji pouziti CNM
v systémech scaffoldii, umoziujicich rychlou regeneraci tkani. Nejcastéji se jednd o tkané
nervového, kardiovaskularniho a pohybového systému (Obrazek 3).117.118

Ve studiich tymt autorti Ning Liho a Rossany Rauti byl popsan pozitivni vliv grafenu na
rast mysich neuronti z hipokampu a na zvySeni poctu neuritll a prodlouzeni jejich délky. Gra-
fen rovnéz podporuje synaptogenezi a neuralni aktivitu.!1%120 Zhou et al. implantovali sca-
ffold s grafenem potkantim po poranéni mozku, které bylo spojené se zanikem bunék a roz-
vojem zanétu. Pfitomnost scaffoldu ve striatu a v subventrikularnim prostoru vedla k omezeni
aktivace mikroglii a astrocytli (potlaceni zanétu), coz se v konecné fazi projevilo nizsi mirou
zjizveni mozkové tkang.12! Jak ukazali Yan Zhang, Shu Qang a Ping Yang, GO a CNT jsou
schopné indukovat diferenciaci mysich embryonalnich bun¢k do dopaminergnich neuront,
coZ by mohlo byt vyuzivano pii 1é¢bé Parkinsonovy nemoci.!22
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Obrazek 3. Regeneraéni potencial nanocastic

CNM (napriklad grafen) mohou podporovat diferenciaci kmenovych bunék a tvorbu tkéani (naptiklad
vytvoreni myokardu ¢i soucasti nervové soustavy).

(Drahomira Holmannova; pro pfipravu obrazku byl pouzit: Servier Medical Art. Servier, licensed under a Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License.)

CNM trojrozmérné verze scaffold imituji mikroprostredi nervové soustavy a pozitivné
ovlivituji chovani neuronti a formovani nervové tkané. Severino et al. aplikovali neurony
z hipokampu na trojrozmérny grafenovy scaffold. Byla pozorovana intenzivni proliferace
neurond a tvorba novych spojti. V porovnani s dvojrozmérnymi scaffoldy dochézelo i k vyssi
mife synchronicity.123 Lopéz-Dolado et al. implantovali potkaniim trojrozmérmy GO sca-
ffold do oblasti misniho poskozeni. Nasledkem byla zvySena intenzita regeneracnich procest
v mi$e a zvySena Groven angiogeneze. Rovnéz byly zjistény nové neurony, axony a funkéni
cévy.124

Vedle CNS ovlivituji CNM také regeneraci periferniho nervového systému. Autofi Zhao
et al. popsali pozitivni vliv scaffoldu s grafenem na rtst a proliferaci Schwannovych bunék.125
Ke stejnym vysledkim dospéli také Pi et al., ktefi v prvni ¢asti své studie kultivovali Schwa-
nnovy bunky se scaffoldem s CNT a neurotropnim faktorem. Bylo pozorovano zvyseni proli-
ferace, rustu a produkce myelinu. Ve druhé ¢asti studie byl tento scaffold pouzit na poskozeny
sedaci nerv, coz mélo za nasledek obnoveni jeho funkei.!26
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Kromé¢ tkani nervové soustavy mohou uhlikové nanocastice zlepSovat i stav kosti, chru-
pavek, pokozky a svalové tkang.!27 Poskozeni kosti (v dusledku urazi) se v nékterych piipa-
dech $patné hoji a vyzaduje operacni feSeni s pouzitim kostnich §tépid. Problémem je ovSem
jejich dostupnost a vyrazné by pomohla piiprava této funkcni tkané v laboratornich pod-
minkach.!28 Experimentalni studie potvrzuji, z2 CNM podporuji diferenciaci kmenovych
bunck do osteoblastl a zvySuji osteogenezi a ektopickou tvorbu kostni tkané. Napiiklad
autofi Nie et al. popsali pouziti trojrozmérného porézniho nanohydroxyapatitového scaffoldu
s GO, ktery v in vivo experimentu na kralikovi s cirkularnim defektem kalvy (4mm pramér)
umoznil jeho rychlé a plné vyhojeni. Scaffold vyznamné podpofil osteogenezi, bunécnou
proliferaci a vznik kolagenovych depozit.!2° K obdobnym vysledkiim dosla i studie autort
Daneshmandiho et al., ve které byl pouzit trojrozmérny scaffold s funcionalizovanym grafe-
nem a fosfore¢nanem vapenatym. Scaffold indukoval diferenciaci lidskych mezenchymalnich
kmenovych bunék do osteoblastli v in vitro experimentu a navodil rychlé vyhojeni defektu
kalvy v experimentu in vivo na my$ich.!30 Li et al. pouzili k 1é¢b¢ defektu femoralniho epi-
kondylu u kralikd implantat z titanové slitiny pokryté grafenem. Grafenovy povrch vyznamné
urychlil osteogenezi a kvalita nové vytvofené kosti, kostni mineralizace a vrust implantatu
do kosti byly lep$i nez u kontrolni skupiny, ktera dostala implantat bez grafenového kryti.13!

CNM prokazaly svou t€innost také pii regeneraci o¢ni sitnice. Poskozeni sitnice je spo-
jeno s ireverzibilnim zhorSenim zraku a slepotou a jedinou moznosti, jak zrak zlepsit/obnovit
je regenerace sitnice. Autoii Chemla et al. popsali, ze CNT a uhlikova nanovldkna (CNF)
podporuji diferenciaci lidskych embryonalnich kmenovych bun¢k do prekurzorovych bunék
fotoreceptort, které by mohly byt v klinické praxi (v ramci regeneracniho procesu) implan-
tovany do o¢ni sitnice.!32

Kardiovaskularni onemocnéni patii k nejcastéjsim pficinam populacni morbidity a mor-
tality. Ischemicka choroba srde¢ni vede k nevratnému poskozovani srde¢niho svalu, ktery
ma limitovanou regeneracni kapacitu. Dochazi tak postupné k nelécitelnym ztratam srdec-
nich funkci, pfipadné az k srde¢nimu selhani. Zatim jedinou formou terapie tohoto stavu je
transplantace srdce (ta ma ovsem své zasadni omezeni v podobé omezené dostupnost orga-
nu). Studie dokladuji, ze CNM, aplikované v podobé scaffoldu nebo injikované v podobé
hydrogeld (samostatn¢ ¢i s kmenovymi buiikami), mohou indukovat regeneraci poskozené
srdecni tkané. Scaffoldy z CNM imituji extracelularni matrix, davaji mechanickou podporu
a stimuluji signaly pro maturaci a diferenciaci kmenovych bunék. Jejich velkou vyhodou je
biokompatibilita, mechanické vlastnosti a elektricka vodivost, nutna pro vytvoreni funk¢ni
srdecni tkan€. Smith et al. pouzili ve své studii scaffold z PEG a scaffold z PEG/GO osazené
neonatalnimi myocyty z komor potkand. Scaffold z PEG/GO vyznamné zvysil troven ristu
srde¢nich bungk, jejich vodivost i kontraktilitu.!33 Autofi Saravanan et al. pfipravili biodegra-
dabilni chitosanovy scaffold s GO/zlatymi platky a testovali jej v experimentech in vitro a in
vivo (na izolovaném srdci a na potkanim modelu infarktu myokardu). Scaffold byl netoxicky
vuci bunikam potkaniho hladkého svalu a fibroblasti a lidskym kardiomyocytiim a neaktivo-
val imunitni systém (nevyvolaval zanétlivou odpovéd’) v prostiedi in vitro. V potkanim mode-
lu byl indukovan infarkt podvazem jedné z vétvi levé korondrni arterie a aplikovan pripraveny
scaffold. Po péti tydnech bylo pozorovéano (dle EKG) zlepSeni srdecni vodivosti, pienosu
vzruchil a kontraktility v postizené tkani. Ultrazvukové vySetieni potvrdilo zvyseni ejekéni
frakce.!34 Nutno doplnit, Ze regenerace srdce (i ostatnich tkani) vyznamné zavisi na stavu
cévniho systému. Scaffoldy s uhlikovymi nanocasticemi zlepSuji angiogenezi a pfispivaji
k obnoveni krevniho pritoku v pos§kozenych oblastech.3® V této souvislosti potvrdila studie
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autorti Mukherjee et al., Zze GO a redukovany GO vyznamné zvysuji Groveti angiogeneze.!33
Polykaprolaktonovy scaffold s GO, pfipraveny Quianem et al., podpofil nejen riast Schwan-
novych bunék, ale také angiogenezi, ktera je nezbytna pro regeneraci poskozeného nervu.13¢

Regeneracni potencial CNM je vyuzivan i pii hojeni poskozenych Casti kiize, obzvlaste
v situacich obtizné se hojicich ran. Napfiklad diabetickd poskozeni kiize (rany) jsou velmi
rezistentni k jakékoli 1é¢bé a mohou skoncit i amputacemi koncetin. Literatura uvadi, Ze pou-
ziti CNM snizuje riziko infikovani poskozeni klize a urychluje jeji vyhojeni s proliferaci fibro-
blasti a reepitelizaci, a to i v pfipadé zminénych diabetickych ran ¢i zdvaznych popalenin.!37
Khalid et al. zjistili, Ze bakterialni celuléza, osazenda MWCNT, indukuje u mysi rychle;jsi
uzaver diabetické rany, reepitalizaci a vytvoreni zdravé granulacni tkan€. Noveé vytvorena
tkan vykazala snizené hladiny prozanétlivych cytokini (IL-1a a TNF-a) a zvySené hladi-
ny vaskularniho endotelového ristového faktoru (VEGF).!38 Antimikrobialni u¢inky CNM,
v tomto pfipadé grafenu, potvrdili Du et al. Nitrocelul6zova membrana s grafenem, pfilozena
na mysi ranu, zabranila infekci Escherichia coli a Staphylococcus aureus a urychlila uzavieni
a vyhojeni rany.!3°

1.6 ZAVER

CNM maji jedinecné fyzikalné-chemické vlastnosti, které umoznuji jejich vyuziti v klinické
mediciné. Mohou vyrazné zefektivnit, zrychlit, zpfesnit i zlevnit mnohé diagnostické i tera-
peutické postupy. Mohou najit uplatnéni v tak zasadnich klinickych oborech, jako je onko-
logie (diatnostika i 1é¢ba), biochemie ¢i regeneracni medicina. V soucasné dobé¢ vSak stale
vyvstava nedofesena otazka toxicity CNM. Zatimco vyuziti v klinické biochemii ¢i pii EKG
a EEG predstavuje minimalni riziko, u pfimého podani musime zvazovat riziko toxicity a pii-
nosu CNM. Ve prospéch vyuziti CNM v klinické praxi hovoii fakt, Ze se Casto jedna o jed-
norazoveé vystaveni nepiili§ vysokym davkdm CNM. Vyssim rizikem je opakované podani ¢i
podani vysokych davek.
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TOXIKOKINETIKA A BIOLOGICKE
INTERAKCE UHLIKOVYCH
NANOMATERIALU

Chovani uhlikovych nanomateriald (CNM) v biologickych systémech je ovliviiovano mnoha
faktory a prozatim neumoznuje formulaci ucelenéjsich zavéri. Koneény toxicky/terapeuticky
ucinek CNM silné zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech, aplikacnich (expozi¢nich)
cestach, charakteru distribuce v organismu, zptisobech prostupu ¢astic do intracelularniho
prostfedi a na mechanismech indukce bunééné toxicity. Uvedené faktory moduluji interakce
CNM s bunéénymi membranami, bunéénou internalizaci a interference s bunéénymi funk-
cemi. Z pohledu toxikokinetiky mohou CNM zasahovat do vSech hlavnich pochodi, které
ovliviiuji osud xenobiotik v organismu (absorpce, distribuce, kumulace, biotransformace
a eliminace).

2.1 FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI

Uspotadani atomt v nanocasticich (krystalickd struktura) vyznamné ovliviiuje funkénost
CNM.! Podle krystalické struktury lze rozlisit sférické CNM (napiiklad fullereny a nano-
diamanty), jednorozmérné CNM (napiiklad CNT), dvojrozmérné CNM (naptiklad grafen)
a trojrozmémé CNM (napiiklad nanodiamanty a grafit).2

Velikost a povrch ¢astic vyznamné modifikuji jejich absorpci, distribuci, kumulaci, bio-
transformaci a eliminaci. Velikost ¢astic determinuje prostup CNM do systémové cirkulace
po vsech formach expozice, mimo aplikaci nitrozilni (v ptipadé€ agregace ¢astic je determinu-
jicim faktorem velikost agregatti). Mensi ¢astice maji obecné vy$si miru translokace s vyssi
biologickou dostupnosti. Po vstupu do systémové cirkulace jsou ¢astice s prumérem veét-
§im nez 2 um separovany plicnimi kapildrnimi cévami. Mensi Castice se distribuuji do tkani
a organu (mimo kostni dfen) a velmi malé ¢astice s primérem pod 100 nm vstupuji (vedle
ostatnich tkani a organt) i do kostni dfené.23

Vlastnosti povrchu CNM, reprezentované piedevsim nabojem, hydrofilitou/hydrofobitou
a funkénimi skupinami, ur€uji charakter jejich interakei s biologickymi systémy. Ty mohou
mit povahu elektrostatickych ¢i hydrofobnich interakei, vodikovych vazeb nebo n—m inter-
akei.*’ Vysoka interakéni aktivita miZe vyznamné omezovat prostup a chovani ¢astic CNP
v biologickém systému.

Povrchovy naboj vyznamné urcuje miru translokace ¢astic do intracelularniho prostredi.
Kladné nabité ¢astice jsou translokovany snadnéji nez ¢astice neutralni ¢i ¢astice zaporné
nabité. Povrchovy naboj ovlivituje rovnéz vazbu ¢astic na plazmatické proteiny, jejich prinik
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hematoencefalickou bariérou a jejich interakce s krevnimi buitkami (hemolyzu a agregaci
krevnich desti¢ek).b Pozitivni povrchovy naboj byva ¢asto spojovan s toxickymi projevy
a prozanétlivym potencialem. Bylo prokazano, ze vyssi hustota pozitivniho povrchového
naboje tizce souvisi s oxidaénim stresem, mitochondrialni dysfunkci a produkei IL-8.7:8

Rovnéz tvar ¢astic vyznamné modifikuje proces jejich pfestupu pres bunéénou membranu
do intracelularniho prostiedi (endocytdzu).® Rtizné tvary &astic jsou pohlcovany odlisnymi
zpusoby, pficemz endocytoza sférickych CNM je obecné rychlejsi nez endocytdza jinych
tvart (ty¢inky, platy nebo hranoly).® Tvar ma vliv i na variabilitu distribuce absorbovanych
¢astic v organismu. Napfiklad fullereny (kulaty tvar) a CNT (tubularni tvar) sice vykazuji
podobny distribuc¢ni obraz, avsak lisi se charakterem kumulace v retikuloendotelidlnim sys-
tému (RES). Oxidované vicesténné uhlikové nanotrubice (MWCNT) a oxid grafenu (GO)
s velmi podobnymi povrchovymi funkcemi prezentuji zcela odlisné distribuéni obrazy.”-10
Tvar Castic ma rovnéz vliv na toxicitu. Napiiklad MWCNT (na rozdil od sférickych Castic)
jsou schopny blokovat autofagicky tok.!! Expozice makrofagih RAW246.7 nano¢asticim sazi
(carbon black) a nanografitu vyvolala apoptézu a nekrozu, zatimco MWCNT tento efekt
nevykazaly.12:13

Povrchova modifikace/funkcionalizace (kovalentni a nekovalentni formy) se ¢asto pou-
ziva k ovlivnéni biologickych vlastnosti/stability, biokompatibility, biologické rozlozitelnos-
ti, farmakokinetiky, distribuce, kumulace a toxicity CNM. Povrch mtze byt modifikovan
Sirokou $kalou atomil a molekul, v€etné polymert.2 Mezi typické modifikatory lze zafadit
kovy, napt. stfibro, zlato, dale polyethylenglykol (PEG), fluorescen¢ni sondy, kyselinu ethy-
lendiamintetraoctovou (EDTA) atd.!4.13

Tvorba korony pfedstavuje spontanni adsorpci biomolekul, zejména proteinti, na povrch
CNM.!¢ Proteinova korona se muze skladat ze stovek proteintl, které méni velikost CNM,
jejich naboj, morfologii, stav agregace a charakter interakci s jinymi molekulami. Témito
cestami muze korona ovliviiovat absorpci, distribuci, kumulaci, biotransformaci i eliminaci
CNM.!7 Kromé uvedenych typickych toxikologickych deskriptorti mtize proteinova korona
vyznamné ovliviiovat i aktivitu imunitniho systému (aktivaci komplementu) a koagulaci.!8-20

Mezi dalsi dulezité faktory, které ovlivituji chovani CNM v biologickych systémech, patfi
agregace, povrchova energie, chemicka reaktivita a biologické prostfedi (pH, iontova sila,
viskozita a anorganické ¢i organické slouceniny), stabilita ¢astic, mezimolekularni interakce,
tvorba komplext, proces pfenosu naboje a konformacni zmény biologickych makromolekul
pfi interakcich s ¢asticemi.”-2!

2.2 APLIKACNI (EXPOZICNI) CESTY A DISTRIBUCE
V ORGANISMU

Mira a intenzita toxického i€¢inku CNM uzce souvisi s velikosti davky a formou expozice.
Zakladnimi expozi¢nimi formami, které ptichdzeji v zivotnim (pracovnim) prostfedi obec-
né v Uvahu, jsou inhalace, ingesce a dermalni expozice.2223 Nejéast&jsi formou medicinské
aplikace byva naproti tomu aplikace intravenozni, ktera pfedstavuje témét 100% biologickou
dostupnost.z4

Inhalacni absorpce vede k vysoké akumulaci ¢astic v respiracnim traktu s jejich naslednou
translokaci do prilehlych struktur (pohrudnice, poplicnice) a do systémové cirkulace. Para-
leln& dochazi k jejich eliminaci z organismu prostiednictvim mukociliarniho systému.23:26
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K absorpci a nasledné translokaci do systémové cirkulace dochazi rovnéz po peroralni expo-
zici. Po intraperitonedlnim podani se ¢astice dostavaji do kontaktu s organy v dutiné biisni
a riznou mérou prostupuji do jejich tkani.2”.28

Prostup CNM do tkani zavisi na typu bunék, jejich proliferacni a regeneracni aktivité a na
obrannych mechanismech jejich povrchovych vrstev (pfitomnost povrchové aktivnich latek,
slzného filmu ¢i hlenu a pohyb fasinek).2? Nékteré tkané a organy jsou schopny ve zvysené
mife CNM vylucovat (ledviny, dychaci cesty), jiné, zejména retikuloendotelialni tkan¢, CNM
kumuluji (lymfatické uzliny, plice, slezina, jatra).3031

Hlavnim mechanismem zachytu CNM v RES je pravdépodobné opsonizace. Snizeni miry
této formy zachytu je mozné dosahnout oslabenim interakci mezi CNM a opsoniny, napfiklad
cestou redukce povrchového naboje nebo zvysenim hydrofility ¢astice.3? Jednu z nejacin-
néjsich forem funkcionalizace CNM za ucelem dosazeni proteinové rezistence piedstavuje
potazeni ¢astic PEG.3334 Vysledky studii uvadéji, ze CNM pokryté PEG cirkuluji déle a jsou
RES zachycovany méné. Dalsi dulezitou vlastnosti CNP je jejich schopnost prochazet hema-
toencefalickou bariérou.33-36

2.3 PROSTUP DO INTRACELULARNIHO PROSTREDI
A MECHANISMY BUNECNE TOXICITY

Na bunééné urovni zavisi translokace CNM do intracelularniho prostoru pfedev§im na
mife a charakteru interakci ¢astic s bunéénou membranou, které jsou, spolecné s interakce-
mi ¢astic s vnitrobunéénym prostfedim hlavnimi determinujicimi faktory bunécéné toxicity
a genotoxicity.6-7

Mezi nejznamg;jsi formy internalizace nanocastic jsou fazeny fagocytoza, makropinocyto-
za a mikropinocytdza, endocytdza zavisla na klatrinu, endocytdza nezavisla na klatrinu, endo-
cytoza zavisla na kaveolinu, diftize atd.3340 CNM tak mohou pronikat pfimo do cytoplazmy,
mohou do ni byt uvoliiovany z endozomi nebo mohou byt internalizovany do vezikul vytvo-
fenych z bunééné membrany béhem endocytdzy (endozomy, fagozomy a pinozomy).*42

V intracelularnim prostiedi CNM interaguji s mitochondriemi, endoplazmatickym reti-
kulem a jadrem. Mohou ovliviiovat genom a interferovat se signalnimi cestami. V zavislosti
na charakteru CNM dochazi v intracelularnim prostredi k jejich modifikaci. CNM (¢i jejich
modifikované formy) jsou z bunék odstraiovany exocytézou.*3

Mezi nejznaméjsi mechanismy bunécéné toxicity (indukované CNM) patii narusovani
bunéénych membran, véetné membran organel a jadra (poskozeni bunécné integrity a funkci
organel), tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS), interakce s enzymy, zmény stability bunéc-
ného skeletu, zmény bunécného cyklu, redukce mitozy, indukce apoptozy, interakce s DNA,
indukce genové transkripce (prozanétlivé cytokiny) a epigenetickych zmén, zmény replikace
a translace, naruseni opravnych mechanismtt DNA, spusténi zanétlivé odpovédi, sestavovani
multiproteinovych komplexi (inflamazomti), produkce prozanétlivych cytokint, uvoliiovani
alarmint a prezentace intracelularnich antigent.!2:44
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2.4 ZAVER

CNM piedstavuji vysoce heterogenni skupinu latek, jejiz ¢lenové se vyrazné odlisuji svymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, a hlavné€ chovanim v zivych organismech. Maji riznou
schopnost pronikat do organismu a tkéni, interagovat s buikami a vstupovat do nich, ovliv-
novat bunécnou aktivitu, a jsou také rizn€ ispés$n¢ eliminovany z organismu, tj. né¢kdy miize
dochézet ke tkanové kumulaci. Velmi pestra paleta interakei s vnéj$im i vnitinim prostfedim
se tak stava zékladem pro jejich Siroké vyuziti CNM nejen v medicing, ale i v dalSich oborech
lidské Cinnosti. Zaroven s tim je vSak nutné mit na paméti, ze CNM mohou vykazovat také
urcitou miru toxicity a vést k poSkozeni zivotniho prostfedi, flory a fauny vcetné cloveka.
V nésledujicich kapitolach bychom se obéma aspektim chtéli vénovat podrobnéji.
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3 RESPIRACNIi TOXICITA

Dychaci systém je fazen k nejvyznamnéj$im cestam vstupu $kodlivin do organismu. Inhala¢ni
expozice uhlikovym nanomaterialim (CNM) muze indukovat Sirokou $kalu reakci, véetné
patologickych procesi reprezentovanych rozvojem akutniho nebo chronického zanétu s infil-
traci tkdn¢ imunitnimi buiikami a zvy$enou hladinou oxida¢niho stresu. Dalsimi piiklady
patologickych d&ju souvisejicich s expozici CNM mohou byt poskozeni genomu a rozvoj
nadorového bujeni. Dulezitym fenoménem patologickych procest je zména slozeni mikrobio-
ty dychacich cest indukovana expozici, ktera zanét a souvisejici poskozeni dale posiluje. Na
bunécné trovni dochazi v disledku inhalacni expozice CNM k naruseni bunéénych membran,
apoptoze, poskozeni DNA, epigenetickym zménam, mitochondrialni a lysozomalni dysfunk-
ci, naruseni cytoskeletu a mitdzy, transformaci bun¢k a k formovani kolagennich deposit (fib-
rotizace) ¢i tvorbé granulomii. CNM neposkozuji pouze respiracni epitel, s nimz jsou v prvni
fazi vniknuti do dychacich cest v pfimém kontaktu, ale také podslizniéni tkan, kde se nachazi
svalovina dychacich cest a dalsi tkan¢. Ovliviuji téz slozeni surfaktantu.

Intenzita a rozsah poskozeni respiracniho systému je dan fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi CNM. Velikost, primér, tvar, plocha a komponenty navazané na povrch ¢astic (funk-
cionalizace) modifikuji vstup ¢astic do rtiznych regionit dychaciho systému. Zde mohou
CNM vytvaret depozita nebo mohou byt translokovany mimo dychaci cesty mechanismem
transcytozy skrze epitelové buiiky (a bariéru vzduch—krev) nebo mechanismem translokace
pomoci fagocytujicich bunék. Dalsi moznosti jejich translokace je mukociliarni ¢i fagocytarni
clearance. Penetracni potencial maji hlavné vlaknité nanocastice, které se pomérné snadno
dostavaji do pleury, lymfatickych uzlin, jater, ledvin, kardiovaskularniho systému a mohou
vyvolavat fadu organovych onemocnéni.!= Nekteré CNM ve tkanich perzistuji; ptikladem
muze byt grafen, ktery zstava deponovan ve tkanich delsi dobu nez jeho oxidované formy,
které jsou snaze rozlozitelné enzymy exprimovanymi neutrofily (naptiklad myeloperoxidaza)
&i oxidaénimi procesy.*

Bylo uvedeno, Ze CNM mohou vyvolavat nezadouci reakce akutniho ¢i chronického cha-
rakteru. Z tohoto divodu jsou nékteré z nich v pracovnim prostiedi povazovany za rizikové.?
V roce 2013 vydal National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) bulletin,
v némz shrnuje vysledky padesati ¢tyf in vivo studii, ve kterych byla experimentalni zvitata
exponovana jednovrstevnym (SWCNT) a vicevrstvyym (MWCNT) nanotrubicim. Expozice
vyvolavaly lokalni i systémovou odpoveéd, ktera zahrnovala zanét, tvorbu granulomti a plicni
fibrézu.® V roce 2014 klasifikovala International Agency for Research on Cancer (IARC)
MWCNT-7 jako skupinu 2B, tedy jako potencialni lidsky karcinogen.”
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3.1 IN VITRO STUDIE

In vitro pokusy testujici respiracni toxicitu byly doposud nej¢astéji provadény na primarnich
bronchialnich epitelovych burnkach, alveolarnich epitelovych buikach, rezidentnich imunit-
nich buikach a na vrstvach, které chrani sliznici dychacich cest (napiiklad na surfaktantu).
Vétsina téchto studii prokazala toxické uc¢inky CNM v podobé indukce zanétu a senescence,
zvyseni hladiny oxida¢niho stresu, poskozeni DNA, epigenetickych zmén a zmén v proteo-
mu a lipidomu. Nejcastéji testovanymi CNM jsou grafen, oxid grafenu (GO) a jeho derivaty,
uhlikové nanotrubice (CNT) a uhlikové nanorohy (CNH).

Autofi Frontifian-Rubio et al. testovali na normalnich lidskych bronchialnich epitelovych
bunkach (NHBE) a na nadorovych bunkach lidského plicniho karcinomu (A549) toxicitu
GO, vicevrstevného grafenu (FLG) a malého vicevrstevného grafenu (sFLG). Jiz po Sesti
az dvaceti ¢tyfech hodinach indukovala expozice CNM c¢etné bunééné nekrozy a apoptozy.
Cytotoxicita se zvySovala po dobu sedmi dni, 90% umrtnosti bunék bylo dosazeno pii kon-
centracich 5 pg/ml. Jako rezistentné&jsi viiéi expozici se jevila bunééna kultura A549.8

V jinych studiich hodnotily tymy vedené Nafisehem Nasirzadehem a Srikanthem Val-
labanim toxicitu grafenu a GO na dvou typech bunék dychacich cest. Jednalo se o bunéc-
nou linii A549 a nenadorovou plicni epitelovou bunécénou linii (BEAS-2B). V obou studiich
byla potvrzena cytotoxicita obou testovanych CNM. Toxicita byla zavisla na vysi a délce
expozice. Inhibi¢ni koncentrace grafenu (IC,) byla 40653 nug/ml, koncentrace bez u¢inku
0,059 pg/ml.%10

Hodnoceni cytotoxického ucinku derivatt grafenu vici bunkam respiracniho traktu se
vénovala i skupina autord Mittal et al. Ve svém experimentu porovnavala cytotoxicky G¢inek
GO, teplem redukovaného GO a chemicky redukovaného GO na BEAS-2B a A549 bunécné
linie. I tato skupina autorti prokazala zavislost miry respiracni toxicity na fyzikalné-chemic-
kych vlastnostech CMN. Vyssi toxicitu vykazovaly ¢astice s redukovanou lateralni velikosti
a vysSim poctem funkénich skupin. Zajimavym poznatkem bylo zjisténi, ze razné typy GO
indukuji rozdilné typy bunécné smrti. Smrt byla ve vétsin€ pfipadii vyvolana zvysenou hla-
dinou oxidacniho stresu. Jako senzitivnéjsi se v téchto experimentech jevila bunécna linie
A549.11

Velmi dtlezitou kapitolu v testovani respiracni toxicity CNM tvoii experimenty s CNT.
Napftiklad autofi Azari et al. studovali toxicitu kratkych a dlouhych MWCNT (8-26 nm
a2,11-7,20 pm) a grafitu viici bunécné linii A549. Oba typy MWCNT vykazovaly cytotoxi-
citu jiz od koncentrace 8 pg/ml, zatimco u grafitu byla hranic¢ni koncentrace 16 pg/ml. Auto-
fi nalezli vyznamné zvySené Grovné oxidacniho stresu a peroxidace lipidt. Oba ukazatele
grafit.12 Ve studii Barthel et al. byla testovana toxicita dvou typd MWCNT (NM-403 a Mit-
sui-7) vi¢i bunééné linii BEAS-2B. Buiiky byly exponovany koncentracim 0,125-1 pg/cm?
po dobu Sesti tydnt. Jiz po ctyfech tydnech expozice indukovaly oba typy MWCNT nevrat-
né morfologické zmeény, epitelialni mezenchymalni tranzici, mitotické abnormality a tvorbu
mikrojader.!3

Poné¢kud odlisné vysledky prezentovali Phuyal et al. Ani tfinactitydenni expozice nena-
dorovych bunék lidského bronchidlniho epitelu (HBEC-3KT) MWCNT (koncentrace
1,92 mg/cm? a 0,96 mg/cm?) neovlivnila viabilitu bunék a neposkozovala jejich DNA. Na
druhou stranu autofi pozorovali snizenou miru bunécné proliferace, zvysenou hladinu oxi-
dacniho stresu a zmény proteomu a lipidomu. Posledné uvedené zahrnovalo zvySenou expresi

53



proapoptotickych molekul Bax, HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1-alpha) a HSP70 (heat
shock protein 70). Ponékud prekvapivé byly nalezy zvySenych koncentraci triglyceridt, sfin-
gomyelinu, ceramidi, fosfatidyletanolamin a cholesterolu.!4

Nékterée CNM ziejmé zasahuji i do epigenetickych charakteristik biologickych systému
formou zmén genomovych metylaci. Autofi Li et al. exponovali bunéc¢nou linii A549 niz-
kym koncentracim fullerenu, MWCNT a SWCNT. Z vysledkt vyplyva, Ze jiz koncentra-
ce 0,1 mg/l zvySovaly miru globalni metylace a redukovaly expresi DNA metyltransferazy,
hlavné DNMT3b. Pozorovany jev ovlivituje expresi fady gend, coZ ma za nasledek zmény
v proteomu. !5 Dalsi ditikazy o schopnosti CNM zasahovat do exprese gent pfinesla studie
autorti Chena et al. Jejich experiment byl provadén na bunkach BEAS-2B, které byly expo-
novany po dobu Sesti mésicti subchronickym davkam SWCNT (0,1 pg/ml). Autoii pozorovali
spusténi maligni transformace aktivaci signalnich cest Akt/p53/Bcl-2, zvySeni exprese pro-
teinll z rodiny Ras a antiapoptotického Bcl-2, snizeni exprese proapoptotické molekuly Bax
a destabilizaci exprese p53.1¢

Ve studii autorti Spannbruckera et al. se prokdzalo, ze CNM disponuji potencidlem
k navozeni bunécné senescence (charakteristicky znak starnuti). V prvni z téchto studii byly
potkani plicni epitelové buniky RLE-6TN exponovany CNM s komerénim nazvem Printex
90 (zbavenych endotoxint). Expozi¢ni davky bez prokdzané cytotoxicity mély za nasledek
nevratnou redukci proliferace (a kumulaci) proteinti blokujicich bunéény cyklus (p21 a p16),
tedy navodily senescenci. SniZzila se téz aktivita redox senzitivni histonové deacetylazy SIRT1
a koncentrace konexinu-43. Také vysledky druhé studie pfinesly dikazy o tom, ze MWCNT
mohou v bunikach BEAS-2B indukovat senescenci, zvySovat oxida¢ni stres a omezovat jejich
proliferaci. Dale byl pozorovan narGst exprese proteinti p21 a pl16, B-galaktosidazy (enzy-
mu asociovaného se senescenci), nartist exprese TGFp (transforming growth factor f; poly-
peptidovy faktor s potencidlem exacerbace senescence) a poskozeni DNA v podobé tvorby
YH2A.X.17.18

Vyse uvedeny CNM Printex 90 byl pfedmétem i dalsi studie, tentokrat autord Ji et al.
V jejich experimentu byly Printexu 90 exponovany bunky zdravé bronchialni sliznice a bun-
ky chronickou bronchitidou zménéné sliznice. Expozice méla za nasledek nartst intenzi-
ty oxidacniho stresu a indukci zanétu, spojené¢ho se zvySenou expresi chemokinu CXCL-8
a matrixové metaloprotedzy 9. Biologicka odpovéd’ na expozici byla silnéjsi v pripad¢ tka-
né zménéné chronickou bronchitidou. V souladu s obecnymi toxikologickymi principy 1ze
predpokladat, Ze osoby se zanétlivymi onemocnénimi respiracniho traktu budou vnimaveéjsi
k toxickému piisobeni CNM. 19

Dalsi skupinu Castéji testovanych CNM tvoti CNH. I u téchto nanocastic byl prokazan
toxicky potencial pro respiracni systém, pficemz charakter a intenzita biologické odpovédi je
modifikovana piedevsim velikosti ¢astic a typem experimentalni bunééné linie. Naptiklad ve
studii provedené autory Schramm et al. byly buniky A549, buiiky nemalobuné¢ného broncho-
alveolarniho karcinomu (NCI-H322) a buiiky primarniho lidského nosniho epitelu (HNEpC)
exponovany frakcim CNH (60-80 nm a 60-200 nm). Expozice snizovala viabilitu v§ech
uvedenych bunéénych linii, narusovala bunéény metabolismus a redukovala mitochondrialni
aktivitu. Mira poskozeni se liSila podle typu bunééné linie; jako nejsenzitivnéjsi (viici expo-
zici CNH) se jevily buiiky HNEpC.20

V experimentalni in vitro toxikologii se stale vice rozsifuje pouzivani tkanovych modeli.
Obecné se piedpoklada, ze jednovrstvé bunééné kultury neposkytuji takovy rozsah toxiko-
logickych informaci jako trojrozmérné struktury, které se charakterem vice pfiblizuji tkanim
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a organum. V dosud provedenych experimentech zaméfenych na respiracni toxicitu byly vyu-
zivany vicevrstvé kultury a trojrozmérné modely slozené z riznych typd bunéénych linii (bron-
chialni epitel, alveolarni fibroblasty, myocyty a imunitni buiiky). Tyto experimentalni struktury
ve vetsing ptipadi potvrdily, ze CNM mohou zavazné poskozovat buiiky respira¢niho traktu.
Naptiklad autofi Barosova et al. pfipravili experimentalni model, v némz byly zastoupeny
bunky A549, fibroblasty (MRC-5) a makrofagy (THP-1). Tato buné¢na smés byla jednorazove
(po dobu 24 hodin) a opakované (po dobu 96 hodin) exponovana dvéma typtim aerosolizova-
nych MWCNT (Mitsui-7 a Nanocyl) o koncentracich 2—10 pg/cm?. Dlouhodoba, tedy opako-
vana expozice indukovala zanétlivou odpoveéd’ a redukovala hladinu glutathionu. K podobné-
mu vysledku dosli i Chortarea et al., ktefi prezentovali trojrozmérny model epitelové bariéry
dychacich cest. Opakovana tfidenni expozice MWCNT o koncentracich 25, 125 a 250 mg/ml
redukovala hladinu glutathionu (krat$i expozice k patologickym zménam nevedly).21-22

Autofi Di Cristo et al. studovali vliv opakované expozice GO na trojrozmérné rekonstruk-
ci lidské bronchialni tkang. Expoziéni koncentrace (maximalné 20 pg/cm? po dobu 4 tydni)
byly extrapolovany z hodnot alveolarni depozice CNM, které odrazeji celou pracovni dobu
expozice ¢loveéka. Vysledky neprokazaly vyznamné toxické ucinky GO ve smyslu snize-
ni viability bun¢k a naruSeni integrity plicni tkané. Opakovana expozice vSak po 14 dnech
spustila prozanétlivou odpoveéd’, narusila bariérové funkce epitelu a zptisobila akumulaci
autofagozomu (proces vyplyvajici z blokady degradace autofagozomti). Vysledky naznacuji,
ze opakovana expozice GO vytvaii ,,¢asové okno* (v této studii zhruba 30 dnti opakova-
né expozice), ve kterém inhibice autofagie zvySuje senzitivitu exponovanych osob k plic-
nim infekcim a plicnim onemocnénim. Autofi zdUraziuji vyznam fyziologicky relevantnich
modelil a expozi¢nich koncentraci (odvozenych od realnych expozic) pro ziskani vychozich
dat vyuzitelnych v procesu hodnoceni zdravotnich rizik.23

Pon¢kud atypicky cilovy expozicni objekt zvolili autofi Hu et al., kteti sledovali vliv
GO na surfaktant dychacich cest. Surfaktant se nachézi na sliznici respiracniho traktu a ma
ochranny charakter. Z vysledkti vyplynulo, Ze expozice GO vytvari v surfaktantu pory a touto
cestou snizuje jeho biofyzikalni a ochranné funkce.2* Podobné vysledky prezentovali i autofi
Dorota Kondej a Tomasz Sosnowski, podle kterych expozice CNT a CNH (expozi¢ni koncen-
trace 0,2—0,8 mg/ml) méni v zavislosti na davce elasticitu, viskozitu a mechanické vlastnosti
surfaktantu.2’

In vitro studie tedy pfinaseji diikazy o tom, Ze CNM vykazuje toxicitu viici respiracnimu
traktu, nejen k bunéénym liniim samotnym, ale také k trojrozmérnym modeliim a ochrannym
prvkiim dychacich cest. To miize mit vyrazny negativni dopad na zZivé organismy.

3.2 IN VIVO STUDIE

Testovani respiracni toxicity CNM in vivo byva provadéno nejcastéji formou inhalacni nebo
intratrachealni aplikace (expozice). Tyto formy umoznuji sledovani G¢inkd jak lokalnich (na
plicni tkan¢), tak i systémovych (po absorpci CNM z plicni tkané do systémové cirkulace).
Vysledky studii ¢asto uvadéji zvySeni hladiny oxida¢niho stresu, indukci zanétu a maligni
transformace. Vedle lokalnich plicnich komplikaci byly popsany také extrapulmonalni pato-
logie, vznikajici v diisledku translokace CNM z dychacich cest do kardiovaskularniho sys-
tému, jater a ledvin. Mira expozici indukovaného poskozeni zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech CNM a na rychlosti jejich eliminace z organismu.
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MWCNT jsou patrné nejcastéji testovanymi CNM v in vivo studiich respiracni toxicity.
Napriklad autofi Sager et al. exponovali potkany (formou celotélové inhalace) MWCNT-7.
Inhalovana kumulativni davka (koncentrace za dany ¢as se pohybovala mezi 22,5 az
180 mg/m3 a byla podavana po tfi dny Sest hodin denné. Pozornost autorl byla zaméfena jak
na projevy toxicity, tak i na zmény genovych expresi. MWCNT-7 byly detekovany v plic-
ni tkani, kde indukovaly mirné az stfedn¢ zavazné patologické zmény, napiiklad zvySeni
bunécnosti (kumulace zanétlivych imunitnich bunék v plicni tkani), zesileni alveolarnich sept,
alveolitidu, fibrotické zmény a vznik granulomd. Provedena bronchoalveolarni lavaz odha-
lila zvysenou hladinu laktatdehydrogenazy a zvysené pocty alveolarnich makrofagt a poly-
morfonuklarnich leukocytt. Byly zjistény zmény exprese gent ovliviiujicich karcinogenezi,
leukocytarni migraci, zanétlivou odpoveéd’, mitézu a adhezi. Charakter zmén byl davkové
zavisly.26

Autofi Alswady-Hoff et al. sledovali zménu délky telomer a fibrotické procesy u mysi
po intrapleuralni (injek¢ni) expozici MWCNT (5 a 50 pg/mys). Po expozici byly zjistény
zavazné fibrotické zmény v pleufe a indukce zanétu a hyperplazie v mezotelialnich bunkach.
Doslo k narGstu exprese gentl, které jsou zapojeny do téchto procesti. Rovnéz bylo pozoro-
vano zkraceni telomer v bunikach pleury a plic exponovanych zvitat (zkracovani telomer je
jednim ze znak® biologického starnuti).2” Zmény v genové expresi po expozici MWCNT
popsali také tymy Khaliullin et a. a Rahman et al. V prvni studii byly mysi faryngealn¢
exponovany suspenzi MWCNT (40 pg/mys). Nanocastice penetrovaly do plicni tkanég, kde
zpusobovaly fibrozu a vyvolavaly vznik granulomatéznich 1ézi a aglomeratti makrofagti. Byla
detekovana zména exprese mRNA v plicni tkani i v pIné krvi. Zmény expresi se tykaly gent,
které souvisely s vySe popsanymi patologiemi. Jednalo se naptiklad o geny zodpovidajici za
aktivaci imunitnich bunék a jejich maturaci.?8 Ve druhé studii byly mysi intratrachealné expo-
novany dvéma MWCNT (Mitsui-7 nebo NM-401) v riznych davkach (36 a 109 pg/mys nebo
26 a 78 pg/mys). Z vysledkt vyplyva, Ze nanocastice perzistovaly v plicni tkani jeste 90 dni
po expozici. Expozice obéma typim MWCNT méla za nasledek poskozeni DNA, indukci
zanétu a fibrozy a zvyseni exprese proteinu p53.2

Zasahy do exprese gentl a poSkozeni DNA jsou uzce spjaté s rizikem karcinogeneze. Ve
studii Saleh et al. byli potkani exponovani dvouvrstvym nanotrubicim (DWCNT) v davkach
0,125, 0,25 a 0,5 mg/potkan nebo MWCNT-7 v davce 0,5 mg/potkan, a to obden po dobu
15 dni. Potkani byli sledovani nasledujici dva roky. Z vysledkt vyplyva, ze DWCNT dlou-
hodobé¢ perzistovaly v plicni tkéni, indukovaly zanét a zvySovaly pocty makrofagt a expresi
cytokinti. U potkanti s MWCNT doslo k tvorbé depozit kolagenu a fibrotizaci, ta byla patrna
také u nejvyssi davky DWCNT. Ta také vyznamné zvySovala riziko pleurdlniho mezote-
liomu.30
ucinky expozice MWCNT o rlizné délce, priméru, plose a funkcionalizaci. Studie byla pro-
vedena na potkanech, ktefi byli exponovani NM-401 (dlouhé, tlust¢ MWCNT) nebo NM-403
(kratké, tenké MWCNT). Expozice byla provadéna intratrachealné (jednorazove) nebo inha-
lacné (opakovana 28denni expozice). VSechny expozicni scénare indukovaly zanét v plicni
tkani, ktery byl spojeny s influxem neutrofilti. Nejvyssi mira poskozeni, v¢etn¢ fibrotizace,
byla nalezena u potkant, ktef{ byli vystaveni nejvyssim davkam NM-401.3! Autofi Numano
et al. ve své studii porovnavali toxické ucinky intratrachealni expozice potkant uhlikovym
nanovlaknim VGCF™-H (davky 0,2, 0,4 a 0,8 mg/kg) a MWCNT-7 (davky 0,4 a 0,8 mg/kg;
doba expozice osm tydnt). Z vysledktl vyplyva, Ze vyssi miru poSkozeni plic a pleury induko-
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vala expozice MWCNT-7. Poskozeni zahrnovalo intenzivni zanét, bunécnou infiltraci plicni
tkang, alveolarni, pleuralni a brani¢ni fibrozu a proliferaci plicniho mezotelu.32 V jiné studii
exponovali autofi Numano et al. intratrachealné potkany MWCNT-7 (jedenkrat tydné po
dobu dvanacti tydni; celkova podana davka 1,5 mg/potkan). Autofi zjistili, ze MWCNT po
expozici translokovaly do pleuralni dutiny, subpleuralni tkdné a intrapleuralniho prostoru;
35 tydnt po posledni expozici doslo k tvorbé mezotelioml. Vznik mezoteliomi po aplikaci
MWCNT potvrdili také Wang et al.33.34

Poné¢kud odlisné vysledky prezentovali Kasai et al. V jejich studii byli potkani 104 tydnt
inhala¢né exponovani MWCNT-7 o koncentracich 0,02, 0,2 a 2 mg/m3. Histologické vySet-
feni tkan¢ pleury prokazalo ptitomnost hyperplastickych zmén a fokalni fibrozy, ale tento
nalez byl pozorovan pouze u samcti. U zadného ze zvitat nebyl zjistén mezoteliom, na druhou
stranu ale byly nalezeny nenadorové zmény v dychacich cestach (naptiklad bronchoalveolarni
hyperplazie) a maligni plicni nadory (bronchoalveolarni karcinom, adenoskvamodzni karci-
nom a adenokarcinom).33

Z pohledu ochrany zdravi ¢lovéka ma mimotadny vyznam studium dlouhodobych ucinkt
expozice. Jednou z takovych studii je prace Knudsen et al., ktera byla zamétena na histolo-
gickou analyzu plicni tkané mysi jeden rok po jednorazové intratrachealni expozici 54 g
smési jedenacti dobie charakterizovanych MWCNT. Analyza potvrdila perzistenci MWCNT
v plicni tkani. Kratké, tenké MWCNT vytvarely v plicni tkani aglomeraty, zatimco dlouhé,
tlusté byly v tkani pfitomny jednotlivé. Tenké spletené MWCNT vyvolavaly zanét s infiltraci
tkan¢ makrofagy a tvorbu granulomt. Pfirozené NRCWE-040 byly translokovany do jater
a zpusobovaly poskozeni DNA. Z vysledki je zfejmé odlisné chovani riznych typit MWCNT
v organismu, véetné rizika jejich perzistence.3¢ Spletené MWCNT byly pouzity také ve studii
autord Kim et al. Potkani inhalovali rizné davky MWCTN (0,257, 1,439 a 4,253 mg/m?) po
dobu 28 dni (6 hodin denné, 5 dni v tydnu). V zavislosti na davce vyvolavaly MWCNT zanéty
plic s tvorbou granulomtl, zvySenym poc¢tem imunitnich bunék a bunécnou smrti. Reten¢ni
polocas nejvyssi koncentrace byl 35 dni, coZ je kratsi polo¢as nez pro rigidni MWCNT.37

V podobné zamétené studii exponovali Honda et al. potkany intratrachealné jedné davce
dvou typtt SWCNT (kratkym SWCNT; davka 0,2 a 1,0 mg/kg) a dlouhym SWCNT (davka
1,0 mg/kg). Reakce respiracniho traktu byla vyhodnocena za 26, 52 a 104 tydn po expozici.
Po 52 a 104 tydnech byl v plicich zjistén zanét, depozita SWCNT a fibréza alveolarnich sept.
Vys$§i poskozeni bylo nalezeno u potkant exponovanych dlouhym SWCNT.38

Vyse uvedené studie prokazuji translokaci inhalovanych MWCNT z respiracniho traktu
napfiklad do pleury a pleuralni dutiny. Studie autorti Mercera et al. prokazala translokaci
MWCNT i do dalsich tkani. My$i byly v jejich experimentu inhala¢né exponovany MWNT-7
(koncentrace 5 mg/m3, 5 hod/den) po dobu 12 dnid. V tracheobronchialnich lymfatickych
uzlinach mysi byly nalezeny aglomeraty MWNT-7, jednotlivé MWNT-7 pak byly nalezeny
v branici, hrudni sténég, jatrech, ledvinach, srdci a mozku. Depozita MWNT-7 byla vyssi
336. den po ukonéeni expozice nez béhem prvniho expozi¢niho dne.3?

Vedle velmi ¢asto testovanych CNT (SWCNT a MWCNT) je pozornost vénovana pocho-
pitelné i dalsim CNM, zastoupenych fullereny, grafeny, GO, sazemi (CB) a nanodiaman-
ty (ND). Napiiklad Caldeira et al. exponovali mysi intratrachedlné fullerenu (Cg\; davka
1,0 mg/kg). Expozice indukovala plicni zanét s velmi vaznym poskozenim termindlnich
dychacich cest, kolapsem alveol, ztluSténim sept a s plicnim edémem. Na bunécné trovni
doslo k mitochondrialnim dysfunkcim, redukci produkce ATP a ke zvyseni oxida¢niho stresu.
Fulleren tedy vykazoval zna¢nou toxicitu pro respira¢ni trakt.40
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Grafen a materialy odvozené od grafenu (napiiklad GO) predstavuji technologicky velmi
vyznamné CNM, nicméné¢ ani u nich nelze vyloucit poskozujici biologické ti¢inky. Naptiklad
autofi Kan et al. exponovali intratrachedlné potkany GO. Ve své praci uvadéji, Zze expozice
GO je spojena se zvySenou expresi faktort a aktivaci drahy kaspaza-1/p38MAPK/TGF-B1
(draha je zapojena do procesu fibrotizace plicni tkan¢). Studie rovnéz popisuje reversibilni
poskozeni plicni tkané, jater, slinivky a velmi vaZné poskozeni varlat.*!

Autoti Poulsen et al. prokazali, ze jednorazova intratrachealni expozice mysi GO a redu-
kovanému GO (rGO) (davky 18, 54 nebo 162 pg/mys) narusuje transkriptom v plicni a jater-
ni tkani (indukce zvySeni/sniZeni exprese riznych genti). Expozice GO narusila jiz po prv-
nim dni od aplikace expresi genti 1363, 3302 a 2343. Redukovany GO narusil expresi genl
805 a 860 (davky 54 a 162 pg). Béhem nasledujicich devadesati dni po expozici se pocty
rozdilné exprimovanych gentl postupné snizovaly. Nejcastéji byly alterovany geny, které se
podili na rozpoznani patogent (TIr2, Myd88), geny ovliviiyjici aktivitu imunitniho sytému
(116, Cxcr5, TgfPl) a geny regulujici lipidovy metabolismus (Ldlr, Apoa2) a oxidaéni stres.*?

Autofi Rodrigues et al. se zaméfili na studium vlivu raznych velikosti castic GO
a MWCNT na jejich biologické t€¢inky u mysi. Ve své praci pouzili rizn¢ velké Castice
GO (velké: 1-30 um; malé: 50 nm az 2 um; a velmi malé: mensi nez 300 nm). Ze skupiny
MWCNT byly pouzity Mitsui-7. Aerosolizované CNM byly jednorazové aplikovany intrana-
zalné (davka 50 pg/mys). Z vysledkt vyplyva, ze velké GO zpusobovaly dlouhodobé posko-
zeni plic (v€etné tvorby granulomi) a indukovaly produkci zanétlivych cytokint (patologické
zmeény perzistovaly po dobu 90 dni). Po expozici malym a velmi malym GO dochazelo k men-
$imu rozsahu poskozeni a k plnému vyhojeni po 28 dnech. Mimoplicni translokace GO byla
zaznamenana jen u malych GO, které byly nalezeny rovnéz v travicim traktu a v ledvinach.3

Ve studii autori Shin et al. byli potkani exponovani po dobu péti dnii grafenu o rznych
koncentracich (0,68-0,94 mg/m?). Pfim4 toxicita v tomto experimentu prokdzana nebyla,
28 dnti od ukonceni expozice byla zjisténa pouze infiltrace plicni tkané makrofagy, které
fagocytovaly nanocastice.** Z uvedeného je ziejmé, ze modifikace grafenu mohou dispono-
vat, v n¢kterych pripadech, vyssim toxickym potencidlem nez grafen.

Yanamala et al. porovnavali G¢inky kombinaci riznych druht nanocastic (grafen, GO,
rGO, MWCNT a CB; davky 4 a 40 pg) o riznych velikostech na orofaryngealné exponova-
nych mysich. Jedna skupina byla exponovana kombinaci rGO a MWCNT a druhé grafenu,
GO a CB. Zatimco u prvni skupiny mysi byla detekovana zanétliva odpovéd’ s naslednym
vyhojenim poskozené tkané, ve skupin¢ druhé doslo ke vzniku chronickych zmén (tvorba
granulomtl a fibréza). U obou skupin bylo zji§téno perzistujici vaskularni poskozeni.*3

Ve studii autort Khosravi et al. byly mysi vystaveny subakutni celotélové inhala¢ni expo-
zici ND (koncentrace 3 pg/m3, tfi hodiny denné, pét dni v tydnu; doba expozice 30 dni).
Autofi uvadéji nalezy zvySenych hladin oxida¢niho stresu v plicich, mozku a v srdci, mito-
chondrialni dysfunkce a souvisejici snizeni hladiny glutathionu. Pfitomnost oxida¢niho stresu
naznacuje moznost rozvoje zanétlivého procesu a poskozeni DNA .46

Zavérem chceme prezentovat studii autord Ganguly et al., ktefi porovnali toxicitu ultra-
jemnych uhlikovych nanocastic (CNM < 100 nm) dle rtiznych typl podani. Mysi vystavili
CNM bud’ inhala¢né (inhalace 4 nebo 24 hodin), nebo intraarterialné ekvivalentem celkové
inhalované davky (koncentrace 440 pg/m?3). Biologické vzorky byly analyzovany 4 a 24 hodin
po vystaveni CNM v piipad¢ inhala¢ni expozice a po 4 hodinach v ptipad¢ infuze). Inhala¢ni
expozice indukovala jak lokalni plicni zanétlivou odpoved, tak systémovou zanétlivou odpo-
véd’. Byly nalezeny zvySené pocty granulocytl a monocyti v periferni krvi a byly zjisténa
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indukce zanétu v srde¢né-cévnim systému a v jatrech (nejvyssi mira poskozeni byla zjisténa
u srde¢né-cévniho systému). Byl téZ prokazan protromboticky efekt CNM. Arterialni infuze
indukovala jen mirnou zanétlivou odpovéd’.47

Vysledky in vitro i in vivo studii svéd¢i o potencialni nebezpecnosti expozice CNM
a o vyznamném vlivu formy expozice na biologickou odpovéd..

3.3 PRACOVNI EXPOZICE

V soucasné dob¢ existuje fada provozi, v nichZ jsou vyrabény (nebo béhem vyroby vznikaji)
CNM. Vzhledem k jejich mimotfadnym fyzikalné-chemickym vlastnostem (a praktickému
uplatnéni) 1ze pfedpokladat, Ze pocet CNM technologii bude v nejbliz§im Case vyznamné
nartstat. S ohledem na vysledky studii in vitro a in vivo, které ve velké mife respiracni toxi-
citu potvrzuji, je naprosto nezbytné pokracovat zvySenou mérou ve studiu expozicnich rizik
pro ¢lovéka. Vyznamnym ,,pritézujicim® faktorem humanni expozice CNM je subchronicky
az chronicky charakter expozic (zejména v pracovnim prostiedi), kterému se experimentalni
studie in vitro a in vivo vénovaly zatim jen méalo.48. 49

V oblasti huménnich expozic CNM bylo provedeno nékolik studii, jejichz vysledky se
prilis nelisi od dat ziskanych z pokusti in vitro a in vivo. Humanni expozice vedla k systémové
zanétlivé odpovédi, ke zvyseni oxidacniho stresu a ke zméné transkriptomu.

Napiiklad studie autord Leeho et al. sledovala devét pracovnikti exponovanych MWCNT.
U pracovniki nebyly zjistény zmény plicnich funkci, hematologické zmény ani zmény vybra-
nych biochemickych parametrti. Analyza vydechovaného vzduchu vSak odhalila (v porovnani
s kontrolami) zvySena mnozstvi ukazateld oxidac¢niho stresu malondialdehydu, 4-hydroxy-
-2-hexenalu a n-hexanalu.50

Autofi Schubauer-Barigen et al. realizovali studii, v niz bylo zapojeno 108 pracovnikti
exponovanych CNT a nanovlakniim. Ackoli byly koncentrace CNM nizké, u 18 % z nich
byly zjistény CNM ve sputu. Nicméné ze spirometrického vysetfeni vyplynulo, Ze u zadného
zaméstnance nedoslo ke snizeni plicnich funkeci ¢i k jejich patologickym zménam. Autofi
uvadéji nalez pozitivni asociace mezi respira¢nimi alergiemi a koncentracemi a dobou expo-
zice CNM.3!

Ukazatele zanétu a fibrézy dychacich cest u osob pracovné exponovanych MWCNT byly
pfedmétem studie Fatkhutdinové et al. V jejich préci byla méfena mira inhala¢ni pracovni
expozice MWCNT (vnéjsi prumér 8—15 nm, vnitini pramér 4-8 nm, délka minimalné 2 pm)
a byly odebirany vzorky tekutiny z nosni lavaze, sputa a vzorky krevniho séra 10 exponova-
nym osobam a 12 kontrolnim neexponovanym osobam. Osoby byly exponované MWCNT
po dobu delsi nez jeden rok. Expozice MWCNT zvysovala hladiny vybranych prozanétlivych
ukazatell nejen ve sputu (IL-1p, IL-4, TNF-a, IL-5, IL-6, IL-8, a marker fibrotiza¢nich plic-
nich procestt KL-6), ale také v séru (IL-1p, IL-4, TNF-a a protizanétlivy IL-10). Navic byly
detekovany vyssi hladiny TGF- u exponovanych osob mladsich 35 let v porovnani se starsi-
mi exponovanymi osobami a neexponovanymi vrstevniky. Vysledky naznacuji, ze MWCNT
mohou indukovat jak lokalni zanétlivou a fibrotickou reakci v plicni tkéni, tak systémovou
zanétlivou odpoveéd’.5?

K podobnym zavérim dospéli také kolektiv autort Vlaanderena et al. V jejich studii par-
ticipovalo 22 pracovnikl s prokazanou expozici MWCNT a 39 kontrol (prvni faze studie).
O tfi mésice pozdéji byly opakované hodnoceny vybrané ukazatele u deseti pracovnikti a Sesti
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kontrol (druha faze studie). U exponovanych osob byly v prvni fazi studie nalezeny zvysené
koncentrace chemokintit CXCL-11, CCL-20, bazického fibroblastového rustového faktoru
(FGF-BASIC) a solubilniho receptoru IL-1RII. Ke sniZeni doslo v pfipad¢ IL-16 a CTAC
(Tcell-attracting chemokine). Plicni funkce a hladiny surfaktantu A a D alterovany nebyly. Ve
druhé fazi studie byl zjistény vyssi hladiny CTAC, CCL-20 a FGF-BASIC. Na zéakladé téchto
vysledki se autofi domnivaji, ze expozice MWCNT ma prozanétlivy a profibroticky charakter.53

Ve studii Shvedova et al. byly zjiStény vyznamné zmény v expresi nekodujicich RNA
(IncRNA, miRNA) i mRNA u pracovnikii exponovanych nejméné Sest mesici MWCNT.
U osob vystavenych MWCNT byla zachycena zména exprese 977 lenRNA (expese 529 lcn-
RNA se zvysila, 448 1cnRNA se snizila), 11 miRNA (u sedmi zvySena exprese u 4 snizena)
a v pfipadé¢ mRNA to bylo 785 genti (292 bylo zvySeno, 493 snizeno).

Jednalo se hlavné o geny zapojené do kontroly bunééného cyklu, bunééné proliferace,
apoptézy a karcinogeneze. Casto byla zvysena aktivita nekédujicich RNA, které zvysuji
expresi gent kodujicich prozanétlivé cytokiny a slozky prozanétlivych signalnich drah.3*

3.4 ZAVER

Dychaci soustava je v uzkém kontantu s latkami, které se nachazi v ovzdusi. Fyzikalné-
-chemické vlastnosti CNM predurcuji jejich osud v organismu, v tomto pfipadé v dychacich
cestach, tj. do jakych etazi dychacich cest se dostavaji, zda pronikaji skrz dychaci soustavu az
do krevniho obéhu, kumuluji se ¢i jsou snadno eliminovany. Vysledky studii in vitro, in vivo
i studii pracovnich expozic naznacuji, ze expozice CNM mohou vést ke zvySeni oxida¢niho
stresu, indukci zanétu a také meénit genovou expresi bunék. To vse jsou rizikové faktory,
které mohou vést k destruktivnim chronickym zanétim, fibrotizaci tkané se ztratou funkcni
tkan¢ a také k tumorigenezi. V piipadé piestupu CNM z dychacich cest do krevniho ob¢hu
se mohou kumulovat v jinych tkanich a primarné poskozovat také samotny kardiovaskularni
systém. V toxicit¢ CNM vici dychacimu systému hraji diillezitou roli davka a délka expozice.
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4 KARDIOVASKULARNI TOXICITA

Kardiovaskularni onemocnéni jsou fazena mezi nejcastéjsi pfi¢iny morbidity a mortality
v populaci. Mezi znamé rizikové faktory vzniku a progrese téchto onemocnéni lze v posled-
nich desetiletich fadit i expozici uhlikovym nanomaterialim (CNM). CNM vstupuji do kar-
diovaskularniho systému vétSinou inhalacné, peroralné nebo transdermalné (prinik skrze
tkané do cévniho fecisté). V pripadech terapeutického pouziti ptfichazi pochopitelné v Gva-
hu i vstup intravenézni. CNM mohou interagovat s endotelem cév a srdeénich tkani. Mezi
poskozujici vlivy CNM patti zvysena hladina oxida¢niho stresu, indukce zanétu, interakce
s iontovymi kanaly a zvySend uroven apoptdzy, popt. nekrozy bunék. Uvedené procesy vedou
ke kardiovaskularnim dysfunkcim, arytmiim, zménam krevniho tlaku, vazokonstrikei, atero-
sklerdze, zvysené koagulaci, hemolyze a k nezadouci angiogenezi. Zavaznou skutecnosti je
také kumulace CNM v kardiovaskularnim systému.!-2

Na druhou stranu ale nutno zminit také vyhody, které by pro kardiovaskularni systém moh-
ly CNM predstavovat. Konkrétné se jedna o vyuziti nékterych CNM jako scaffoldil, umoziiu-
jicich diferenciaci bunék do podoby kardiomyocytl a podporujicich jejich rist a generovani
elektrickych impulza. Takto vytvofené bunééné linie, ¢i dokonce tkang, by v budoucnu mohly
byt kli¢ovou soucasti procesu regenerace srdeéni tkané.?

4.1 IN VITRO STUDIE

VétsSina in vitro studii byla provadéna na endotelialnich bunkach lidské pupecnikové zily
(human umbilical vein endothelial cells; HUVEC), na kardiomyocytech a na bunkach hladké
svaloviny, ktera je soucasti cévnich stén. Zajimavym jevem je diverzifikace biologické odpo-
védi podle typu bunék. Zatimco pii expozici vaskularnich bunék pfevazuji toxické ucinky
CNM, v pripadé kardiomyocyti se jedna spiSe o u¢inky protektivni, ve smyslu podpory jejich
proliferace a jejich funkci.

V in vitro experimentech byly nejéastéji sledovany ucinky grafenu, modifikaci grafenu
a uhlikovych nanotrubic (CNT).

Autofi Hashemi et al. exponovali bunéénou kulturu HUVEC suspenzi oxidu grafenu (GO)
a grafenovym kvantovym te¢kam (GQD) 4, 24 a 48 hodin (koncentrace 7,8, 15,6, 31,2, 62,5
a 125 pg/ml). Oba typy nanoéastic, zejména ve vysSich koncentracich, snizovaly viabili-
tu bun¢k v disledku naruseni membranového potencidlu mitochondrii a nasledné indukce
déji vedoucich ke spusténi apoptdzy. Po ¢tythodinové expozici bunék koncentraci 15 pg/ml

64



(GO 1 GQD) byla pozorovéana zvysena exprese miR-21 (nekodukujici mikroRNA zapojena
do karcinogeneze) a snizena exprese proapoptotického proteinu BAX, homologu fosfata-
zy a TENsinu (phosphatase and TENsin homolog, PTEN). SniZena exprese antiapoptotické
molekuly Bcl2 byla pozorovana jen u expozice GO. Souhrnné Ize fici, Ze expozice GO indu-
kovala vyznamngj$i zmény v expresich biomolekul.#

Kultivace bunééné kultury HUVEC s GO (25 a 50 pg/ml; 24 a 48 h) v experimentu autort
Cibecchini et al. vedla ke vzniku bunéénych agregati, k nardstu hladiny oxida¢niho stresu,
k poskozeni mitochondrii a k naruseni struktury cytoskeletu. V disledku téchto zmén byla
narusena schopnost buné¢k migrovat a vytvaret kapilarni struktury. Byla tedy narusena angio-
geneze.’

Grafen a GO mohou poskozovat i erytrocyty. Autofi Liao et al. zjistili u obou druhtt CNM
hemolytickou aktivitu, pficemz vyznamna mira hemolyzy se zacala projevovat ptiblizn¢ od kon-
centrace 50 pg/ml. Mira hemolyzy s rostouci expozi¢ni koncentraci souvisela s velikosti ¢astic
GO. Nejvyssi mira hemolyzy byla pozorovana u nejmensich ¢astic a dosahovala zhruba 90 %.6

Toxicita GO byla studovana také na kardiomyoblastech (H9c2). Arbo et al. exponovali
kardiomyoblasty po dobu 24 hodin koncentracim GO 20, 40, 60, 80 a 100 pg/ml. V souvis-
losti s expozici pozorovali u bunék naruSeni mitochondrialnich funkei, zvySeni produkce
volnych kyslikovych radikalt a poskozeni struktury DNA.7 V obdobné studii exponovali
Zhang et al. bunécénou kulturu H9¢2 GO a redukovanému GO (50 pg/ml / 24 h). Oba CNM
(silngjsi ucinek vykazoval rGO) zvySovaly miru apoptézy a hladinu laktatdehydrogenazy.
Byla narusena funkce mitochondrii a zvy$ena hladina oxida¢niho stresu.®

V ramci kardiovaskularniho systému je velmi zajimava i oblast hematoencefalické barié-
ry, ktera je nezbytna jak pro ochranu, tak vyzivu nervové tkané. NaruSeni cév mlize mit zavaz-
né nasledky. Je tedy dulezité zjistit, zda CNM mohou narusit i cévy/kapilary v této lokalite.

Autofi Rosas-Hernandez et al. zjistili, Ze nanocastice grafenu mohou narusovat hematoen-
cefalickou bariéru (HEB). ZvySena permeabilita HEB je rizikovym faktorem pro poskozeni
centralni nervové tkan¢, coz ma za nasledek zrychleni degeneracnich procesti. V experimentu
uvedenych autorti byly grafenu (koncentrace 50 a 100 ng/ml) exponovany mozkové mikro-
vaskularni endotelidlni buniky (brain microvascular endothelial cells, BMEC). Tyto buiiky
jsou soucasti HEB a u obou byly po expozici pozorovany zvysené hladiny laktatdehydro-
genazy, zvyseny vyskyt nekroz a zvySena permeabilita endotelu. Vyssi davky zptisobovaly
fragmentaci DNA, zvySenou miru apoptdzy, a naopak sniZzenou expresi okludinu (proteinu
tésnych mezibunéénych spoji).’

Autoti Ardofia et al. analyzovali poskozeni HEB po expozici grafenu, redukovanému GO
(rGO), ¢astecné redukovanému GO a GO (5, 10, 25 a 50 ug/ml). Vice oxidované formy gra-
fenu indukovaly vyznamnéjsi poSkozeni a modifikovaly organizaci cystoskeletu (zvySovaly
endotelovou permeabilitu a tvorbu protruzi a filopodii bungk).!? Toxické vlivy na HEB byly
prokazany také u mnohovrstevnych nanotrubic (MWCNT). Autofi Yang et al. se zaméfili na
vliv expozice MWCNT na permeabilitu HEB a za timto u¢elem kultivovali kulturu BMEC
s MWCNT (20 pg/ml/ 24 h). Obdobné jako ve studiich zaméfenych na expozici grafenu byla
1 zde pozorovana zvysena permeabilita HEB a snizena exprese okludinu. Vedle toho autofi
zjistili zmény dalSich faktorl, které obecné zvySuji bunéénou permeabilitu. Konkrétné se
jednalo o naruseni exprese zonula occludens-1 (periferniho membranového proteinu, ktery
patii do rodiny proteinti charakterizujicich tésné bunééné spojeni; ZO-1) a o zvySenou akti-
vitu hemikanalt, které podporuji expresi konexinu 43 a pannexinu. Karboxylované formy
MWCNT uvedené zmény neindukovaly.!!
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Dale budeme pokracovat toxicitou uhlikovych nanotrubic: Zhao et al. studovali vliv
MWCNT na bunéénou kulturu HUVEC. V jejich experimentu byly pouzity MWCNT
s ruznym prumérem (XFM4 /10,33 £+ 3,50 nm/ < XFM22 /21,55 + 5,66 nm/ < XFM34
/38,80 + 13,07 nm/; koncentrace 0, 4, 8, 16, 32 a 64 ug/ml / 24 h). Z vysledka vyplyva,
ze MWCNT snizovaly, v zavislosti na koncentraci, viabilitu bunék. Nejsilnéjsi ucinek byl
zaznamenam v piipadé¢ expozice XFM4. U této expozice byla také zjiSténa nejvyssi exprese
IL-6, solubilnich vaskularnich buné¢nych adheznich molekul 1 (VCAM-1) a volnych kys-
likovych radikalti (ROS). V experimentu byl zjiStén i narist endoplazmaticko-retikularniho
stresu a snizeni miry autofagie. Vlivem expozice MWCNT doslo rovnéz k zvySeni adheze
THP-1 monocytti na HUVEC. Studie prokézala, ze toxicky uc¢inek MWCNT zavisi jak na
davce, tak i na primeéru ¢astic.12

Studie autorit Longa et al. byla zaméfena na vztah mezi délkou MWCNT (0,5-2 pm
a 10-30 um) a jejich ucinky na buné¢nou kulturu HUVEC. Expozice zahrnovala koncentrace
2,4, 8,16 a 32 pug/ml (doba expozice 24 hodin). Oba typy MWCNT byly bunikami inter-
nalizovany s lokalizacemi CNM v jadru a v mitochondriich. Kratsi MWCNT vykazovaly
celkové nizsi miru toxicity. Ponékud piekvapivé bylo zjisténi, ze MWCNT neindukovaly
produkci ROS, nicméné snizovaly koncentraci antioxidacniho glutathionu. Delsi MWCNT
vyznamné zvysovaly expresi prozanétlivych cytokinti IL-6, TNF-a, solubilnich intercelular-
nich adheznich molekul 1 (ICAM-1) a solubilnich VCAM-1. ZvySovaly rovnéz adhezivitu
THP-1 monocyta.!?

Cao et al. studovali vaskularni uc¢inky dvou typit MWCNT u mysi s apolipoproteinem
E(-/-), mysi divokého typu a kultivovanych bun¢k. Mys$i ApoE(-/-) mély po péti intra-
chealnich instilacich MWCNT (25,6 pg/mys tydné po dobu 5 tydnl) zrychlenou progresi
plaku v aorté. Expozice byla spojena s plicnim zanétem, peroxidaci lipidt, zvySenou hladinou
oxidativniho stresu a se zvySenou expresi genl repara¢niho mechnismu DNA a vaskularni
aktivacni odpovédi. Expozice MWCNT v kultivovanych lidskych endotelidlnich buiikach
(HUVEC) zvysovala expresi bunécnych adheznich molekul (ICAM1 a VCAM1) a adhezi
THP-1 na HUVEC. Expozice obéma typim MWCNT byla spojena se zvySenou akumula-
ci lipidi v pénovych bunkach odvozenych od monocytt. Z vysledki vyplyva, ze expozice
MWCNT je spojena se zrychlenou progresi aterosklerdzy, ktera by mohla souviset jak se
zvySenou adherenci monocytl na endotel, tak s transformaci monocytti na pénové bunky
(zprostfedkovanou oxidativnim stresem).!4

Dalsim typem bun¢k, ktery v in vitro experimentech mtize reprezentovat kardiovaskularni
systém, jsou bunky hladké svaloviny aorty (HASMC). Autofi Yang et al. exponovali tyto
buinky MWCNT a karboxylovanym MWCNT (4, 8, 16, 32 a 64 pg/ml / 24 h). Obé formy
MWCNT snizovaly aktivitu mitochondrii a zvySovaly kumulaci lipida v bunikach. Vyznamné
zvySovaly také hladiny mRNA markerti endoplazmaticko-retikularniho stresu; mRNA pro
DDIT3 a XBP-1 a mRNA proteind zapojenych do lipogeneze (SREBF 1, SREBF2, FASN).
Autori uvadéji, ze kumulaci lipidii 1ze potlacit preexpozici bunék inhibitorim endoplazma-
ticko-retikularniho stresu nebo antioxidantim. Z vysledka je zfejmé, ze MWCNT poskozuji
hladkou svalovinu aorty a podporuji progresi aterosklerdzy.!5

MWCNT maji protrombotické ucinky a mohou intrinsickou cestou aktivovat koagulaci.
Interaguji primarné s faktorem IXa. Vyzkumnici v kolektivech Andrewa Burkeho a Alana
Gaffneyho popsali aktivaci trombocytil a tvorbu trombul v disledku expozice riznym modifi-
kacim MWCNT. Prvni tym pouzil 10, 50 a 100 pg/ml suspenze MWCNT, karboxylovanych
MWCNT a amidovanych MWCNT, na jejichz povrsich byl vazan polyetylenglykol nebo
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pluronic F-27 /(C3H60-C2H40)x/. Z vysledku vyplyva, ze srazeci ¢as nejvice zkracovaly
karboxylované MWCNT. Ve studii s obdobnym designem pouzili Gaftney et al. MWCNT
s polyvinylovym povrchem. Autofi nalezli zvySenou agregaci trombocytt, ktera se v souvi-
sejici in vivo studii projevila jako zvySena tvorby trombi.16:17

Protrombogenni ucinky byly potvrzeny také u jednovrstvych uhlikovych nanotrubic
(SWCNT). Ve studii Holzera et al. SWCNT indukovaly expresi P-selektinu (membranového
glykoproteinu trombocytil), coz vedlo ke zvysené tvorbé trombocyto-granulocytarnich kom-
plexa.!8

Jina studie (Rodriguez-Yaiiez et al.) byla zameétena na fibrinolytické €¢inky SWCNT.
Bunécna kultura HUVEC byla exponovana suspenzi SWCNT o koncentracich 5, 25
a 50 ug/ml. Autofi uvadéji, ze jiz koncentrace 5 pg/ml vyznamné zvysovala produkei volnych
radikalt; vyssi koncentrace sniZzovaly i viabilitu. Koncentrace 25 pg/ml zvySovala expresi
gend asociovanych s fibrinolyzou (produkce tkanového aktivatoru tromboplastinu a urokina-
zy) a expresi genu inhibitoru aktivatoru plazminogenu 1. Z vysledki je zfejmeé, ze SWCNT
mohou poskozovat endotel a naruSovat fibrinolyzu.!?

Vedle bunék kardiovaskularniho systému mize expozice CNM ovlivilovat i slozky krve.
Autofi Yuvaraj et al. zjistili, Ze expozice MWCNT indukuje morfologické zmény erytrocytti
(zvySuje pocet echinocytll) a snizuje jejich viabilitu. Morfologické zmény zasahuji do rheo-
logickych vlastnosti krve a zvySuji riziko kardiovaskularnich onemocnéni. V experimentu
vyse uvedenych autorti byly sledovany uc¢inky MWCNT a hydroxylovanych MWCNT o kon-
centracich 5, 25, 50 a 100 pg/ml. Nejvyssi mira erytrocytarniho poSkozeni byla zjisténa
u nejvyssich koncentraci MWCNT.20

Dalsimi typy CNM se zabyvalo vyrazné mén¢ studii. Jednou z nich je naptiklad prace
Solarska et al., v niz byla sledovana cytotoxicita nanodiamantti (ND) viici bunééné kultuie
HUVEC (expozice 24, 48 a 72 h; koncentrace 2, 20 a 100 ug/ml). Autofi uvadéji, ze vyssi
koncentrace ND byly schopné navodit apoptdzu a nekrézu bunék jiz po 24 hodinich.2! Pted-
métem studie autor( Ren et al. byla analyza vlivu expozice fullerenu (Cy,) a jeho hydroxy-
lovaného derivatu (C4,-OH) na expresi B2-adrenergniho receptoru P2AR. Tento receptor je
exprimovan v kardiovaskularnim systému a jeho aktivace ¢i blokace mlize mit vyznamné
dopady na funkce systému. Z vysledkt vyplyva, Ze Cg, 1 C¢;-OH mohou sice ménit lokélni
strukturu receptoru (hlavné distorzi helixu 4), nicméné tyto zmény nedosahovaly stupné sta-
tistické vyznamnosti. Dale bylo zji$téno, ze C, blokuje vazbu ligandi receptorového kanalu.
Zda se tedy, ze fulleren a jeho derivaty zfejmée disponuji jistou mirou toxického potencialu
viéi buitkam exprimujicim 2AR.22

Doposud uvedené studie se zabyvaly pouze negativnim dopadem expozice CNM na bun-
ky kardiovaskularniho systému. Zavérem této kapitoly je vSak nutno se zminit také o jejich
pozitivnich vlivech. Je znamo, ze CNM podporuji diferenciaci kardiomyocytl a piispivaji
k regeneraci poskozené srdecni tkan¢. Naptiiklad Bahrami et al. prezentovali scaffold s troj-
rozmérnou grafenovou pénou, ktery podporoval adhezi a rst neonatalnich kardiomyocytt.
Pritomnost grafenu rovnéz posilila expresi genti asociovanych s kontrakci a relaxaci kardio-
myocytt a gentl kodujicich proteiny mezibunéénych spoju (troponin T, konexin 43).23

Autofi Zhao et al. popsali scaffold pfipraveny z rGO v kombinaci s hedvabnym fibroinem.
Material scaffoldu dokazal rekonstituovat myokardialni elektrické mikroprostiedi, které je
nezbytné pro regeneraci tkani po infarktu myokardu (podpora pfeziti kardiomyocyti).2 Dob-
rou miru biokompatibility GO a bun¢k hladké svaloviny krysi aorty (A7r5) prokézali ve své
studii autofi Ren et al. Jak plyne z jejich vysledkd, expozice GO neménila viabilitu bunék,
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expresi bunécnych markert ani bunéénou migraci. Naopak, malé vlocky GO vyznamné zvy-
Sovaly proliferaci hladkosvalovych bun¢k.?

O scaffoldech a jejich vyuziti v regeneracni mediciné se mizete vice docist v kapitole
,.Biomedicinské vyuziti uhlikovych nanomaterialt‘.

4.2 IN VIVO STUDIE

Diky své komplexité pfinaseji in vivo studie objektivnéjsi pohled na t¢inky CNM a nutno pii-
znat, ze ne vzdy se jejich vysledky shoduji s vysledky ziskanymi ze studii in vitro. Dosud pro-
vedené studie in vivo se primarné zaméfovaly na zjiStovani kardiotoxicity v podobé indukce
kardiovaskularnich onemocnéni ¢i jejich progrese. Jednalo se napiiklad o ateroskler6zu, kar-
diomyopatie nebo funkéni poruchy myokardu.

Ve studii Zhanga et al. vyvolala ¢trnactidenni intravendzni expozice GO a rGO (4 mg/kg)
u mys$i vyznamny nariast hladin oxidac¢niho stresu a malondialdehydu a vyznamny pokles
hladin glutathionperoxidazy, superoxiddismutazy a myokardialnich enzymu (laktatdehyd-
rogenazy, aspartataminotransferazy, Na*/K*-ATPazy a Ca2"/Mg?*-ATPazy) v srde¢ni tkani.
Oba typy CNM indukovaly apoptdzu kardiomyocytt (rGO vykazovala vyssi miru toxicity).®
Autofi Bangepparagari et al. sledovali vliv expozice GO na embryogenezi dania pruhovaného
(Brachydanio rerio). Soucasti studie byla i analyza vlivu na kardiovaskularni systém. Vys-
81 expozi¢ni koncentrace GO (0,4—1 mg/ml) zvySovaly embryonalni mortalitu, zptisobovaly
kardiovaskularni defekty, ovliviiovaly srde¢ni frekvenci a poskozovaly hemoglobinizaci.26

V poslednich letech se zna¢né rozsifily biomedicinské aplikace GQD, zaméfené prede-
v§im na diagnostiku a 1é¢bu rakoviny. Rada studii hodnotila GQD v biomedicinské oblasti,
nicméné, pouze nékolik studii bylo orientovano na hodnoceni mozné toxicity. Jednou z téch-
to studii je prace Barros et al., kterd se zabyvala dopadem vysokych koncentraci GQD na
mikrocirkulaci zdravého zvifeciho modelu. Jak plyne z dat, opakovana aplikace GQD (intra-
peritonedln¢, davka 1 g/kg) zptisobila nevratné poskozeni mikrocirkulace (po sedmi dnech
byla pozorovana jeji iplna destrukce). Kromé toho GQD vykazovaly i hemolytickou aktivitu
v lidskych erytrocytech.?’

V kapitole zamétené na in vitro experimenty byla zminéna studie autorti Holzera et al.
Vedle pokust in vitro studie zahrnovala také pokus in vivo, ve kterém byly mySim opako-
van¢ aplikovany SWCNT (1 mg/kg). Expozice SWCNT méla za nésledek zvysenou tvorbu
arteriolarni trombt.. Vysledek byl v souladu s vysledkem experimentu in vitro, ktery prokazal
protromboticky efekt SWCNT.!8

Zda se, ze MWCNT mohou alterovat i morfologii a funkce kardiovaskularniho systému
(funkce autonomniho nervového systému). Naptiklad ve studii Zhenga et al. modifikovaly
inhala¢né podavané MWCNT (5 h/ 5 mg/m3) srdeéni rytmus pohybujicich se potkanti. Autofi
méfili EKG a krevni tlak pred expozici, v jejim pribéhu a po jejim ukonceni. Inhala¢ni expo-
zice vedla ke zvySovani systolického i diastolického tlaku a ke snizovani tepové frekvence
potkani.28

Intratrachealni expozice MWCNT spontanné hypertenznim a normotenznim potkanim
vedla ve studii Chena et al. k poSkozeni cév, nartistu krevniho tlaku a tepové frekvence a ke
zvySenym hladindm endotelinu 1 a angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACE). Vyhodnoceni
bylo provadéno 7 a 30 dni po expozici (jednou denné / 4 po sob¢ jdouci dny; celkova davka
1,2 mg/kg).??
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Nartst klidové tepové frekvence vlivem expozice MWCNT pozorovali také autofi
Hosseinpour et al., ktefi intraperitonealné aplikovali karboxylované MWCNT potkaniim
(v davce 1 mg/kg). Autofi se domnivaji, Ze elevace tepové frekvence nebyla vyvolana zmé-
nami autonomniho nervového systému, ale Ze se jedna o nasledek blokovani draslikovych
kanal.39 Modifikaci aktivit iontovych kanalti popsali také Tan et al. Ve své praci popsali in
vitro expozici izolovanych kardiomyocytd (HEK293) MWCNT, ktera vedla k rozpadu Kv4
v buiikach exprimujicich Kv4.2/4.3 a KChIP2 a podporovala obnovu z inaktivace v piipa-
dech, kdy byly Kv4.2 nebo Kv4.3 exprimovany samostatné. Pii delsi expozici (6 h) MWCNT
snizovaly hustotu Kv4.2, expresi Kv4.2/Kv4.3 (ale ne KChIP2) a omezovala pfenos smérem
k plazmatické membrané. Intraven6zni podani MWCNT (2 mg/potkana) vyvolalo atrioven-
trikularni (AV) blok, a dokonce i srde¢ni asystolii (nebyla vSak pozorovana tachyarytmie).
Analyza vzorku srdecni tkan¢ odhalila, ze MWCNT indukovaly zanét myokardu (bez tvorby
koronarnich srazenin).3! Vyse uvedené studie se shoduji v zavérech, ze CNM mohou ovliv-
novat srde¢ni funkce ve smyslu sniZovani/zvysovani tepové frekvence a zvySovani krevniho
tlaku.

Zajimavou studii prezentovali Thompson et al. Intratrachealni aplikace MWCNT a funk-
cionalizovanych MWCNT (karboxylované a nitrogenované) v jejich experimentu interferova-
la s adenosinergickou signalizaci, coz vedlo k exacerbaci ischemicko-reperfuzniho poskozeni
srdce. K tomuto jevu dochézi napfiklad pfi infarktu myokardu po obnoveni priitoku krve céva-
mi. Diivodem je masivni nartist oxidacniho stresu jak v dob¢ ischemie, tak v dobé& reperfuze.
Mysim, které prodélaly ischemicko-reperfuzni poskozeni, byly po 24 hodin podany suspenze
MWCNT a funkcionalizovanych MWCNT (koncentrace 1 pg/ml) a po dalsich 24 hodin byl
zjisStovan rozsah poskozeni srdecni tkané. U vSech testovanych MWCNT doslo k navySeni
rozsahu poskozeni (nejvétsi poskozeni bylo zjisténo u nitrogenovanych MWCNT). Ve studii
byla sledovana rovnéz hodnota cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) v srde¢ni tkéani
a v plicich. Myokardialni koncentrace cAMP byla sniZena ve skupin¢ exponované MWCNT
a nitrogenovanym MWCNT; v plicich k poklesu cAMP nedoslo. Autofi uvadéji i ndlez zmény
tonu v aorté (tonus je adenosinergné modulovan).32

S ischemicko-reperfuznim poskozenim pracovali také Urankar et al. V pokusu na mysim
modelu zjistili, Ze orofaryngealni aspirace MWCNT (Cistych, karboxylovanych a nitrogeno-
vanych) v davce 0,01-100 pg vedla k rozsahlému poskozeni srde¢ni tkané (nejvétsi poskozeni
bylo zjisténo opét u nitrogenovanych MWCNT). Poskozeni bylo hodnotitelné jesté 28 dni po
expozici funkcionalizovanym MWCNT.33

Mezi nejcastéjsi kardiovaskularni onemocnéni patfi ateroskler6za, ktera svého nositele
predisponuje k mnoha chronickym i akutnim komplikacim. Udaje z odborné literatury dokl-
daji, ze expozice CNM miZze byt jednim z rizikovych faktor vzniku a progrese ateroskler6zy.

Christophersen et al. popsali ztluSténi stény aortalniho oblouku po 10 tydnech opakované
oralni nebo pulmonalni MWCNT expozice mysi s deficitem apolipoproteinu E (4 a 40 ug
kazdy tyden). Nalez indikuje rozsahlejsi cévni piestavbu bez zvétseni rozsahu aterosklero-
tickych lozisek.3* Spojitost mezi expozici MWCNT a ateroskler6zou vsak nalezli Xu et al.
Ve svém experimentu aplikovali intraven6zné 50, 100 a 200 pg/kg MWCNT potkantim s ate-
roskler6zou. Nejvyssi davka exacerbovala aterosklerotické 1éze, podpofila kumulaci lipida
v intim¢ aorty a indukovala vznik aortalnich kalcifikaci a poskozeni endotelu se zvySenim
permeability.3>

Proateroskleroticka aktivita byla zjiSténa také u jednovrstvych (SWNCT) a dvouvrst-
vych (DWCNT) nanotrubic. Suzuki et al. prezentovali experiment, ve kterém exponovali
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(faryngealni aspiraci) apolipoprotein E-deficitni mysi (ApoE-/-) SWCNT a MWCNT (10 a 40
ng; jedenkrat tydné po dobu 10 tydni). Expozice vedla ke zvétSeni aterosklerotickych plaki
a ke zvySeni exprese adhezni molekuly ICAM-1. Endotelialni progenitorové bunky (EPC)
jsou mobilizovany z kostni dien¢ do obéhu a nasledné migruji do mista poskozeni a opra-
vy endotelu. Vystaveni my$i ApoE-/- vysokym davkam SWCNT nebo DWCNT snizovalo
jednotky EPC tvofici kolonie v kostni dfeni a omezovalo jejich migracni funkci. Vysled-
ky naznacuji, ze SWCNT a DWCNT zvysuji aterosklerogenezi podporou adheze monocytt
k endotelovym butikdm a indukci dysfunkce EPC.3¢

Na vzniku a rozvoji aterosklerotickych 1ézi se aktivné podili cholesterol a jeho transportni
mechanismy. Autofi Davis et al. vystavili mysi subakutnim inhala¢nim expozicim MWCNT
(1 mg/m3/6h/den/ 14 dni). Z nalezi je zfejmé, Ze vlivem expozice doslo k nartistu expre-
se LOX-1 (the lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor) a k poklesu exprese
ABCA-1 (ATP-binding cassette transporter). LOX-1 zprostiedkovava internalizaci oxidova-
ného LDL a podporuje tvorbu proaterogennich faktort (naptiklad kyslikovych radikala nebo
matrixové metaloproteazy 9). ABCA-1 (naopak) podporuje cholesterolovy eflux. Autofi dale
uvadéji, ze v cévach exponovanych mysi byla zjisténa fibrotickd kolagenova depozita a byl
pozorovan narust aktivity MMP-9 a hladin prozanétlivych cytokint (TNF-a, IL-1p, IL-6),
volnych radikal a adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1.37

Zajimavou studii pfipravil také Mandler et al. Hodnotili zmény cévni aktivity (vazodi-
lataci a vazokonstrikei) u mysi, které faryngealni expozici vystavili davce 50 pg MWCNT.
Po 24 hodin od expozice provedli (za pouziti intravitalni mikroskopie) vySetieni arterialni
dilatace a venularni leukocytarni adhezi a rolling (pohyby leukocytti po endotelu). Jedna se
0 pohyb imunitnich bun¢k po povrchu endotelu v zavislosti na expresi adheznich molekul na
endotelovych buiikach. Po podani MWCNT doslo k naruSeni schopnosti relaxace cév, tj. sni-
zila se vazodilatace. Naopak se zvysila aktivace endotelu a s ni i exprese adheznich molekul,
coz bylo spojené s vyssi adhezi leukocytii k endotelu a jejich pohybu na ném. Dal§im efektem,
ktery byl zaznamenan, bylo zvyseni koncentrace prozanétlivych cytokind a alterovala se pro-
dukce oxidu dusnatého a jeho signalizace. Vysledky nasvédcuji tomu, ze MWCNT indukuje
mikrovaskularni dysfunkci.38

4.3 PRACOVNI EXPOZICE

V pracovnim prostfedi mohou osoby byt (a jsou) vystaveny expozici CNM. Bohuzel dosud
nebyla provedena rozsahlejsi (dlouhodobd) epidemiologicka studie, ktera by vyznamné
pfispéla k pochopeni zakonitosti expozice ¢lovéka CNM a k odhadu urovné zdravotnich
rizik plynoucich z této expozice. Nicméné nékolik dosud provedenych prifezovych (cross-
-sectional) studii naznacuje, Ze expozicni nalezy u lidi mohou byt podobné naleztim z in vitro
a in vivo studii.

Schauer-Barigan et al. provedli prifezovou studii, do které bylo zapojeno celkem 108 pra-
covnikt z 12 podnikd, v nichz se vyrabély trubicové ¢i vlaknité uhlikové nanomaterialy. Pies-
toze koncentrace CNM v pracovnich atmosférach byly nizké, u 18 % pracovnikt byly tyto
ultrajemné castice detekovany ve sputu. Vyskyt CNM byl u exponovanych osob pozitivné
asociovan s hodnotami systolického tlaku. Klidova tepova frekvence méla pozitivni asociaci
s respirabilnim elementalnim uhlikem a negativni asociaci s dobou vystaveni CNM.3?
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Prufezové studie autortt Kuijperse et al. se zacastnilo 22 pracovnikli exponovanych
MWCNT a 42 kontrol. V prvni fazi byly vybrané ukazatele hodnoceny u vSech exponovanych
i kontrolnich osob, ve druhé fazi byly stejné ukazatele hodnoceny po 5 mésicich u 13 expono-
vanych osob. Hodnoty ukazateld u exponovanych osob svédcily o aktivaci (a na davce zavis-
1ém) poskozeni endotelu (napiiklad zvy$ena hladina adhezni molekuly ICAM-1).40 Priifezova
studie autort Bearda et al. zahrnovala 108 pracovnikil v expozici uhlikovym nanotrubkam
a nanovlakniim. U vSech exponovanych osob byly zjistény zvySené hladiny ukazateli akti-
vace a poskozeni endotelu (endotelin 1, ICAM-1 a VCAM-1) a zménéné hladiny ukazatelt
oxidac¢niho stresu (snizené hladiny glutathionperoxiddzy a superoxiddismutazy a zvySena
hladina 8-hydroxy-2'-deoxyguanosinu).4!

4.4 ZAVER

Kardiovaskularni systém se malokdy dostava do kontaktu s CNM piimo. Musi dojit k paren-
teralnimu podani ¢i piestupu CNM z jinych ¢asti organismu, napf. z dychaciho ¢i traviciho
systému. CNM se tak mohou dostat do kontaktu s cévnim endotelem i srde¢nimi tkanémi,
coz miize vyvolat také nezadouci reakce, jak ukazuji mnohé in vitro a in vivo studie, v¢etné
studii pracovnich expozic. Studie odhalily, ze mtize dojit k poskozeni srde¢niho svalu i cév,
to je dano hlavné indukci oxidaéniho stresu a chronického poskozujiciho zanétu. Na druhou
stranu nemtizeme pominout fakt, ze v rdmci regenerac¢ni mediciny miize kultivace bunék,
napf. kardiomyocytd, s CNM podpotfit jejich Zivotaschopnost, mnoZeni a tvorbu organoidd.
V tomto ohledu hraje vyraznou roli davka a doba expozice a typ CNM.
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GASTROINTESTINALNI TOXICITA
A HEPATOTOXICITA

Gastrointestinalni trakt (GIT) pfedstavuje pro CNM vyznamny interakéni kompartment.
Nanocastice do n¢ho vstupuji cestou kontaminované potravy, napoju a 1€kl nebo enterohepa-
talnim obé¢hem. GIT je slozen z mnoha riiznych tkani s riznou vnimavosti k expozici CNM.
Lokalni interakce nanocastic s buiikami GIT jsou ovliviiovany (omezovany) systémem bariér,
tvofenych stievnim hlenem, stfevnim mikrobiomem a imunitnim systémem. Nanocastice ale
mohou tyto bariéry narusovat, snizovat jejich i€innost a dostavat se tak do ptimého kontaktu
s epitelidlnimi bunkami. Vysledkem interakei je pak sniZzeni miry buné¢né proliferace a rege-
nerace epitelu, zvy$ena stievni propustnost a narQst souvisejicich zdravotnich obtizi.!

Interakce mezi GIT a CNM vedou k ovliviiovani jak stavu GIT, tak i struktury CNM. Nano-
Castice jsou v GIT vystaveny u¢inkim mnoha faktorti (vetné travicich enzymt a extrémné
nizkého pH v zaludku), coz mlize mit za nasledek jejich ¢aste¢nou nebo Gplnou degradaci
¢i pfeménu. Piiklad toho ukazuje napf. prace autori Masyutina et al., ktefi vystavili mnoho-
vrstvé uhlikové nanotrubice (MWCNT) tcinkim smési kyseliny chlorovodikové (pH = 1)
a zalude¢nich §tav (pH = 2-3). Expozice vedla k ¢aste¢né degradaci MWCNT.2 K jinym
vysledkiim ale dosli Guarnieri et al., ktefi studovali biologické interakce grafenu a oxidu
grafenu (GO) po simulované oralni ingesci. V tomto experimentu degradace nanocastic pozo-
rovana nebyla.? Zajimavy jev prezentovali Lu et al., jejichz experiment se zabyval degradaci
vicevrstvého grafenu (FLG) na znaceny '“CO,. Nanocastice (FLG) pii tomto experimentu
pronikaly do erytrocytti, které byly nasledné v jatrech fagocytovany Kupfferovymi buiikami.
Erytrofagocytoza zvysila intracelularni koncentraci Zeleza a iniciovala tak Fentonovu reakci,
pti které vznikaji hydroxylové radikaly. Tyto reaktivni intermediaty nasledn¢ interagovaly
s FLG a zptsobily jeho degradaci. V jatrech tedy nedochazi jen k mozné degradaci CNM,
ale CNM mohou jaterni tkan zavazné poskodit.

Jatra reprezentuji hlavni detoxikacéni organ systému a naruseni jejich funkei je pro orga-
nismus zatézujicim, zivot ohrozujicim stavem. CNM vstupuji do jater cestou cévniho zaso-
beni a nasledné dochazi k jejich exkreci, degradaci nebo kumulaci. Mezi klasicka centra
kumulace patii rezidentni makrofagy (Kupfferovy bunky), endotel sinusoidt, stelarni buiky
a hepatocyty.S Vlivem interakci s CNM miize dochazet k zdvaznému poskozovani struktury
téchto bungk ¢i jejich funkcei. Nasledné spusténi apoptotickych mechanismi pak vede k jejich
zaniku. Z rozpadlych bunécnych struktur jsou pfitom uvolfiovany nanocastice s moznosti
opétovné fagocytdzy.®7 V ivahu pfichazi i transport téchto nanodastic z jater (pies hepatobi-
liarni systém) do stieva.8?
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Je nutné doplnit, Ze Castice, které v GIT nepodléhaji degradaci, mohou dlouhodobé perzis-
tovat ve tkanich a indukovat zde fadu nezadoucich ucinkd, véetné zanétu, oxidaéniho stresu
a poskozeni mikrobiomu.

5.1 IN VITRO STUDIE

In vitro studie gastrointestinalni toxicity a hepatotoxicity CNM jsou provadény na bunécénych
liniich ze tkani GIT a jater. Vysledky naznacuji, Ze fada nanocastic (MWCNT, SWCNT,
GO) muize poskozovat morfologii a funkce bun¢k GIT. Byl popsan nartist oxidacniho stresu,
indukce zanétlivé odpovédi a zanik CNM exponovanych bunék. Nekteré ze studii, které toxi-
citu potvrzuji, nyni piedstavime.

Ku ptikladu Tirumala Kodavanti a Michael Hughes testovali t¢inky MWCNT (nemodi-
fikovanych, hydroxylovanych a karboxylovanych) na IEC-6 buniky (buiiky tenkého stfeva
potkana; 0,3-300 pg/ml / 24 h). Autofi uvadéji, ze pouze MWCNT krats$i nez 8 nm (v dav-
ce 300 pg/ml) snizily u 50 % exponovanych bunék jejich zivotaschopnost (cestou indukce
bunééné smrti).!0

V jiném experimentu byly buinky lidského kolorektalniho adenokarcinomu s epitelialni
morfologii (HT29) exponovany GO v davkach 10-250 pg/ml po dobu 24, 48 nebo 72 hodin.
Polovina maximaélni inhibi¢ni koncentrace (ICs,) dosahovala pro vSechny expozi¢ni doby
hodnoty 50 pg/ml. Tato koncentrace vyrazné ovliviiovala bunéénou morfologii, konkrétné
indukovala zvrasnéni bunék, degradaci cytoplazmy, posSkozeni jadra (véetn¢ zmén na DNA)
a zvySeni permeability bunééné membrany.!!

Dalsi ¢asto pouzivanou bunécnou linii pfedstavuji imortalizované lidské buiky kolorek-
talniho adenokarcinomu (Caco-2). Ve snaze modelovat vliv CNM na bariérové funkce stieva,
exponovali autofi Domenech et al. buné¢nou kokulturu Caco-2/HT29 grafenem a GO (0,5, 15
a 50 ug/ml/ 24h). Testované nanocastice neménily integritu ani permeabilitu sttevniho mono-
layeru a nezvySovaly Groven oxidac¢niho stresu. Nicméné byly pozorovany funkéni zmény
bunék, konkrétné v bioadhezi a biodistribuci, a bylo rovnéZ pozorovano poskozeni DNA.12
Cebadero-Dominguez et al. testovali vliv GO a rGO (31, 63, 125 a 250 pg/ml / 4, 8, 12,
24 h) na samotnou linii Caco-2. Viabilitu bun¢k vyznamné snizoval GO. Oba typy grafenu
pak zvySovaly trovein oxidac¢niho stresu (ROS) a indukovaly depleci hladiny antioxidacniho
glutathionu.!3 Feng et al. exponovali Caco-2 a epiteloidni bun&¢né kultury z tenkého streva
potkana (IEC-6) GO o koncentracich 3, 40, 50 pg/ml. Po expozici autofi nalezli zvysené
hladiny ROS, zvySenou aktivitu NADPH-oxidazy, zvySenou permeabilitu mitochondrialnich
membran a zvySené hladiny cytochromu C. VSechny uvedené zmény vedly k iniciaci odpovi-
dajicich apoptotickych d&ju.!# Garriga et al. exponovali Caco-2 buiiky uhlikovym nanorohtim
(CNH), uhlikovym nanotrubicim (CNT), uhlikovym destickam (CNP), GO, rGO a nanodia-
mantim (ND) po dobu 24 a 72 hodin. VSechny testované CNM indukovaly snizeni viability
(v nejvyssi mife CNH a CNP) a kromé ND zvySovaly hladiny ROS (v nejvyssi mife CNH
a CNP).15 Gao et al. se zaméfili na testovani cytotoxicity GO viiéi NCM460 (epitelové buiiky
tlustého stfeva). Po expozici byla zjisténa indukce zanétlivé odpovédi, dysfunkce lyzozomu
(snizena schopnost degradovat sekvestrovany material vlivem snizené acidity) a kumulace
autofagozomul. Uvedené znaky jsou typické pro starnouci buiiky. Lze se tedy domnivat, ze
GO urychluje biologické starnuti organismu.!6
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Vedle studii zaméfenych na pfimou toxicitu CNM byly provadény i studie orientované
na indukci zmén bunééného transkriptomu a proteomu. Napiiklad autofi Tilton et al. sledo-
vali zmény exprese vybranych ukazatelti Caco2/TH29-MTX bunék po expozici MWCNT
o koncentracich 10 nebo 100 pg/ml / 1-24 h. Vyssi koncentrace MWCNT vyznamné sniZo-
vala viabilitu bun¢k a ménila exprese 47 genti a 197 proteind. Jednalo se o geny a proteiny
zapojené do bunééného preziti, zvyseni proliferace, snizeni urovné apoptdzy, reparace DNA
a o geny zapojené do signalizace IL-6.17 Rovnéz vysledky studie Lai et al. potvrzuji modifi-
kacni vliv CNM na genovou expresi. V tomto experimentu byly buniky Caco-2 exponovany
karboxylovanym SWCNT a MWCNT a MWCNT funkcionalizovanym polyvinylpyrrolido-
nem (MWCNT-PVP). Viechny testované CNM ovliviiovaly expresi celkem 428 proteint.
Byla pozorovana zvysena exprese proteintl z histonové rodiny (H2AFJ, H2AFV, H2AFX),
anaopak sniZzena exprese proteint spojenych s ribozomy (EIF3C/Eucaryotic Translation Initi-
ation Factor 3 Subunit C/F). Nebyl pozorovan pfimy toxicky efekt, nicméné zmény v expresi
proteini zcela jednoznacné indikovaly naruseni bunéénych funkei a kanonickych cest. Kar-
boxylované MWCNT zasahovaly do uhlovodikového metabolismu a metabolismu inositolu,
snizovaly produkci energetickych substratl, glykolyzu i glukoneogenezi a ovliviiovaly sig-
nalizaci cyklin-dependentni kinazy 5. MWCNT-PVPYV zvySovaly posttranslacni modifikaci
a folding proteintt a mTOR (sav¢i serin/threoninova kinaza) signalizaci. Jejich nizsi davky
ovlivitiovaly mechanismy apoptdzy, snizovaly aktin-cytoskeletovou signalizaci, lipidovy
metabolismus a produkci energetickych substrati. Karboxylované SWCTN zvySovaly akti-
vitu bunééného cyklu a redukovaly mTOR signalizaci.'® Z uvedeného je ziejmé, ze CNM
mohou vyznamné zasahovat do bunécnych funkei a zvySovat riziko maligni transformace
bunek.

Gastrointestinalni toxicita se netyka pouze bunck GIT, ale také stievni mikrobioty, ktera
hraje dtlezitou roli v ochrané a stabilité integrity stfevni sliznice, moduluje aktivitu imunit-
niho systému a metabolismus zivin a produkuje mnoho substrati, které ovliviiuji CNS a maji
antibakterialni a imunomodulacni i€inky. Naruseni slozeni mikrobioty je rizikovym faktorem
pro vznik mnoha nemoci, v€etné stievnich zanéth a nddorovych onemocnéni GIT.!° Velmi
zajimavou praci v této oblasti publikovali Lahiani et al. Ve své studii exponovali kultury
komenzalnich bakterii Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum a Escherichia coli
suspenzi grafenu o koncentracich 1, 10 a 100 ug/ml / 3, 6 a 24 h. Nejvyssi expozice méla
ve vSech sledovanych Casech za néasledek vyznamné pomnozeni Lactobacillus acidophilus,
tura Escherichia coli byla grafenem ovlivnéna minimalné. V druhé ¢asti studie byly suspenzi
grafenu exponovany Cerstvé vzorky potkani stolice (ve stejnych koncentracich a po stejnou
dobu jako v prvni ¢asti studie). Expozice byla provadéna za tcelem zhodnoceni zmén Siro-
kého spektra mikrobialni populace, vyvolanych grafenem. Béhem prvnich tii hodin autofi
zjistili vyznamné zvySeni poctu aerobnich i anaerobnich bakterii, vyjadiené jako pocty CFU
(colony-forming unit; kolonie tvofici jednotku). Celodenni expozice (24 h) vedla k vyznam-
nému snizeni po¢tu CFU aerobnich bakterii (pocty CFU anaerobnich bakterii ztistaly nezmé-
nény). Z analyzy dat vyplyva, Zze doba expozice, stejn¢ jako koncentrace grafenu, ovliviiuji
pocetnost bakterialni populace. Vyznamné zmény byly zjiStény celkové u patnacti taxono-
mickych skupin.20

Negativni vliv na mikrobiom byl potvrzen také v ptipadé¢ GO. Couvillion et al. pouzili
davky 25 mg/l a 250 mg/l na modelech jednotlivych ¢asti travici soustavy (Gstni, Zaludec¢ni,
tenkého a tlustého stfeva). Nizsi davka snizila pocty bakterii kmene Bacteroidota a zvysila
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pomeér Firmicutes/Bacteroidota. To bylo spojené se snizenim produkce bakterialnich sub-
stratti, jakou jsou napf. mastné kyseliny s kratkym fetézcem a kyselina gama-aminomaselna.
Vyssi davka dale alterovala mikrobiom.2!

Autofi Chen et al. zkoumali miru antibakterialnich ucinkt ¢istych i funkcionalizovanych
MWCNT a SWCNT. Testy byly provadény na kulturach Lactobacillus acidophilus, Bifido-
bacterium adolescentis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus.
Nejvyrazngjsi antibakterialni ti€inek byl zjistén u SWCNT. Nanotrubice narusovaly pepti-
doglykanovou bakterialni sténu, coz vedlo k destrukci bakterii a uvolilovani intracelularnich
i jadernych komponent.22 Vysledky zminénych studii dokazuji, Ze CNM mohou zasahovat do
slozeni stfevni mikrobioty a vyvolavat dysbiozu.

Hepatotoxicita CNM byva studovana také na kultufe HepG2 bunék (bunky hepatoce-
lularniho karcinomu). Loutfy et al. exponovali HepG2 bunky suspenzi GO. Pii expozici
400 pg/ml/ 24 h byly zjistény vyznamné morfologické zmény a narusovani bunééného cyklu.
Po internalizaci GO dochézelo k narusovani a fragmentaci organel a k prostupu GO do mito-
chondrii a jadra. Bylo detekovano poskozeni DNA. Cytotoxicita GO byla testovana v dav-
kach 200-1000 pg/ml /48 h. Koncentrace 200 pg snizila viabilitu bun¢k zhruba na polovinu,
k dal§imu poklesu (se zvySujicimi se koncentracemi) vSak jiz nedoslo. Pii analyze zmén
exprese apoptotickych genti byla zjisténa vyznamné zvysend hladina mRNA proapoptotic-
kého proteinu Bax.?3

Judit Kalman, Fernando Torrent a José Navas vystavili izolované hepatocyty Oncor-
hynchus mykiss (pstruh duhovy) ptisobeni dvou typti GO a uhlikovym nanovlakniim (CNF)
s tubularnim tvarem (0-80 pg GO1 / ml, 0-128 pg GO2 / ml, 040 pg CNF /ml /24 a 72 h)
v prostiedi fetalniho bovinniho séra (FBS) a v prostfedi bez né¢ho. V pfitomnosti FBS zasa-
hovaly GO do metabolickych aktivit buniky a narusovaly integritu bunéénych membran
(v ptipad¢ CNF byla mira téchto ucinkli vyznamné nizsi). Nepiitomnost FBS déle snizovala
zivotaschopnost bunck. Stoji za povSimnuti, Ze autoii nepozorovali poskozeni lysozomalnich
funkef, indukci tvorby ROS ¢i zmény aktivity 7-ethoxyresorufin-O-deethylazy. Intracelularni
prijem CNM byl pozorovan pouze u CNF ve varianté inkubace bez FBS. Vysledky podtrhuji
roli sérovych proteint pro hodnoceni environmentéalnich rizik CNM.24

Autoti Uribe-Calderon et al. zjistovali hepatotoxicitu ,,Cistych* a oxidovanych MWCNT
(oxidace HNO;, HNO; + H,0,, HNO; + H,80,) v davkach 10-50 pg/ml / 24 h. Testovani
bylo provadéno na kultufe bun¢k HepG2. Po expozici oxidovanym formam MWCNT bylo
pozorovano vyznamné sniZeni viability bunék (nejvice viabilitu sniZovala forma MWCNT-
-HNO; + H,S80,). RovnéZ bylo pozorovano poSkozeni DNA pii davce 50 pg/ml/ 24 h (nej-
vyssi genotoxicky G¢inek byl nalezen u ,,istych® MWCNT).2

Toxicky efekt nanocastic nemusi byt vyvolan jen pfimym poskozenim, ale rovnéz také
zasahem do metabolismu bunky. Naptiklad Zhao et al. zjistili, ze ,,¢ista™ a karboxylovana
forma MWCNT podporuje vznik jaterni steatozy (kumulaci lipida v jaternich buiikach). Ve
své praci uvadéji, Ze u bunék HepG2 vedla internalizace nanocastic k destabilizaci lysozomt,
k endoplazmaticko-retikularnimu stresu a ke zvyseni produkce ROS. Byla zjisténa zvysena
lipofagie, kumulace lipidi v bunkach a zvySena exprese PLIN2 a BECNI (genl souviseji-
cich s lipofagii).2¢ Steatoza je spojena s indukci zanétu a fibrotickych zmén v jaterni tkani
a piedstavuje vyznamny rizikovy faktor pro onemocnéni jater. Piret et al. inkubovali bunky
HepG2 s MWCNT (100 pg/ml/ 24 h). Byla nalezena zvysena exprese mRNA pro IL-7, CCR7
a endotelin 1, coz naznaéuje, ze MWCNT maji pfimou prozanétlivou aktivitu.2’
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Vysledky vétSiny studii naznacuji, ze CNM maji potencial poSkozovat travici systém,
jeho strukturu i funkce. Mohou ménit morfologii bunék, poskozovat organely (véetné jadra
a DNA), zvySovat oxidac¢ni stres, indukovat zanét a bunécné starnuti, narusovat bariérové
funkce a ménit slozeni mikrobioty. Vzdy zalezi na typu nanocastic a Casto také na davce
a dob¢ expozice.

5.2 IN VIVO STUDIE

Studie in vivo popisuji postexpozicni poskozeni stfevni sliznice s nekrézami a narusenim
permeability, zanétlivé zmény tkani a zmény v jejich transkriptomu. Jejich vysledky tedy jsou
v souladu s in vitro studiemi.

Napfiklad autofi Masyutin et al. zjistili, Ze oralni expozice mysi davce 30 mg MWCNT / kg
po dobu 30 dni vedla k poskozeni sliznice tenkého stfeva, které bylo provazeno nekrotickymi
zménami stfevnich klkd. Kumulace MWCNT ve stfeve pozorovana nebyla a vedle penetrace
do systémové cirkulace byla majoritni cestou eliminace ze stfeva stolice. Uvedené nalezy
naznaduji, ze v horni Easti traviciho traktu nedochazi k uplné degradaci MWCNT.2

Predmétem studie Fua et al. byly dlouhodobé uc¢inky GO na kojici mysi. Nalezy popi-
suji poskozeni sliznice zaludku a la¢niku a zvySené hodnoty jaternich enzymu alaninami-
notransferazy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST). Ve stfevé nedochézelo k tvorbé GO
aglomerati, coz mélo za nasledek vyssi adherenci GO na stfevni epitel a jeho translokaci do
systémové cirkulace. Autofi sledovali také vliv expozice matek na kojena mlad’ata. Mlad’ata
exponovana GO v matefském mléce (a po jedendcti dnech suspenzi GO v pitné vod¢) vyka-
zovala opozdény vyvoj. Kazdy den laktace dochazelo k vyraznéj$im zménam v délce jejich
ocasu a v télesné vaze (v porovnani s kontrolami). U mlad’at byly pozorovany histologické
a funk¢ni zmény v duodenu a v jatrech (duodenalni hyperplazie, otok a vakuolizace a hyper-
trofie hepatocytll). Z vysledku je ziejmé, ze GO pronika do matetfského mléka a ovlivituje
vyvoj potomki, véetné jejich travici soustavy.28 Podobny G¢inek GO byl zjistén i pii expozici
potkanti. Jiz zminovani autofi Feng et al. exponovali potkany GO (40 mg/kg) denné po dobu
9 dni. Vzorky stfevni sliznice potkant nesly znamky poSkozeni mikrostruktury stieva, apo-
ptozy a vykazovaly zvySenou troven oxida¢niho stresu.!

Vysledky nékterych studii naznacuji, ze GO muze narusovat stievni permeabilitu. Ve stu-
dii Wua et al. byly Caenorhabditis elegans (had’atka obecnd) akutné€ (24 hodin) a dlouhodobé
(od larvy do dospélce) exponovany suspenzi GO (0,5-100 mg GO / ml). Expozice zptsobila
poskozeni stfeva se ztratou mikroklkti a nartist hladiny oxida¢niho stresu, coz narusilo perme-
abilitu a ovlivnilo délku defeka¢niho cyklu. Defekacni cyklus se prodlouzil u prolongované
expozice v zavislosti na podané davce. Z vysledki plyne, ze GO naruSuje jak strukturu, tak
i funkci stfeva.2? Podobné vysledky ziskali také autofi Chen et al. z experimentu na mysich,
exponovanych SWCNT (davky 0,05, 0,5 a 2,5 mg/kg/den) po dobu 7 dni. SWCNT indukova-
ly zanétlivou odpovéd’, doprovazenou nartistem hladin prozanétlivych cytokint IL-18, IL-6
a TNF-a a zvySenou stfevni permeabilitou. Byly rovnéz zjistény zmény slozeni sttevniho
mikrobiomu. SWCNT zputisobily posun od Firmicutes k Bacteroidetes a zvysily pocty bakterii
podporujicich zanétlivé pochody ve stieve Alistipes uncultured bacterium a Lachnospiraceae
bacterium A4. Je ziejmé, ze poskozeni stteva SWCNT je spojeno s interakci SWCNT s bak-
teriemi stfevniho traktu a s naslednym spusténim reakci ,,metabolického zanétu*.30
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Zmény ve slozeni mikrobioty, popisované v podkapitole in vitro studii, byly pozorovany také
v nékterych in vivo studiich. Naptiklad Zheng et al. exponovali sladkovodni ryby Danio rerio
(zebrafish, danio pruhované) grafenu, GO a rGO po dobu 21 dni. Pfitomnost CNM zvySovala
ve stievech pocty rodll kmene Fusobacteria a rody Cetobacterium a Lactobacillus. Zaroven
poklesl pocet zastupcti kmene Firmicutes a rodu Pseudomonas ze skupiny Gammaproteobac-
teria. Vzorky stfevni tkdné€ vykazovaly znamky zvySené trovné oxidac¢niho stresu a poskoze-
ni bunék (vakuolizace, vyssi poéty poharkovych bunék a naruseni mezibun&énych spoji).3!

Nutno doplnit, ze CNM mohou, vedle pfimého poskozeni stfeva, indukovat také exacer-
baci jiz existujiciho stifevniho onemocnéni. V experimentu na mySich s kolitidou podavali
Gao et al. po dobu 8 dni GO v davce 60 mg/kg. Expozice GO posilila zanétlivou aktivitu
ve stfeveé (zvysila infiltraci stfeva zanétlivymi buiikami) a touto cestou vyznamné zhorSila
klinicky prabéh kolitidy.!6

Rada in vivo studii byla vénovana hepatotoxicité CNM. Napiiklad Ji et al. exponovali mysi
MWCNT funkcionalizovanym (oxidovanym) kyselinou (O-MWCNT) a MWCNT dispergo-
vanym Tweenem-80 (T-MWCNT) po dobu 15 a 60 dnii. Obé expozice mély za nasledek
zavazné poskozeni jater (zanéty, nekrozy, poskozeni mitochondrii a bunéénou lyzu). Pozoro-
vana byla rovnéz zvysena exprese GPCR (G protein-coupled receptors), genti podilejicich se
na syntéze cholesterolu a patficich do metabolickych cest enzymu p450 (vys$si miru posSkozeni
indukovaly T-MWCNT).32 Poskozeni jater potvrdili také Adedara et al., ktefi intraperitoneal-
né exponovali potkany nizkym davkam MWCNT. Poskozeni jater se manifestovalo zvysenim
sérovych hladin AST, ALT, alkalické fosfatazy (ALP) a y-glutamyltransferdazy (GGT). Rov-
néz bylo pozorovano snizeni aktivit vybranych antioxida¢nich enzymt (superoxiddismutazy
a glutathion-S-transferazy). Pfitomnost oxidacniho stresu potvrdila zvySend mira peroxidace
lipidG. Autofi se domnivaji, Ze poskozeni jater je mozné pficitat indukci zanétu se zvySenymi
hladinami prozanétlivych cytokini a enzymu (IL-1p, IL-6, TNF-a, COX2 a iNOS).33

Poskozeni hepatocytti (a celé jaterni tkan¢) CNM by nemélo byt spojovano pouze s nartis-
tem hladiny oxida¢niho stresu a s rozvojem zanétu. CNM maji potencial ménit i metabolic-
ké funkce hepatocytl. V in vitro studiich bylo ukézano, ze CNM indukuji kumulaci lipidi
v hepatocytech a mohou stat za rozvojem hepatosteatdzy. Xu et al. ovétrovali tento jev také
v experimentech in vivo, ve kterych potkantim s navozenou nealkoholickou hepatosteatézou
aplikovali intravenozné¢ MWCNT (50, 100, 200 ng/kg). Aplikace vyznamné zhorsila stav
jater, pfi kterém doslo k rozvoji chronické hepatitidy, doprovazené oxida¢nim stresem, kumu-
laci lipidd v jatrech a depleci glutathionu.34

Vyse uvedené studie (zamérené na toxicitu CNM vici stfevu) naznacuji, ze CNM ne-
ovliviiuji pouze rodi¢ovsky organismus, ale i vyvoj jejich potomkd. Ve studii autorti Zhanga
et al. byly mysi samci i samice intratrachealn¢ exponovany MWCNT (15 mg/kg / 1% tydné
po dobu 13 tydni) a byl hodnocen vliv této expozice na jaterni lipidovy metabolismus jejich
potomkd. Mlad’ata mysi, ktera byla exponovana MWCNT, vykazovala (v porovnani s kontro-
lami) vyznamné niz§i vahu, histologické zmény na jaternim parenchymu a zvySenou expresi
gend, které se podileji na syntéze lipida v jatrech (posledné uvedeny nalez vede ke kumulaci
tuk® a k naruseni jaternich funkei).33

Hepatotoxické ucinky byly prokézany i u SWCNT. Principi et al. popisuji kumulaci
a perzistenci SWCNT v jaterni tkani po jejich intravendzni aplikaci mysim (0,16, 1,6 nebo
6,4 mg/kg). Agregaty CNM byly v tkani detekovatelné jiz za 24 hodin po expozici a maximal-
ni kumulace bylo dosazeno po tfech tydnech. Agregaty se nachazely v cytoplazmé i v extra-
celularni matrix. Jejich nejvyraznéjsi kumulace byla zjisténa v blizkosti Kupfferovych
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bunék, coz naznacuje, z2 SWCNT mohou byt témito bunikami fagocytovany. Zvysena akti-
vita rezidentnich imunitnich a jaternich bunék vedla k rozvoji zanétu, infiltraci jaterni tkan¢
perifernimi imunitnimi buiikami a k poskozeni hepatocytti (diikazem poskozeni byly zvySené
sérové hladiny AST, ALT a bilirubinu). V prub¢hu néasledujicich tfi tydnt hladiny AST a ALT
postupné klesaly, ale hodnoty bilirubinu byly zvySené minimalné ¢tyii mésice po aplikaci
nejvyssi davky.36

Zda se, ze hepatotoxicky potencial maji i CNM odvozené od grafenu. Ve studii Zhanga
et al., provedené na potkanech, byly intraven6zné aplikovany tii formy nanocastic GO (malé
GO 50-200 nm, stfedni GO 200-500 nm a velké GO 500-2000 nm) v davce 5 mg/kg. VSech-
ny tfi formy GO indukovaly expresi hepatocytarniho IL-6 a zvySovaly hladinu oxida¢niho
stresu (nejvyrazngjsi zmény byly pozorovany u velké formy GO). Kromé hepatocytt akti-
voval GO také makrofagy, coZ zvysilo produkci prozanétlivych cytokint IL-13 a TNF-a.37
K podobnym zavérim dosly i dalsi dva kolektivy. Anita Patlolla, Jonathan Randolph a Paul
Tchounwou exponovali pét dni oralné potkany GO v davkach 20 a 40 mg/kg/den. Za 24 hodin
od posledni davky odebrali vzorky krve a jater. Byla zjiSténa zvySend trovei oxida¢niho
stresu a na davce zavisla funkéni a morfologicka poskozeni. Druha skupina védcti uvedla,
ze expozice GO (0,4, 2,0 a 10,0 mg/kg / 15 davek v prubéhu 30 dni) vyznamné zvysila miru
oxidacniho stresu a miru poSkozeni jater, coz bylo doprovazené vyznamnym nartistem hladin
jaternich enzymi AST, ALT a ALP.38:39

Funk¢ni a morfologické zmény jaterni tkané byvaji provazeny také zménami v transkrip-
tomu. Poulsen et al. ve své studii vystavili mysi intratrachealni expozici GO a rGO (v davkach
18, 54 a 162 pg/mys). Z vysledkd vyplyva, Ze exprese gent v jaterni tkani byla vyznamnéji
ovliviiovana expozici GO. Vyssi davky GO i1 rGO aktivovaly geny, které jsou soucasti signal-
nich drah pro regulaci syntézy lipidi a homeostazy (véetné homeostazy cholesterolu). Zmé-
ny v expresi nuklearnich receptorti transkripénich faktort LXR/RXR napovidaji, ze vlivem
expozice doslo ke zvyseni metabolismu a biosyntézy cholesterolu, zatimco mira lipogeneze
a transportu cholesterolu byly omezeny.40

Vedle prokazatelné stievni a jaterni toxicity nékterych CNM je na druhou stranu nutno
zminit také jejich protektivni t€inky, reprezentované piedevsim zéastupci z fady fullerent.
Organova toxicita fullerent je nejen velmi nizka az zanedbatelna, ale naopak existuji dikazy
o tom, ze expozice fullerenlim podporuje regeneraci a normalni fyziologicky stav tkani (vcet-
né tkani stfev a jater). Ve studii autorti Takahashi et al. byli potkani oralné exponovani fulle-
renu (Cy,) v davkach 1, 10, 100 a 1000 mg/kg/den po dobu 29 dni. V nasledujicich 14 dnech
nebyly u zadné z davek pozorovany patologické orgdnové zmény a nebyla pozorovana ani
organova kumulace. Jedinou pozorovatelnou zménou byl nevyznamny nartist hmotnosti
jater. Zvirata exponovana nejvyssi davce méla cernou stolici a stopy fullerenu byly nalezeny
v Zaludku a v tlustém stfeve.*! Protektivni G¢inek fullerenti (C,,) popsali napiiklad Elshater
et al. V jejich studii byl potkantiim podavan hepatotoxicky cyklofosfamid, pfi¢emz jedna ze
skupin dostavala navic také fulleren Cg, (4 mg/kg/denné po dobu 10 dni). U téchto potkant
(ve srovnani s potkany, ktefi dostavali pouze cyklofosfamid) doslo k normalizaci krevniho
obrazu (erytrocytl, trombocyti i leukocyti), neklesla hladina hemoglobinu a byly nalezeny
niz§i hladiny ALT, AST, ALP a oxida¢niho stresu.2

Z dalsich zivoc€isnych druhtl, které byly vyuzity k monitorovani uc¢inktit CNM, je mozné
zminit napiiklad kachnu domaci. Al-Badri et al. se pokusili o odhad hepatotoxickych u¢inkt
v oblasti, jejiz prostfedi bylo kontaminovano CNM. Zde zijici kachny domaci tak byly konti-
nualné vystaveny expozici ultrajemnych sazi (carbon black) a MWCNT. Z vysledkt vyplyva,
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ze jatra kachen vykazovala zietelné znamky poskozeni. Doslo k dilataci sinusoidi, kongesci
a k zanétu. Autofi se domnivaji, ze k poskozeni jater mtize dochazet i u ostatnich zde Zijicich
Zivogichd, v¢etné exponovanych osob.*3 Vzhledem k tomu, Ze se CNM mohou dostavat i do
vodniho prostiedi, jsou vyznamné studie s vodnimi zivocichy. V jedné studii Chernick et al.
testovali toxicitu MWCNT na rybach Oryzias latipes (medaka japonska). Ryby byly expo-
novany oralné v sedmi davkach béhem 16 dni. Mezi nalezy patfi predevsim poskozeni jater
a zlucovych cest. Histologicka analyza odhalila otoky drsného endoplazmatického retikula,

zvysenou lysozomalni aktivitu hepatocytl a otoky v intrahepatickych zlucovych cestach.*

5.3 ZAVER

Gastrointestinalni trakt je jednou se vstupnich bran CNM do organismu, kam mohou pronikat
s potravou, tekutinami, Iéky atd. Skrze né€j pak mohou pfestupovat do tkani a krevniho ob¢hu,
kde, jak jsme jiz popsali, mohou piisobit i toxicky. Toxicita byla prokazana také vici bunkam
gastrointestinalniho traktu, a to jak in vitro, tak in vivo. Jak se ukazuje, toxicky ptisobi hlavné
MWCNT, SWNCT, grafen, GO a rGO. Mohou poskodit nejen stfevni sliznici, ale také jatra.
Casto se jedna o poskozeni zprostiedkované indukei chronického zan&tu a oxidaéniho stresu.
Alarmujici je, ze nekteré studie dokladaji také mezigeneracni toxicitu.
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6 KOZNi A OCNi TOXICITA

Kuze je nejvétsim a nejkomplexnéj$im organem lidského téla s mnoha funkcemi. Tvofi
fyzikalni bariéru mezi vnéjSim a vnitfnim protfedim a chrani organismus pied chemicky-
mi, fyzikalnimi a mikrobidlnimi vlivy. Je zapojena do tady fyziologickych procesu, které
zahrnuji termoregulaci, ¢iti, imunologickou surveillance, kontrolu ztraty tekutin a depozici
tukt a vody. Sklada se z n¢kolika vrstev, mezi néz patii epidermis (vrchni ¢ast klize, jiz kryje
stratum corneum), dermis, kozni adnexa (mazové a potni zlazky a vlasové folikuly) a podko-
i, ve kterém se nachazeji keratinocyty, fibroblasty, Langerhansovy buiky, bunky imunitniho
systému, melanocyty a Merkelovy buifiky.!

Nanocastice reaguji s vrchni vrstvou pokozky (epidermis), primarné se stratem corne-
um. To je slozeno z mrtvych, plochych, terminalné diferencovanych keratinocytt (korneo-
cytl) a extracelularni matrix, ktera obsahuje lipidy. Povrch strata corneum je osidlen koznim
mikrobiomem, ktery spolu s epidermis vytvaii jeji ,.kysely plast™ jako ochranu pied ttoky
patogentl a pomaha zachovavat jeji prirozené prostiedi. Mikrobiom také interaguje s imunit-
nim systémem, podporuje jeho funkce a brani pfemnozeni oportunnich patogenti na povrchu
kiize.2> Hlubsi vrstvy epidermis jsou tvofeny korneocyty a keratinocyty, které jsou propojené
tésnymi mezibunéénymi spoji. Pevnost spojt (a tedy i epitelu) se dynamicky méni v zavis-
losti na pusobeni externich faktort, stimull a fyziologickych potfeb organismu. Diky tomu
se méni permeabilita klize, pfestup iontl, proteind, ale také penetrace xenobiotik ¢i migrace
imunitnich bunék.*

Transdermalni pfestup nanoéastic do organismu je modifikovan jejich fyzikalné-che-
mickymi vlastnostmi. Cesty vstupu 1ze v prvnim pfiblizeni rozdélit na cesty paracelularni,
intercelularni a transcelularni. Dal§imi cestami pak mize byt prinik pies vlasové folikuly
a potni a mazové Zlazy.>~7 Nano¢astice penetruji do nizsich vrstev pokozky, kde vyvolavaji
ruzné typy reakci, mezi néz fadime iritaci, kontaktni koptivku, kontaktni dermatitidu a foto-
sensitivizaci. Soucasné nanocastice pronikaji do systémové cirkulace a nasledné do organt
a tkéni.8

Pfi hodnoceni vlivu vnéjsi expozice je nutno zminit také oko, které je velmi citlivé
k vnéj$im faktorim. Nanocastice mohou drazdit jak povrch oka, tak i retinalni buiky, ke
kterym se dostavaji jinou nez topickou cestou (napiiklad inhalaci nebo ze systémové cirku-
lace po peroralni expozici). O¢ni toxicita tedy bude nasledné zminéna spole¢né s toxicitou
kozni.?
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6.1 IN VITRO STUDIE

In vitro studie dermalni toxicity jsou zaméfeny na interakce uhlikovych nanoc¢astic s jednot-
livymi vrstvami pokozky a s ocnimi kompartmenty. Vysledky naznacuji, ze uhlikové nano-
Castice mohou zvySovat oxidacni stres, vyvolavat zanétlivou odpovéd’, poskozovat buiky
a zpusobovat jejich smrt.!0 V nasledujicim textu se zaméfime na vliv CNM na riizné typy
bunék, které se nachazeji v pokozce. Jako posledni zminime toxicitu CNM vuci oku.

Vnéj$im vlivim jsou nejvice vystaveny keratinocyty, které predstavuji hlavni bunéénou
linii pro in vitro testovani dermatotoxicity. Ku ptikladu Frontifian-Rubio et al. provedli dvé
studie zamé&fené na hodnoceni dermatotoxicity vybranych uhlikovych nanomaterialti (CNM).
V prvni studii ovéfovali vliv oxidu grafenu (GO) a vicevrstvého grafenu (FLG) na metabo-
lismus a funkce lidskych imortalizovanych keratinocytd (HaCaT). Nizké koncentrace GO
1 FLG (5 pg/ml/ 7 dni) ménily metabolomicky profil bun¢k. GO zvysSovala produkci alaninu,
pyruvatu, glycerofosfocholinu a uridinfosfatu, zatimco pfitomnost FLG vedla ke zvyseni hla-
din fumaratu, glycerofosfocholinu a ke snizeni hladin pyruvatu, fosfokreatinu a fosfocholi-
nu. Oba typy nanocastic redukovaly hladinu glukozy. Pti podrobnéjsi analyze autofi zjistili,
7e nanocastice zasahuji do metabolickych cest, které¢ jsou kritické pro buné¢nou viabilitu
a mobilitu. Mezi alterovanymi cestami byla syntéza proteinti, Krebstv cyklus, cyklus moco-
viny, recyklovani amonia a metabolismus methioninu. Snizeni hladiny glukézy bylo spojené
s nadprodukci volnych kyslikovych radikald (ROS), zvy$enim hladiny volného cytosolového
Ca?*, apoptdzou a nekrozou bunék.!!

V druhé studii tiz autofi testovali na keratinocytech HaCaT tii typy grafenovych nanoma-
terial, FLG a dva typy GO (GO1, GO2). Buiky byly kultivovany se vsemi CNM (5 pg/ml)
po dobu sedmi nebo tficeti dnd. Experimenty potvrdily, ze pfitomnost CNM méni metabolom
a bioenergetiku bungk, a to zvlasté v ptipadech, kdy se buiikky nachazely ve stresovém stavu.
Byla rovnéz zji$téna zvysena troven proliferace a klonogenity bun¢k (zejména pii kultivaci
s GO2). Nadmérna mira proliferace mize byt spojovana s vys§im rizikem vzniku a rozvoje
karcinogeneze, coz potvrdily nékteré dale uvedené indikatory. Buiiky vystavené GO2 se po
tiiceti dnech kultivace vyznamné zvétsily (stejné jako jejich jadra), rychleji se pohybovaly
po dvojrozmérnych povrsich v testu hojeni a byla u nich zjisténa kumulace onkometabolita.
Autofi se proto domnivaji, ze n€které typy grafenovych nano¢astic mohou mit (i pfi subchro-
nické Girovni expozice) karcinogenni (¢inky.!2

Toxicitu grafenu hodnotili také Salesa et al. V experimentu byl pouzit FLG (2—10 vrs-
tev), ktery byl aplikovan do kultiva¢nich médii HaCaT v davkach 0-10 pg/ml po dobu
12 a 24 hodin. Prolifera¢ni aktivita bun¢k byla posuzovana za 72 a 96 hodin od aplikace.
Autofi potvrdili vztah mezi davkou a mirou toxickych G¢inkl (snizovanim viability) s praho-
vou koncentraci 0,5 pg/ml FLG. Zajimavé bylo zjisténi, Ze i podprahové (netoxické) koncen-
trace FLG 0,005 a 0,01 pg/ml dokazaly po 72 a 96 hodinach vyznamné zvySovat proliferacni
aktivitu bunék. Analyza zmén v expresi tfinacti vybranych gend prokazala zvy$enou expresi
u Sesti z nich. Jednalo se o0 SOD1 (superoxiddismutaza), CAT (katalaza), TGFB1 (transfor-
ming growth factor ), FN1 (fibronektin), CDH1 (kadherin 1) a FBN (fibrilin 1).13

Autofi Pelin et al. exponovali buiky HaCaT rliznym typim GO a FLG po dobu 24 a 72 ho-
din. Testované nanocastice redukovaly bunécnou viabilitu, alterovaly mitochondrialni funkce
a poskozovaly plazmatickou membranu. Nejvyssi toxicitu vykazaly nejvice oxidované GO
s nejveétsim pramérem. Tyto ¢astice poskozovaly mitochondrie a plazmatickou membranu jiz pii
EC;, 5,4 a2,9 pg/ml (zatimco v ptipadé FLG byly hodnoty ECs,, 62,8 a 45,5 pg/ml).!4 Nasled-
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na studie stejnych autorti potvrdila jiz ziskané vysledky, a navic zjistila, ze FLG a GO v davce
100 pg/ml/ 72 h zvysuji depolarizaci mitochondrialni membrany a produkci ROS (minimalné
0 44 %; vyznamny nartst produkce ROS byl detekovan jiz pii davee 0,4 pg/ml / 24 h).15

Bunécné linie HaCaT mohou byt ovliviiovany také MWCNT, SWCNT a fullereny. Dani-
elle McShan a Hongtao Yu vystavili buiky HaCaT nepurifikovanym, purifikovanym a kar-
boxylovanym MWCNT (20 pg/ml) po dobu 0,5 a 24 hodin. Bylo nalezeno nevyznamné
snizeni viability bunék a nevyznamné poskozeni DNA, které ziejme souviselo s vyznamnym
nartstem Grovné oxidaéniho stresu.!® Brian Palmer, Sarah Phelan-Dickenson a Lisa DeLouise
testovali nekarboxylované a karboxylované MWCNT (HaCaT; expozice 0-5 pg/ml po dobu
3 a 24 hodin). MWCT s vysokou mirou karboxylace vyznamné snizovaly viabilitu bun¢k
a navozovaly bunécnou smrt, zatimco nekarboxylované MWCNT vyznamné zvySovaly oxi-
daéni stres. Vysledky tak naznacuji, ze MWCNT indukuji bunéénou smrt nezavisle na mife
oxida¢niho stresu.!”

Obdobné na strukturu HaCaT ptsobi i SWCNT. Autoii Manna et al. uvadéji, ze SWCNT
jsou schopny redukovat viabilitu bunék i na velmi nizké expozi¢ni hladiné (0,1 ug/ml/ 72 h)
a dale ji snizovat se zvySujici se davkou. Pfitomnost SWCNT vede k aktivaci transkripéni-
ho faktoru NF-«B, ktery kontroluje expresi mnoha prozanétlivych cytokint, jako jsou IL-8,
IL-1, IL-6 a TNFa (ptima indukce zanétu).1® Ve studii autortt Onga et al. snizovaly SWCNT
(12,5, 25, 50, 100 pg/ml) bunécnou viabilitu, omezovaly rist a proliferaci bun¢k a inhibo-
valy signalizaci Hsp90. Analyza genové exprese prokazala snizenou expresi Hsp90 vlivem
SWCNT a naruseni proteinové homeostazy v buiice. Porucha vede k progresi bunécného
starnuti (Hsp90 funguje jako chaperon podilejici se na ,,refoldingu® proteint).1?

K dalsim uhlikovym nanocasticim, které byly testovany na bunécénych liniich HaCaT,
patii fullereny a jejich derivaty. Saathoff et al. vystavili bunky HaCaT tfem typtm fullere-
nolti, Cy,(OH),,, C4(OH),, a C¢y(OH)s,, v davkach 0,0005-42,5 ug/ml / 24 a 48 h. Snizeni
viability autofi pozorovali pouze u bun€k vystavenych nejvyssi davce Cy,(OH);,. Fullerenoly
Cgo(OH),, a Cy,(OH);,, snizovaly (v nejvyssich davkach) expresi IL-8, avSak Cyy(OH);,
v davee 0,34 pg/ml/ 24 h produkei IL-8 naopak zvySoval. Autoii uvadéji, ze v pribéhu expe-
rimentu dochazelo k paracelularni i intraceluldrni agregaci/aglomeraci. Fullerenol C4,(OH),,
aglomeroval v cytoplazmatickych vakuolach, zatimco aglomeraty fullerenolu Cy,(OH),, byly
detekovany uvnitf bunék fokdlné& pfichycené k bunééné membrané. Fullerenol C;(OH);,
vytvarel mensi agregaty uvnitf bunck a vykazoval mensi interakce s membranami. Vysledky
naznacuji davkovou zavislost toxicity fullerenold a jeji uzkou vazbu na miru hydroxylace
molekularnich struktur.20

Fibroblasty jsou zékladni buniky vazivové tkané, rozptylené v riznych ¢astech téla. Hraji
dilezitou roli v epidermalni proliferaci, regeneraci a tvorbé extracelularni matrix. Liao et al.
exponovali lidské dermalni fibroblasty (NHDF) grafenu a GO (50 pg/ml / 24 h). Vysledkem
bylo vyznamné snizeni bunécné viability, zvySeni hladiny oxidacniho stresu a naruSeni mito-
chondrialni aktivity.2! K podobnym vysledkim dosli i autofi de Godoy et al., ktefi kultivovali
mysi kozni fibroblasty s MWCNT funkcionalizovanymi tetraetylenpentaminem (MWCNT-
-TEPA; 1, 50, 250, 500 a 1000 mg/ml / 24 h). MWCNT-TEPA vyznamné¢ snizovaly viabilitu
bunék, na druhou stranu exprese volnych radikala a prozanétlivého cytokinu TNF-o vyznam-
K podobnym zavértim dosli i Anita Patlolla, Brionna Knighten a Paul Tchounwou, ktefi sle-
dovali vliv MWCNT na NHDF. Toxicky ucinek byl zavisly na davce, pficemz vyssi koncen-
trace poskozovaly DNA a aktivovaly intracelularni cesty vedouci k apoptéze. Oba uvedené
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jevy vedly k vyznamnému poklesu bun&éné viability.23 Autofi Tian et al. porovnavali vliv
riznych typt CNM na NHDF. V rozsahlé studii exponovali tyto buiky SWCNT, MWCNT,
sazim (carbon black), grafitu a aktivnimu uhliku v Siroké Skale koncentraci po dobu 1 az 5 dni.
Nejvyssi pokles viability bun¢k byl zjistén v piipadé expozice SWCNT. Vedle snizeni viabi-
lity nanocastice alterovaly rovnéz buné¢nou morfologii se zménou tvaru a narusenim adhezi-
tivity. Mira toxického téinku byla zavisla na davce a na ¢ase.?*

Vedle toxickych u€¢inkt CNM je nutné zminit i jejich pozitivni vlivy. Ve studii Jennifer
Mytych, Macieje Wnuka a Sureshe Rattana bylo prokazano, ze fibroblasty z ktize lidské-
ho obliceje (FSF1) po expozici ND (davky do 0,5 ng/ml) snaze proliferovaly a mély vyssi
hojivou kapacitu a metabolickou aktivitu. ND rovnéz vyvolavaly bunécny stres se zvySenou
expresi hemoxydogenazy, sirtuinu 1 a DNA metyltransferazy. Ve vysledku tedy doslo k pro-
dlouzeni doby pieziti fibroblastl a ke zlepseni jejich funkei.2s Odborna literatura uvadi, ze
i aplikace dvojrozmérnych grafenovych struktur mohou vést ke zvyseni proliferace a zlepseni
funkei lidskych fibroblastt (k vyssi efektivité hojeni). Safina et al. pfipravili filmy z grafenu
a GO, kter¢ osadili NHDF. Komplex potencoval rtist a bioaktivitu bun¢k a vyznamné posilo-
val jejich regeneraéni schopnost.26

Vedle keratinocytli a koznich fibroblastll byly v n€kterych in vitro studiich pouzity i mode-
ly lidské epidermis nebo ptimo vzorky lidské kiize. Napfiklad autofi Silva et al. hodnotili vliv
GO na kozni permeabilitu. V jejich experimentu byly pouzity vzorky lidské kize o tloust’ce
0,8 mm. Nejvyssi mira penetrace byla zjisténa pii koncentraci 1000 pg GO / ml disperze.
Nizsi koncentrace sice penetrovaly rychleji, nicméné kone¢ny celkovy objem GO v pokozce
byl niz§i. Dermalni penetrace CNM je vyuzivana u fototerapie. Uhlikové nanocastice v kiizi
absorbuji zafeni blizké infraCervenému pasmu, coz ma za nasledek narast lokalni teploty
a zvyseni u¢innosti terapie.2’

Autori Fusco et al. studovali intenzitu drazdivych u€¢inkit CNM na ktizi. V experimentu
pouzili SkinEthic™ model rekonstruované lidské epidermis (RhE), na jehoz povrch apli-
kovali FLG, FLG funkcionalizované dodecylsiranem sodnym a dodecylbenzensulfonatem
sodnym, GO, rGO a grafen po dobu 42 minut. Znamky iritace byly zjistény pouze u funkcio-
nalizovanych FLG. Doslo ke ztraté denzity ve stratu corneum a stratu granulosum a fragmen-
taci keratinocytovych jader stratum spinosum a stratum basale. GO indukoval pouze mirné
poskozeni strata corneum. VSechny pouzité nanocastice kromé grafenu formovaly malé depo-
zita ve stratu corneum a velké agregaty na povrchu epidermis. Autofii sledovali také hladinu
zastupce skupiny alarminti IL-1a. K zvySeni jeho hladiny doslo pouze u funkcionalizovanych
FLG. Zda se tedy, Ze z testované skupiny CNM je za kozni iritanty mozné povaZovat pouze
funkcionalizované FLG.28

Dermalni expozice byva spojena i s expozici oka. Autofi Yan et al. pouzili pro hodnoceni
toxicity CNM pro oko retinalni pigmentovy epitel (RPE). Epitelové buiiky byly exponovany
MWCNT, plazmou modifikovanymi MWCNT, hydroxylovanymi MWCNT a karboxylovany-
mi MWCNT (5-100 mg/ml / 72 h). Nejvyssi koncentrace vSech CNM zptisobovaly vyznam-
né snizeni viability bunék, uvoliiovani laktatdehydrogenazy a zesilenou produkci volnych
radikalt (byly nalezeny apoptotické buiky). Nejvyssi mira ocni toxicity byla zaznamenana
u nemodifikovanych MWCNT. Karboxylovana forma MWCNT se jevila jako biokompa-
tibilni.2? Ou et al. exponovali ARPE-19 (imortalizované lidské retinalni buiiky) GO a rGO
(10200 pg/ml / 672 h). Vedle nartistu hladiny oxidac¢niho stresu zpisobovaly nanocastice
také snizeni viability a poskozeni DNA. Céstice rGO vykazovaly vy$si miru genotoxicity nez
Castice GO.30
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Wau et al. zkoumali toxicitu GO vuci lidskym epitelovym buitkdm rohovky (hCorEC)
a lidskym epitelovym spojivkovym buitkdm (hConEC). Davky GO 12,5-100 pg/ml nevyka-
zaly béhem akutni dvouhodinové expozice znamky toxicity vici hCorEC ani vi¢i hConEC.
Celodenni (24hodinova) expozice obou bunécnych linii GO vSak vyznamné zvysila produkei
volnych kyslikovych radikalf, coz mélo za néasledek spusténi apoptotickych mechanismi.3!
Ve studii An et al. byly krysi rohovkové epitelové buniky (RCEC) vystaveny ptisobeni GO
arGO (5-50 ug/ml/ 24, 48 a 72 h). Castice GO, v zavislosti na ase a davce, vyrazné snizo-
valy viabilitu bun¢k. Byl nalezen zvySeny vyskyt apoptoz a nekroz a dochazelo i k narusovani
buné&éného cyklu. Obecné, ¢astice GO vykazovaly vy$si miru toxicitu nez ¢astice rGO.32

Obdobné jako u dermalnich expozic, i u expozic oka je nutné zminit nékteré pozitivni
ucinky CNM. Bylo naptiklad prokazano, ze uhlikové nanocastice podporuji regeneraci bunck
oka, konkrétn¢ jejich rist a diferenciaci. Zambrano-Andazol et al. studovali in vitro interakce
membrany z rGO s vybranymi bunéénymi liniemi oka (buitkami pigmentového epitelu lid-
ské sitnice, lidskymi rohovkovymi epitelovymi buitkami CHCE-T, primarnimi rohovkovy-
mi keratinocyty a primarnimi lidskymi rohovkovymi limbalnimi buitkami. Vysledkem byla
nizka Groven genotoxicity a vyznamna indukce déleni a migrace bunék. Experiment in vivo,
ktery byl proveden po in vitro studii, potvrdil regeneraéni potencial rtGO membrany.33

6.2 IN VIVO STUDIE

Také v in vivo studiich byla sledovana kozni a o¢ni iritace a senzibilace po topické aplikaci
CNM. Vysledky jsou v porovnani s vysledky in vitro studii komplexnéjsi a poskytuji valid-
néjsi tdaje o potencialni rizikovosti CNM pro ¢lovéka.

Napiiklad Ema et al. zaméfili vyzkum na dermalni senzibilaci a o¢ni iritaci po aplikaci
SWCNT-N (Nikkiso) a SWCNT-SG (super-growth) a MWCNT N a M (Mitsui) u kralikd
amorcat. Doba sledovani byla 24 a 48 hodin od aplikace 0,1 % SWCNT-N, 0,5 % SWCNT-SG,
0,25 % MWCNT-N a 1 % MWNT-M do konjunktivalniho vaku. Po 24 hodinach se u tii kra-
likti po aplikaci N-MWCNT objevila mirna konjunktivalni hyperémie, ktera vSak do 48 hodin
vymizela. Kozni iritace byla testovana pomoci néplasti s nanoc¢asticemi a zmény byly hod-
noceny za 1, 24, 48 a 72 hodin od jejich odstranéni. Byla pozorovana mirna hyperémie u tf
kralik exponovanych N-MWCNT. Iritace ktize, obdobné jako o¢ni iritace, vymizela do
48 hodin po sejmuti naplasti. U morcat k senzibilizaci klize nedoslo viibec. Z tohoto pohledu
1ze testované nanocastice charakterizovat jako slabé iritanty a senzibilizanty.3* Experimenty
autort Kim et al. byly zamétfeny na senzibilizaci kiize mysi platky grafenu. Ani nejvyssi
koncentrace suspenze grafenu nemély za nasledek senzibilaci pokozky.35 Podobné vysledky
ziskali Park et al., ktefi aplikovali MWCNT (1,000 pg/ml) na zdravou a poskozenou (abrazi)
pokozku kralikdi. Po 24 ani 48 hodinach od aplikace nebyly na pokozce zjistény znamky
poskozeni (edém nebo hyperémie).3® Ani Balakrishna Murthy, Sairam Kishore a Surekha
Paneerselvam neuvadi nalezy znamek toxického piisobeni MWCNT na ktizi a oko potkantl,
kralikt a mor¢at.37

Vedle SWCNT a MWCNT byly studovany i dermalni toxicity fullerend. Experiment
Xin Xia, Nancy Monteiro-Riviere a Jima Riviereho byl zaméfen na dermalni absorpci ful-
lerenu C,. Pokozka odstavenych selat byla exponovana po dobu ¢tyi dnti fullerenu (200 pl
nebo 500 pg/ml / 24 h) v toluenu, cyklohexanu, chloroformu a v mineralnim oleji. Expo-
novana pokozka byla prelepena paskou a byly odebrany vzorky pro histologickou analyzu.
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Nanocastice Cg v toluenu, cyklohexanu a chloroformu penetrovaly pies stratum corneum
a dosahovaly viabilni epidermis. Nejhlubsi penetrace byla pro Cg, zjiSténa v chloroformu,
kralicich a morcatech kozni iritaci (50 mg C), kozni senzibilizaci (40 mg C;) a o¢ni iri-
taci (100 mg C) fullerenu Cg,. Z vysledki vyplyvd, Ze nebyla pozorovana zadna dermalni
reakce. V pripad¢ aplikace do oka byla zjisténa mirna hyperémie, kterd zcela vymizela do
24 hodin.?® Ve studii autort Kata et al. byly uéinky fullerenu Cg, (v kosmetickém produktu
proti vraskam) testovany na dobrovolnicich. Studie se ti€astnilo 23 Zen, které pouzivaly krém
s fullerenem Cg, a skvalenem dvakrat denn¢ (pouze na jednu polovinu obli¢eje) po dobu
osmi tydnti (na druhou polovinu obli¢eje nandsely krém bez fullerenu). Krém s fullerenem
pokozky a snizeni hloubky vrasek.*® K podobnym zavérti dosla i studie autortt Miljkovice
et al., ktefi aplikovali ve skupiné 38 dobrovolnikt t€lové mléko a krém na ruce s piidav-
kem hyper-harmonizovaného vodniho komplexu hydroxylovaného fullerenu Cy, (3BHFWC).
Béhem ctyitydenni (kazdodenni) aplikace doslo ke zlepseni kvality pokozky a nartistu mnoz-
stvi kolagenu v ni.#! Souhrnné feceno, fulleren C, je v kiizi biologicky aktivni, podporuje
tvorbu kolagenu a nevykazuje znamky dermatotoxicity.

Protektivni vliv na kizi maji pravdépodobné i nanodiamanty (ND). V experimentu autorti
Waua et al. byly dvé skupiny mysi exponovany UVB zareni, pfi¢emz u jedné z nich byla pted
ozéafenim provedena topicka aplikace ND. U této skupiny bylo po ozafeni zjisténo (na rozdil
od skupiny bez aplikace ND) pouze velmi mirné poskozeni kiize. Castice ND nevykazovaly
v experimentu zadné znamky dermatotoxicity.*?

Nekter¢ in vivo experimenty byly zaméfené Cisté na o¢ni toxicitu. Naptiklad jiz zminovani
Wau et al. aplikovali po dobu péti dnt potkantim do spojivkového vaku 50 nebo 100 pg/ml
GO. Castice GO indukovaly reverzibilni zarudnuti spojivky a poskozeni rohovkového epitelu.
Jednorazové podani zptisobovalo jen mirné obtize, avSak opakovana aplikace jiz patologic-
ké procesy v hlubsich vrstvach oka vyvolala.3! Autofi Yan et al. aplikovali do jednoho oka
kralikt intravitrealni injekci GO (0,1, 0,2 nebo 0,3 mg); do druhého oka byl aplikovan solny
roztok. V oku s GO nedoslo ke zvySeni nitroocniho tlaku, naruseni zraku ¢i zménam na elek-
troretinogramu. Histologicka analyza odhalila, Ze v oku s aplikaci GO perzistovalo po ukon-
¢eni experimentu je$t€¢ mensi mnozstvi GO, k poskozeni sitnice v§ak podle autorti nedoslo.*3
An et al. aplikovali po dobu 7 dni do pravého oka mysi suspenzi GO nebo rGO. Pii koncent-
racich 50 a 100 pg/ml GO byla detekovana kornealni opacita. U niz$i koncentrace (25 pg/ml
GO) opacita zjisténa nebyla, nicméné prodlouzena doba expozice (10 dni) jiz opacitu vyvo-
lala. Expozice ¢asticim rGO byla bez biologické odezvy. Histologické analyza prokazala
naruseni rohovky (s pfitomnosti prozanétlivych bun&k) u tkani oka vystavenych GO. Céstice
GO indukovaly neovaskularizaci duhovky, zvySovaly koncentrace prozanétlivych cytokint
TNF-a, IL-6 a IL-8 a koncentraci malondialdehydu (ukazatele oxidacniho stresu). Vysledky
naznaduji pfitomnost o¢ni toxicity u GO, zatimco rGO vykazuje spiSe biokompatibilitu.32

6.3 ZAVER

Pokozka je nejvétsim organem, ktery je v neustalém kontaktu s vnéjSim prostiedim. Ackoli
funguje jako ochrana a bariéra pfed prinikem nezadoucich latek do organismu, neni neposko-
ditelna a jeji poskozeni mize také zhorsit jeji ochranné funkce. Studie ohledné dermatotoxicity
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pfinaseji nekonzistentni zavery. Neni tedy mozné fici, zda a jak toxické CNM k pokozce jsou.
Podobné je to s vystavenim oka CNM. Toxicita je Gizce limitovana jen na nékteré zastupce
CNM. Na druhou stranu se vsak potvrdily i ochranné ti€¢inky CNM. Mnohé z nich (napiiklad
scaffoldy ¢i kryci materialy s nanocasticemi) vyznamné podporuji diferenciaci a proliferaci
bunék (veetné keratinocytil a koznich fibroblastll) a zvySuji neoangiogenezi, ¢imz pomahaji
pfi hojeni akutnich i chronickych ran. Nelze rovnéz opomenout vyrazné protiinfekéni Gc¢in-
ky, jez mohou zabranit infikovani rany. Pro zvyseni urovné biokompatibility je mozné¢ CNM
relativné snadno funkcionalizovat.*
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7 TOXICITA VUCI MOCOVEMU USTROJi

Uhlikové nanomaterialy (CNM) vstupuji do zivych systému vétSinou inhalacné, peroralné
nebo transdermalné. V piipadech terapeutického pouziti pfichazi v vahu i vstup intravenoz-
ni. Z mista vstupu jsou CNM translokovany do systémové cirkulace a nasledné distribuovany
do cilovych tkani, kde interaguji s bio(makro)molekulami. V dalSich krocich dochazi k jejich
kratkodobé ¢i dlouhodobé depozici, biotransformaci a eliminaci.!

Vylu€ovaci soustava zajistuje vylu¢ovani odpadnich latek z téla, je soucasti detoxikacnich
mechanismd, udrzuje vodni a elektrolytovou rovnovahu, hodnotu pH a hodnoty krevniho
tlaku a podili se na hormonalni expresi. U ¢lovéka patii ke klicovym slozkam vylucovaci
soustavy ledviny, mo¢ovody, mo¢ovy méchyi a mocova trubice. Poskozeni vyluc¢ovaci sou-
stavy je spojeno s fadou patologii, které se manifestuji jak na tkanich vylucovaci soustavy
samotné, tak i na celém organismu. Proces odstranovani xenobiotik (véetné nanocastic) vylu-
Covaci soustavou zahrnuje glomerularni filtraci, tubularni resorpci, sekreci a urinarni exkreci.
Xenobiotika pfi tomto procesu mohou poskozovat nefrony, tubularni systém i dolni cesty
mocové.! Mezi hlavni mechanismy poskozeni byva fazen oxidaéni stres (produkce volnych
radikalt a reaktivnich intermediatti), indukce mitochondrialniho a endoplazmaticko-retiku-
larniho stresu a indukce zanétu.2

7.1 IN VITRO STUDIE

In vitro studie nefrotoxicity jsou provadény na bunkach vylu¢ovaciho ustroji, nejc¢astéji na
liniich odvozenych od tkani ledvin. Vysledky nékterych studii predstavime v nasledujicim
textu.

Ku prikladu Yu et al. provedli studii na HEK-293T (lidské embryonalni ledvinné bunky),
které exponovali uhlikovym nanotrubicim (CNT) funkcionalizovanym polyetylenglykolem
(PEG; expozi¢ni koncentrace 100200 pg/ml; expozic¢ni doba 24, 48 a 72 h). Byla pozorovéana
Iyza bunék, nekrdza a snizeni poétu bunck v kultufe. Vyssi davky zptisobovaly (vedle pfimého
poskozeni) i morfologické zmény.3

Autofi Reddy et al. hodnotili toxicitu dvou typt rizné dlouhych mnohovrstvych uhliko-
vych nanotrubic (MWCNT; 60—-80 nm a 90—150 nm; koncentrace 3 a 300 pg/ml; 48 h) vuci
bunécné linii HEK-293T. Autofi uvadéji nalezy davkové zavislého snizeni viability bunék
a koncentraci glutathionu, ktery ptisobi antioxidacné. Naopak vzrostla mira poskozeni bunéc-
nych membran, hladin laktatdehydrogenazy a prozanétlivého cytokinu IL-8. Vyssi toxicitu
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vykazovaly MWCNT o délce 60—80 nm. Vysledky tedy sv&d¢i pro piitomnost oxida¢niho
stresu, smrti bunék a indukci zanétu.

Toxicitu dvou typit MWCNT s rozdilnou délkou testovali i Kermanizadeh et al. Jako
expozi¢ni objekt byla pouzita bunééna linie HK-2 (dospélé lidské buiiky proximalni tubuléar-
niho epitelu). Celodenni (24h) expozice obéma typim MWCNT zvySovala expresi volnych
kyslikovych radikalt (ROS) a hladiny prozanétlivych cytokinti IL-6 a IL-8 podobné jako
v pfedchozi studii.’

Barillet et al. testovali nékolik druhit CNM (véetné MWCNT) na fad¢ bunéénych linii,
mezi kterymi byla i linie reprezentujici ledvinovou tkan NKR-52E (krysi epitelové buiiky led-
vin). Expozice davkam 0,25-100 pg (kultivace 1 az 72 hodin) naruSovaly buné¢nou integritu,
zvySovaly expresi ROS a indukovaly buné¢nou smrt. Genotoxicka analyza (kometovy test)
odhalila zvy$eny vyskyt zlomi DNA fetézci.6

Autofi Blazer-Yost et al. testovali toxicitu fullerent (Cg,), jednovrstvych uhlikovych
nanotrubic (SWCNT) a MWCNT na bunééné linii kortikalnich sbérnych kanalkti mysich
ledvin (mouse kidney cortical collecting duct cell line, mpkCCD,,). Po dvoudenni expozici
byla zjisténa sniZena transepitelova elektricka rezistence, coz indikovalo naruseni integrity
a bunécné viability jednovrstvé bunééné kultury. Velmi zajimavym zpisobem byla narusena
rovnéz exprese fady proteinil. Autofi popsali, ze davka 0,004 pg C,/cm? ovlivnila expresi
61 proteint (u 34 doslo ke zvySeni exprese a u 27 ke snizeni exprese). Jednalo se hlavné
o proteiny zapojené do bunécné smrti, produkce energie, vzniku nadord, tj. i proteint ovliv-
nujicich bunéény rust, proliferaci a bunécny cyklus. Je zajimavé, ze vyssi davky mély nizsi
dopady na expresi proteini. Pokud se podivame na SWCNT a MWCNT, tak i zde doslo ke
zménam v expresi proteinl. K nejvyraznéjsim zménam opét doslo v piipadé¢ nejnizsi davky,
tj. 0,004 pg/cm?2. Tato davka SWCNT zvysila expresi 57 proteint a snizila expresi 59 pro-
teint, v piipadé MWCNT to bylo zvySeni exprese 45 a snizeni exprese 60 proteintl. Opét se
jednalo hlavné¢ o proteiny zapojené do zékladnich funkci bunék jako v piipadé C,. Navic
autofi zaznamenali také sniZeni exprese ribozomalnich a histonovych proteind. Z uvedeného
je zfejmé, ze ruzné druhy CNM indukuji rizné bunééné odpovédi a Ze v charakteru tohoto
procesu hraje vyznamnou roli expoziéni koncentrace.”

Je znamo, ze biologickou aktivitu CNM mohou sniZovat ¢i zvySovat jejich povrchové
modifikace/funkcionalizace. Autofi Johnson-Lyles et al. exponovali LLC-PK1 (prase¢i bun-
ky proximalniho ledvinného tubulu) hydroxylovanému fullerenu (fullerenolu) v davkach
0,6-60 mM po dobu 24 nebo 48 hodin. Expozice fullerenolu indukovala bunéénou smrt
a ztratu mitochondridlniho membranového potencialu. Byl naruSen cytoskeleton, doslo ke
kumulaci autofagozomovych vakuol a k depleci ATP. Zajimavé je, Ze navzdory poskozeni
mitochondrialnich struktur nebyla pozorovana zvysena hladina volnych kyslikovych radikalt
(ROS).8

7.2 IN VIVO STUDIE

In vivo studie nefrotoxicity jsou provadény nejcastéji na hlodavcich. Z testovanych CNM
jednoznacné prevazuje grafen a jeho derivaty (napiiklad oxid grafenu; GO). Patlolla et al.
testovali nefrotoxické ucinky GO na potkanech (5 dni; oralni expozice; davky 0, 10, 20
a 40 mg/kg). Expozice zvySovala aktivitu superoxiddismutazy, katalazy a glutatihonperoxi-
dazy a poskozovala funkce ledvin. Byl zaznamenan nartist hladiny sérového kreatininu,
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hladiny BUN (blood urea nitrogen) a hladiny oxidac¢niho stresu, pfestoze se aktivita anti-
oxida¢nich enzymu zvysila. Histologicka analyza potvrdila poskozeni ledvinovych tkani.
Davka 10 mg/kg zptsobovala dilataci tubuld a rendlni tubularni separaci; davka 20 mg/kg
vyvolavala tubularni nekrozu, dezintegraci tubull, degeneraci hematopoetické tkané a eozi-
patologii. V§echny pozorované zmény byly zavislé na davkach.?

Na rozdil od vyse popsanych vysledkt vSak skupina jinych autorti (Karsh et al.) v in vivo
experimentu piitomnost nefrotoxickych ucinkt GO nezjistila. Tito autofi aplikovali potkantim
po dobu jednoho tydne intraperitonealné GO v denni davce 1 mg/kg.10 Zjisténou neshodu by
bylo mozné pfisuzovat rozdilné formé expozice a vyrazné rozdilnym expozi¢nim davkam,
nebot’ Patlolla et al. podavali davky 10—40 mg/kg.

Ve experimentech byla pochopiteln¢ vénovana pozornost i vlivu povrchové modifikace/
funkcionalizace CNM na jejich biologickou aktivitu. Napftiklad Jasim et al. sledovali distribu-
ci GO funkcionalizovaného kyselinou 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovou
(GO-DOTA znaceny radioaktivnim indiem). Po intravendzni aplikaci (50 pg) mysim byl
GO-DOTA detekovan v mo¢i, v mo¢ovém méchyti, ve slinivce a v jatrech.!!

S ohledem na pozitivni nalezy in vitro experimentl byla potencialni nefrotoxicita uhliko-
vych nanotrubic (CNT) testovana rovnéZz i v experimentech in vivo. Naptiklad Lacerda et al.
aplikovali my$im intraven6zn¢ nefunkcionalizované a funkcionalizované MWCNT (funkcio-
nalizace amoniakem a karboxylovymi skupinami; davka 200 pg). Po 24 hodinach od aplikace
byly mysim odebrany vzorky ledvin, jater, sleziny a plic. Z nalezti vyplyva, ze ¢im vyssi byl
stupen funkcionalizace, tim mensi byla jejich akumulace ve tkanich. Nefuncionalizované
MWCNT se akumulovaly témét vyhradné v plicich a jatrech (ne v ledvinach). Vybrané indi-
katory analyz séra a moci neindikovaly fyziologické abnormality u zadného z odebranych
organtl. Autoii se domnivaji, ze kritickym faktorem, vedoucim k mensi akumulaci CNT ve
tkanich a k normalni tkanové fyziologii, je stupen funkcionalizace, a nikoli povaha funk¢énich
skupin.12

K opaénym zavérim dosli Maha Gazia a Mohammed El-Magd, kteti zndmky nefrotoxici-
ty MWCNT popsali. V jejich experimentu byly potkantim intratrachealné podany nefunciona-
lizované a funkcionalizované MWCNT (amylované a obalené polyethylenglykolem — pegy-
lované; davka 1 mg/kg). Nefunkcionalizované a amylované MWCNT zptisobovaly prakticky
stejnou formu poskozeni ledvinové tkang, ktera méla za nasledek sniZeni ledvinovych funkeci.
V histologickych preparatech byly patrné kolabované nebo edematdzni hemoragické glome-
ruly, poSkozené mezangialni a endotelové buiiky a mnoho apoptotickych bunék. V krvi byly
nalezeny zvysené hladiny mocoviny a kreatininu. Pfi¢inu poskozeni autofi pfipisuji zvysené
hladin¢ oxida¢niho stresu, ktera indukovala zanétlivou odpovéd’ a apoptozu. Piitomnost zané-
tu byla potvrzena nartistem hladiny prozanétlivého IL- IL1B a zvySenou aktivitou kaspazy 3.
V ptipadé pegylovanych MWCNT vyse uvedend poskozeni a zmény pozorovany nebyly.!3

Nefrotoxické u€inky CNT popisuji rovnéz Zahra Matouri a Ali Noori, ktefi intraperito-
nealné aplikovali potkanim MWCNT, funkcionalizované karboxylovymi skupinami (davky
2,5, 5, 10 a 20 mg/kg). Po jednom dni od aplikace byla u davek 2,5 a 5 mg/kg nalezena
snizend hladina sérové kyseliny mocové. Po dvaceti dnech od aplikace byly u vSech davek
zjistény snizené hladiny sérové kyseliny mocové a mocoviny. Snizené hladiny kreatininu byly
nalezeny pouze u davek 5 a 10 mg/kg. Histologicka analyza prokazala poskozeni ledvinové
tkané. Zajimavy byl nalez lozisek hyalinu podobné substance, ktera vznikla (pravdépodobné)
v dasledku zvySené aktivity eozinofili a dalSich zanétlivych bunck (bazofili a neutrofillt).
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V kiife a dieni ledvin doslo vlivem expozice ke glomerularni degeneraci, dilataci Bowmanova
pouzdra a degeneraci stény proximalnich tubuld. Poskozeni tkané bylo zavislé na davce.!

Zavérem nutno zminit i pozitivni G€¢inky CNM na organy vylucovaci soustavy. Autofi
Leporatti et al. popisuji ve svém piehledovém c¢lanku antibakterialni aktivitu nanodiamantt
pfi lécbe bakterialnich cystitid (vyvolanych naptiklad bateriemi Escherichia coli), které jsou
¢astou komplikaci nddorovych onemocnéni moc¢ového méchyte. U pacientd s touto diagno-
zou je nutné infekci fesit, nicméné byva problém s pouzitim stavajici farmakologické 1écby.
Autofi se domnivaji, Ze antibakterialni aktivitu nanodiamantt by bylo mozné vyuzit i u rezi-
stentnich bakterialnich druht.!?

7.3 ZAVER

Studii, které se zabyvaji nefrotoxicitou neni mnoho a zavéry nejsou jednotné a jednoznacné,
podobné jako tomu bylo v pfipadé kozni a o¢ni toxicity. Pokud vychazime z principu predbéz-
né opatrnosti a existuji studie, které jistou miru toxicity prokazaly, je nutné s touto toxicitou
pocitat, obzvlasté kdyz pravé mocovy systém muize byt jednou z eliminacnich cest CNM.
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8 NEUROTOXICITA

Uhlikové nanomaterialy (CNM) mohou pronikat i do centralni nervové soustavy (CNS).
Hlavnimi penetra¢nimi cestami jsou systémova cirkulace a horni cesty dychaci (primarné
nosni dutina). Translokace pies hematoencefalickou bariéru (HEB) je vyznamné ovliviiova-
na fyzikalné-chemickymi vlastnostmi CNM a jejich funkcionalizaci. Pies tuto bariéru, ktera
ma za fyziologickych podminek velmi malou permeabilitu, prostupuji snadnéji velmi malé
hydrofobni CNM. V HEB mohou CNM indukovat zanétlivou odpovéd’, poskozovat endotel
a zvySovat jeji permeabilitu, a to zejména v téch oblastech, kde je HEB vice fenestrovana
a osidlena perivaskularnimi mikrogliemi (tyto bunky po stimulaci CNM produkuji prozanét-
livé cytokiny). Uhlikové nano¢astice mohou také narusovat mezibunééné spoje a prostupovat
do CNS paracelularné. Mezi dalsi translokacni cesty 1ze zatadit endocytozu a penetraci CNM
do bungk bez naruseni integrity jejich bunééné membrany (transcelularni transport). Po pri-
niku CNM do CNS mize dochazet k jejich kumulaci v riznych mozkovych kompartmentech.
Variabilita miry kumulace (podle kompartment) je pfitom opét vyznamné ovliviiovana fyzi-
kaln&-chemickymi vlastnostmi a funkcionalizaci CNM.1-3

V piipadech, kdy CNM vstupuji do CNS cestou pies horni cesty dychaci (nosni dutinu),
musi nejdfive pfekonat bariéru mukociliarniho systému, transcelularné nebo paracelularné
prestoupit pres vrstvu slizni¢nich bun¢k a pomoci vazby na receptor penetrovat do neuro-
nl v nosni sliznici. Podél axonli pak CNM prostupuji (transcelularné nebo extracelularng)
z ¢ichového a/nebo trojklanného nervu az do CNS, kde vlivem CNM dochazi k nezadoucim
reakcim a k poskozovani nervové tkané.4-¢ Dostupné literarni zdroje dokladaji, Ze CNM
mohou indukovat neurozanétlivou odpovéd’ a zvySovat hladinu oxidaé¢niho stresu. Oba uve-
dené déje maji ptfimou vazbu na neurodegenerativni procesy, spojené s narusovanim kogni-
tivnich a pamétovych funkci. Nutno vSak doplnit, ze nékteré CNM naopak oxidacni stres
snizuji, redukuji produkci amyloidu a podporuji neurogenezi.”

8.1 IN VITRO STUDIE

Vysledky in vitro studii dokladuji prozanétlivy charakter expozice CNM, narust hladiny vol-
nych kyslikovych radikala (ROS), snizeni viability bunék a indukci apoptozy. Nékteré druhy
CNM sice nevykazuji pfimou toxicitu, nicméné mohou vyznamné zasahovat do fyziologic-
kych pochodt v bunkach a narusit jejich funkce.
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Wang et al. prezentovali studie, ve kterych vystavili buné¢nou kulturu PC12 (bunky
feochromocytomu) expozici nefunkcionalizovanym jednovrstvym uhlikovym nanotrubi-
cim (SWCNT). SWCNT zvysovaly (v zavislosti na davce a dobé inkubace; 0—400 pg/ml /
24-48 h) miru oxida¢niho stresu (produkce volnych kyslikovych radikal; ROS), coz se pro-
jevilo vyraznym poklesem hodnot glutathionu a aktivity glutathionperoxidazy a superoxiddi-
smuzazy, poskozenim bunééné membrany, redukci membranového potencidlu mitochondrii
a snizenim buné¢né viability.8-* K podobnym vysledki dosli i Vaniyamparambath Vijayalaks-
mi, Bindu Sadanandan a Anjanapura Raghu, ktefi exponovali buné¢nou kulturu LN18 (lidské
neurony) nefunkcionalizovanym a karboxylovanym SWCNT (5, 10, 20, 40 pg/ml / 0—48 h).
Oba typy SWCNT pfi expozi¢ni koncentraci 40 pg/ml vyznamné zvySovaly produkci ROS
(po dobu 6 hodin) a hladinu malondialdehydu (po dobu 24 a 47 hodin).!° Neurotoxicitu pro-
kazali rovnéz autoti Visalli et al., ktefi srovnavali G¢inky nefunkcionalizovanych a karboxy-
lovanych mnohovrstvych nanotrubic (MWCNT) na bunéénou kulturu SH-SY5 (lidské linie
neuroblastomu). Buiiky byly exponovany koncentracim 12,5 a 25 pg/ml po dobu az 24 hodin.
V zavislosti na koncentraci a case bylo zji§téno poskozeni DNA, sniZeni bunécné viability,
zvySeni produkce ROS a zvySeni exprese prozanétlivych cytokinii TNFa, IL-1p a IL-6. Vyssi
miru toxicity vykazovaly nefunkcionalizované MWCNT, funkcionalizace mize negativni
vliv MWCNT zmirnit.!!

Bussy et al. porovnali neurotoxicitu ¢tyt forem MWCNT (bez funkcionalizace a funkcio-
nalizované ox-MWNT, ox-MWNTNH,* a MWNT-NH,"; koncentrace 5-50 pg/ml). Expono-
vany byly primarni neuralni a gliové bunky izolované z fetalniho krysiho frontalniho kortexu
a ze striata. Zadna z testovanych forem MWCNT nevykazovala G¢inky na neurony obou &asti
CNS a na gliové burky z frontalni oblasti. V pfipadé¢ gliovych bun¢k ze striata byla zjisténa
snizena buné¢na viabilita (snizeni zavislé na davce). V komplexni gliové kultufe (v niz byly
zastoupeny také mikroglie a astrocyty) doslo vlivem expozice k aktivaci mikroglii (zvyseni
exprese CD11b/c), které efektivnéji pohlcovaly vSechny formy MWCNT a produkovaly vyssi
mnozstvi oxidu dusnatého nez astrocyty. Nejvyssi produkce oxidu dusnatého byla zjisténa
po expozici ox-MWNTNH;*.!2 Pfi zmince o mikrogliich by neméla byt opomenuta studie
autort Li et al., ve které expozice jednovrstvym nanorohtim (CNH) inhibovala prolifera-
ci a indukovala apoptdzu u kultury mySich mikroglii.!® Také autoti Villegas et al. popsali
interferenci MWCNT s funkcemi mikroglii. Interference méla za nasledek omezeni jejich
fagocytarni aktivity a migrace.!# Inhibi¢ni vliv MWCNT na funkce mikroglii miize mit ve
vysledku pozitivni charakter, protoze mikroglie patii k bunikam, které jsou zodpovédné za
zanéty a poskozeni CNS.

Probéhlo téz mnoho experimentd s dalsimi CNM. Studie autorti Larner et al. byla zaméfe-
na na testovani potencialniho neurotoxického vlivu nékolika druht CNM na bunéénou kultu-
ru PC-12. Bunééna linie PC-12 je odvozena z feochromocytomu dien¢ nadledvin potkanti: po
oSetfeni nervovym riistovym faktorem se buniky PC-12 pfestanou mnozit a podstoupi konec-
nou diferenciaci a tim je vytvoren vhodny modelovy systém pro studium diferenciace ner-
vovych bunek. Ve studii byly testovany SWCNT (10-100 pg/ml), fulleren (Cg,; 100 pg/ml)
ananosaze (nano carbon black; nano-CB; 10-100 pg/ml). Vyssi koncentrace CNM zvySovaly
tvorbu §tépnych produktt a-I1-spektrinu (ukazatele naruseni bunééného cytoskeletu a bunécné
smrti) a indukovaly kontrakce bunééné membrany a tvorbu vakuol v cytosolu. Diferencované
buiiky byly v porovnani s nediferencovanymi obecné vnimavé;jsi k cytotoxickému (neuroto-
xickému) u¢inku testovanych CNM.!5 Pokud se jedna o nano-CB, nabizi se zminit jesté praci
Jianga et al., v niz expozice bunééné linie PC-12 nano-CB (davky 0,6 aZ 6 ug/cm?/ 24 hodin)
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vedla ke zvyseni produkce ROS, k nartistu endoplazmaticko-retikularniho stresu a ke snizeni
aktivit antioxida¢nich enzymi superoxiddismutazy a glutationperoxidazy.!®

Velmi ¢asto zkoumanym materidlem z pohledu toxicity je grafen a od n¢j odvozené mate-
rialy, ¢emuz se vénovaly nasledujici pfispévky. Ku piikladu autofi Bramini et al. inkubovali
primarni astrocyty s vicevrstvym grafenem (FLG) a oxidem grafenu (GO) o koncentracich
1 a 10 pg/ml (24-72 hodin nebo 7 dni). Expozice uvedenym CNM nesnizovala bunécnou via-
bilitu ¢i proliferaci, méla vSak za nasledek naruseni metabolismu cholesterolu. To se projevilo
nartstem jeho mnozstvi v membrané. Také byly pozorovany zmény koncentraci intracelu-
larniho vapniku, vedouci k narusovani vzniku spontannich ¢i evokovanych signala. V realné
situaci miZe tento jev ovliviiovat fyziologické interakce mezi astrocyty a neurony.!?

Astrocyty a GO pouzili ve své studii také autofi Rudnytska et al. Byly hodnoceny zmény
v genové expresi astrocytil (mMRNA NAMPT, TSPAN13, BCAR3, BRCA1, PTGS2, PAHAL,
P4HA2, miRNA96-5p a miRNA145-5p) po vystaveni koncentracim 1 a 4 ng GO/ml po dobu
24 hodin. Autofi uvadéji, ze expozice zpisobovala deregulaci exprese vybranych genti; supri-
movala expresi NAMPT, BCAR3 a TSPAN13, a naopak indukovala expresi BRCA1, PTGS2,
P4HA1 a PAHA2. Bylo rovnéz pozorovano sniZeni exprese vybranych miRNA. Z vysledkt je
ziejmé, ze GO zasahuje do exprese astrocytarnich genid a mtize tak ovliviiovat funkce astrocy-
t0.18 Chiacchiaretta et al. inkubovali primarni mysi astrocyty s grafenem a s GO (10 pg/ml /
24 nebo 72 hodin, po dobu 7 dni). Expozice obéma uvedenym CNM vedla k bunécné inter-
nalizaci nanocastic s naslednymi morfologickymi zménami a pfestavbami cytoskeletu.
Vyznamnéjsi zmény indukoval GO, ktery hyperpolarizoval klidovy membranovy potencial
a zvySoval vodivost, expresi Kir4.1 (glial ATP-dependent inwardly rectifying potassium cha-
nnel) a ,,uptake* glutamatu, coz mélo vyznamny vliv na fyziologické funkce astrocytli a na
jejich interakce s ostatnimi nervovymi buitkami.!?

Zajimavé jsou vysledky in vitro studii s vyuzitim organoidd. Organoid je miniaturizovana
a zjednodusSena verze organu (forma in vitro), kterd vykazuje realistickou mikroanatomii.
Byva odvozen z tkanovych bunck, embryonalnich kmenovych bun¢k nebo indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék. Autofi Liu et al. exponovali trojrozmérny organoid mozku
GO (50 pg/ml). Expozice plsobila cytotoxicky, ale nezvySovala produkci toxického super-
oxidového iontu. Pomoci RNA sekvenovani bylo zjisténo, ze expozice GO zvysila expresi
80 genti a snizila expresi 121 gend. Vzhledem ke skutecnosti, Ze se ve vétSiné piipadii jednalo
o geny souvisejici s fyziologii metabolickych cest (véetné lipidového metabolismu), vedl
uvedeny scénaf rovnéz k naruseni lipidomu.20

Vyse uvedené studie ve vétsiné piipadt potvrzuji cytotoxicky ucinek CNM. Ten sice
miiZze nervovou soustavu poskozovat, na druhou stranu by mohl byt vyuzit pfi 1écbé nadoro-
vych a neurodegenerativnich onemocnéni CNS. V kapitole ,,Biomedicinské vyuziti uhliko-
vych nanomaterialti” byly uvedeny priklady transportu 1é¢iv (pomoci CNM) do specifickych
télnich kompartmentt. Timto postupem lze zvySovat efektivitu podané davky a omezovat
nezadouci systémové uc¢inky. Z pohledu nadorovych onemocnéni CNS se jako vhodny kan-
didat na nosice 1é¢iv jevi MWCNT, které po funkcionalizaci snadno penetruji pies HEB.

Navzdory mnoha pokroktim v diagnostice mozkovych nadorti zatim neexistuje G¢inna 1é¢-
ba glioblastomu. Zda se, ze pouziti MWCNT by pfi feSeni tohoto problému mohlo vyznam-
né pomoci. Napiiklad autofi Romano-Feinholz et al. exponovali potkani astrocyty a bunky
gliomu RG2 temozolimidu v kombinaci s nefunkcionalizovanym (nedopovanym) MWCNT
a dusikem dopovanymi MWCN o koncentracich 10-100 pg/ml. U nadorovych bunck
pusobily vSechny MWCNT jako velmi silné adjuvans a podpofily uc¢innost temozolimidu.
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Z vysledkt vyplyva, ze mira bunécné smrti byla pii expozici kombinaci dusikem dopova-
nych MWCN a temozolimidu dvojnasobn¢ vyssi nez pii expozici nedopovanymi MWCNT
a temozolimidem.2! V jinych dvou studiich bylo zji§téno, Ze expozice grafenu (20-200 pg/ml
a 5-100 pg/ml) zvysuje produkei ROS, snizuje viabilitu a indukuje apoptézu u U87 a U118
glioblastomovych bun¢k.22:23

Martinez-Herrera et al. studovali G¢innost fullerenu pfi inhibici agregace amyloidu ,
ktery vytvari plaky spojované s iniciaci a progresi Alzheimerovy nemoci. Modifikované
fullereny (multiaddukty s 4 az 6 dietylmalonyly) modulovaly produkci amyloidovych fibril
a agregatil (bez projevi cytotoxicity vii¢i nervovym burikam) a snizovaly hladinu oxida¢niho
stresu. Vysledky naznacuji, ze modifikovany fulleren by mohl najit vyuziti v 1écbé Alzhei-
merovy nemoci.z*

Vedle vyuziti CNM v oblasti 1é¢by nadorovych a neurodegenerativnich onemocnéni
CNS je nutno zminit také moznost jejich vyuziti v oblasti regenerace nervové tkané. Studie
v odborné literatufe dokladuji, ze pouziti scaffoldii z grafenu, GO ¢i MWCNT podporuje
diferenciaci kmenovych bun¢k do nervovych bunék, posiluje jejich proliferaci, rist axont,
formovani synapsi a pfenos signali.25-26

8.2 IN VIVO STUDIE

Vysledky in vivo studii (zaméfenych na uc¢inky CNM) jsou ve vétsiné pripadt ve shod¢
s vysledky studii in vitro. Byla potvrzena vyvojova neurotoxicita (vice v kapitole ,,Repro-
dukeni a vyvojova toxicita®), naruSovani HEB (zvySeni jeji permeability), nartst hladiny
ROS a indukce a zesileni zanétové reakce.

Autorské kolektivy Maria Aragon a Ekateriny Mostovenko napiiklad popsaly zvySenou
permeabilitu HEB u experimentalnich zvifat exponovanych MWCNT. V obou téchto studiich
byly mysi vystaveny expozici MWCNT (orofaryngealni aspirace, 10 nebo 40 pg/zvite). V prv-
ni zminéné studii byla po ¢tyfech hodinach od aplikace MWCNT pozorovana zanétliva reakcee,
ktera se podilela na zvySovani permeability HEB a indukci reaktivni astrocytozy. V séru byly
zjistény zvysené hodnoty trombospodinu 1. Vyssi davky MWCNT vedly ke tvorbé ,,astroglial-
nich jizev* v CNS a aktivaci mikroglii. Autofi druhé¢ studie zkoumali navic i peptidom mozko-
misniho moku a séra. Vlivem expozice MWCNT se vyznamné meénily koncentrace peptida
zapojenych do fibrinolyzy (fibrinopeptid A) a souvisejicich s poskozenim HEB (homeobox
protein A4) a se zanétem v CNS (transmembranovy protein 131L). Ve vSech ptipadech se
jednalo o ukazatele aktivace astrocytd a mikroglii a ukazatele neurodegenerativnich procest
a nerovnovahy mezi excitaci a inhibici (doslo ke vzniku ,hyperexcitovan¢ho fenotypu*).
Uvedené zmény jsou charakteristické pro rana stadia neurodegenerativnich onemocnéni. 27-28

Autorské kolektivy Aragona i Mostovenko napiiklad popsali zvySenou permeabilitu HEB
u experimentalnich zvifat exponovanych MWCNT. V obou jejich studiich byly mysSi vysta-
veny expozici MWCNT (orofaryngealni aspirace, 10 nebo 40 pg/zvite). Ve studii Aragonova
tymu byla po ¢tyfech hodinach od aplikace MWCNT pozorovana zanétliva reakce, ktera se
podilela na zvySovani permeability HEB a indukci reaktivni astrocytozy. V séru byly zjistény
zvySené hodnoty trombospodinu 1. Vyssi davky MWCNT vedly ke tvorbé ,,astroglialnich
jizev* v CNS a rekrutovani mikroglii. Tviirci druhé studie zkoumali navic i peptidom mozko-
misniho moku a séra. Vlivem expozice MWCNT se vyznamné ménily koncentrace peptida
zapojenych do fibrinolyzy (fibrinopeptid A) a souvisejicich s poskozenim HEB (homeobox
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protein A4) a se zanétem v CNS (transmembranovy protein 131L). Ve vSech piipadech se jed-
nalo o ukazatele aktivace astrocyti a mikroglii a ukazatele degenerativnich procesti a nerov-
novahy mezi excitaci a inhibici (doslo ke vzniku ,,hyperexcitovaného fenotypu®). Uvedené
zmény jsou charakteristické pro rana stadia neurodegenerativnich onemocnéni. 2728

Kromé mysi se provadely také studie na potkanech. Autofi Gao et al. aplikovali potkantim
po dobu 14 dni intraperitonedlné MWCNT v davce 2,5 mg/kg/den a MWCNT s chlorochi-
nem v davce 20 mg/kg/den. Vlivem obou expozic doslo u potkanti ke kognitivnimu deficitu
a histopatologickym zménam v CNS. Zvyseni autofagické aktivity mikroglii po expozici
MWCNT vedlo ke snizeni synapsi, a tedy i funkénim zménam v CNS. Tento jev nebyl pozo-
rovan po expozici MWCNT s chlorochinem, ktery autofagie blokoval 2

Jelikoz se CNM mohou kumulovat také ve vodnim prostiedi, provadi se studie také s vod-
nimi organismy. Autofi Deepa et al. zvolili jako modelovy objekt kapra obecného. Ryby byly
exponovany koncentracim SWCNT 10 a 50 ug/l po dobu 7 dni. Expozice méla za nasledek
indukci antioxidacnich enzymi (glutathion-S-transferazy, superoxiddismutazy a katalazy)
a naruseni mozkovych funkci.2*

V prubchu prenatalniho vyvoje jsou télni buiiky extrémné citlivé na externi a interni fak-
tory (véetné CNM), které touto cestou mohou narusovat vyvoj tkani i celého organismu.
Nékteré studie potvrzuji, ze CNM mohou v prenatalnim obdobi ohrozovat i nervovou tkan.
K testovani prenatalniho rizika expozice CNM byvaji ¢asto pouzivany zarodky ryby dania
pruhovaného. Napiiklad Manjunatha et al. exponovali zdrodky a mladé jedince dania pruho-
vaného grafenu (5-25 pg/l) a GO (0,1- 0,4 mg/ml). Vlivem expozice doslo ke kumulaci obou
CNM v mozkové tkani. Byly popsany zmény délky axonti, zmény v myelinizaci a celkové
naru$eni axondlni integrity.30 V experimentu autorti Caa et al. byly zarodky dania pruhované-
ho vystaveny ucinktim karboxylovaného GO (10, 50, 100 mg/1). Expozice méla za nasledek
neurologické vyvojové defekty spojené se zvySenou aktivitou acetylcholinesterazy a ATPazy.
Doslo k vyznamnému zvyseni hladiny oxidac¢niho stresu a ke zménam exprese gend, které
maji dalezitou roli v neuro-vyvoji (NEUROG1 a GAP43) a ovliviiuji produkci neurotransmi-
terti. Rovnéz byly naruSeny neurotransmiterové cesty vyuzivajici GABA, dopamin a glutamat
(doslo ke snizeni exprese GLUD1 a GABRAI a ke zvysSeni exprese GAT1 a ABAT). Zajima-
vou skutecnosti je, Zze doslo ke zméndm expresi gend, které jsou spojovany s Parkinsonovou
nemoci (snizeni exprese TH, DCTN1 a DJ1 a zvySeni exprese PINK1). Uvedené zmény vedly
k vyraznému naru$eni mobility zarodk.3!

Xiangang Hu, Zhong Wei a Li Mu testovali neurotoxické u¢inky GO u dospélych jedincti
danii pruhovanych a jejich potomkd, které exponovali koncentracim 0,01-1 ug GO /1 vody.
Castice GO translokovaly z vody do CNS viech jedinct, coz vedlo k vyznamnému poklesu
hladiny proteinu Cldn5a, ktery je kliCovou soucasti neuroepitelového bariérového systému.
Zatimco u dospélych jedincii nebyly zjistény znamky neurotoxicity, u jejich potomka doslo ke
snizeni po¢tu neurodopaminergnich neuront a redukcei acetylcholinesterazové aktivity. Byla
téZ zaznamenana zvySena hladina endoplazmaticko-retikularniho stresu, zvySena autofagie
a zvySené hladiny ukazatelll souvisejicich se starnutim (napiiklad nartst f-galaktosidazo-
vé aktivity).32 Na rozdil od vySe uvedenych Hua, Weie a Mua, kteti znamky neurotoxicity
u dospélych jedinct dania pruhovaného nenalezli, autorsky kolektiv Audira et al. tyto uc¢inky
popsal. Po subchronické expozici (14 dnti) grafenu (0,1 a 0,5 ppm) a GO (0,1 a 1 ppm) doslo
v CNS k nartstu produkce ROS, k naruSeni lokomo¢ni aktivity a k naruSeni schopnosti vyhy-
bat se predatorim. Expozice grafenu navic snizovala koncentrace serotoninu, acetylcholinu,
dopaminu a kortizolu.33
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Prenatalni neurotoxicita CNM byla testovana také na savcich. Atsuto Onoda, Ken Takeda
a Masakazu Umezawa aplikovali gravidnim myS§im intranazalné (na nosni sliznici) CB v dav-
kach 2,9, 15 a 73 pg/kg a sledovali vliv této expozice na vyvoj kortexu mlad’at. Z vysledkt
vyplyva, ze v kortexu a v oblastech okolo cév v CNS doslo k naristu exprese GFAP (glial
fibrillary acidic protein) a akvaporinu 4. Zmeéna v expresi korespondovala s analogickou
expresi u starSich zvifat. Soubézné byly pozorovany zmény expresi mRNA spojenych s angio-
genezi, bunécnou migraci, proliferaci, chemotaxi a produkei ristovych faktorti. Je ziejmé, ze
vystaveni matky CB zvySuje riziko nastupu neurodegenerativnich onemocnéni u potomki.34

V nov¢jsi studii stejnych autort byla popsana rovnéz vyvojova neurotoxicita CB a mecha-
nismus, ktery je pravdépodobné zodpovédny za poskozeni. Vystaveni matefského organismu
CB vedlo ke zvySeni endoplazmaticko-retikularniho stresu a kumulaci defektnich a posko-
zenych proteinti u potomkd. Nejvyssi mira stresu byla zachycena v perivaskularnich makro-
fazich a astrocytech.3?

Funkcionalizace CNM miZe vyrazné ménit vlastnosti téchto materiald, a to véetné jejich
toxicity viici tkanim, véetné nervového systému. Toxicita mlize mit omezena, ¢i naopak poten-
covana. Autoii Altwaijri et al. exponovali mysi ¢inkiim GO funkcionalizovaného polyethy-
lenglykolem (GO-PEG). Latka byla aplikovéana intravendzné do ocasni zily v davece 5 mg/kg.
Po jedné a dvou hodinach od aplikace byla zjisténa fragmentace DNA (jedno- i dvouretéz-
cové zlomy), nicméné, po 4 hodinach byla DNA jiz reparovana. Histopatologické vyseteni
exponovanych zvifat (po 1 a 2 hodinach od aplikace) odhalilo apoptdzy a l1éze v CNS. Po
4 hodinach byl také patrny zanét a chromatolyza. Z vysledkd je zfejmé, ze GO-PEG mohou
vyvolavat poskozeni CNS podobné, jako to vidime u nefunkcionalizovanych GO.36

Zavérem jeSté zminime neurotoxicitu fullerend a (Cg)) a nanodiamanti (ND). Neuro-
toxicitu Cy, studovali napiiklad Kreamer et al. V experimentu pouZili C, o dvou riiznych
prameérech (< 200 a < 450 nm), ktery injikovali potkantim piimo do hipokampu. Expozice
obéma fullerentim vedla k naruseni prostorové paméti, snizeni BDNF (brain-derived neuro-
trophic factor) a k narastu oxidacniho stresu. Vyss§i mira toxickych u€inkl byla pozorovana
u Cg, o prumeéru <450 nm.37 Autofi Khosravi et al. exponovali mysi inhalaéné ND (3 pg/m3,
3 hodiny denné¢, 5 dni v tydnu po dobu 30 dni). Podané ND se kumulovaly v plicich, srdci
a mozku. Ve vSech uvedenych tkanich byla zjisténa zvySena mira oxidacniho stresu, naruseni
mitochondridlnich membran a sniZzen4 hladina glutathionu.38

Zavérem nutno zminit 1 nékteré pozitivni u¢inky CNM na CNS. Napiiklad autofi Soligo
et al. popsali experiment, ve kterém MWCNT, intranazalné podané potkaniim, pronikaly
do riiznych oblasti mozku (bulbus olfactorius, striatum, oblast septa, talamus, hypotalamus
a hipokampus) a zvySovaly produkci neuralniho ristového faktoru, coz posilovalo regene-
raéni procesy v CNS.3?

8.3 ZAVER

Centralni nervova soustava je pro nas lidi naprosto krucialni. Jeji poskozeni spojené s poru-
chou mozkovych funkci ndm vyrazné€ snizuje kvalitu Zivota. Je proto dilezité sledovat neu-
rotoxicitu CNM. Vysledky studii, které probehly in vitro i in vivo, naznacuji, Ze nekteré typy
CNM maji potencial poskozovat CNS. Jako u ostatnich organovych systému je poskozeni
CNS spojené hlavné s indukei chronického poskozujiciho zanétu a oxidacnim stresem. Ve
studiich in vivo bylo skutecné zachyceno snizeni mozkovych funkcei u zvirat vystavenych
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CNM. Musime ovSem zminit i fakt, Ze vysledky nejsou zcela jednoznacné a existuji i studie,

stres a podporovat regeneraci CNS. Je tedy potfeba provést dalsi studie, které by nase znalosti
dale rozsitily.
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9 IMUNOTOXICITA

Rostouci produkce a aplika¢ni potencial uhlikovych nanomateriald (CNM) jde ruku v ruce
s narustem rizika jejich ptimého kontaktu s clovékem. Z toho diivodu predstavuji CNM casté
téma toxikologickych studii, v nichZ byva frekventovanym nalezem zvySena produkce pro-
zanétlivych cytokini.! Je tedy zfejmé, Ze v mozném toxickém piisobeni CNM ma esencialni
ulohu imunitni systém. Tato vysoce organizovana, striktné regulovana sit’ specializovanych
bunék a molekul predstavuje nasi obrannou bariéru proti cizim mikroorganismiim a ¢asticim.
Imunitni dohled, ktery zahrnuje rozpoznani a eliminaci vlastnich infikovanych, poskozenych
nebo jinak abnormalnich struktur a bunék, je zaroven kritickym faktorem pro udrzeni vniti-
ni homeostazy. Jeji naruseni pak mize vést ke vzniku chronickych abnormalit vedoucich
k rozvraceni celého systému. Dilezita je téz skuteCnost, Ze slozky imunitniho systému jsou
zastoupeny témeéf v celém organismu, tudiz vzajemna interakce s prostupujicimi CNM je
nevyhnutelna. V ptipadé biomedicinské aplikace miize byt interakce i cilend (adjuvancia,
nosice). Z uvedeného tedy vyplyva naprosta nutnost hodnoceni vzajemnych interakci mezi
CNM a slozkami imunitniho systému.

Jak bylo jiz mnohokrat zminéno a shrnuto v mnoha publikacich, v poslednich letech byly
CNM intenzivné studovany jak pro potencialni biomedicinské vyuziti, tak v ramci mozného
rizika pro lidské zdravi.!-3 Podstatnym faktem je, Zze vétSina CNM, pfevazné nemodifiko-
vanych, mlze pietrvavat v organismu po velmi dlouhou dobu. Ty se pak hromadi nejcastéji
v mezibunéénych prostorach a pfitomnych makrofazich.4> Naopak povrchova uprava jako
oxidace vede ke zménam v reaktivité umoznujici napt. enzymatickou degradaci navazanim
endogennich peroxidaz pochéazejicich z granulocytt.b7 Je ziejmé, Ze specifické funkce prede-
v§im pfirozené imunity se vzdy né¢jakym podilem uc€astni zpracovani, degradace nebo elimi-
nace CNM. Kdykoli béhem téchto procesti muze dojit k poskozeni danych bunék, ptipadné
naruseni jejich primarnich funkci. Takovéto pisobeni zahrnujici cytotoxické, nezadouci imu-
nosupresivni a imunostimula¢ni plisobeni se nazyva imunotoxicita.®

9.1 ROZPOZNANi CNM SLOZKAMI IMUNITNIHO SYSTEMU

Po vstupu do organismu jsou CNM rozeznavany nékolika zptisoby. Dominantni ulohu zde
hraji vrozené imunitni mechanismy (mechanismy pfirozené imunity) zprostiedkované hlavni-
mi efektory piirozené imunity, profesionalnimi fagocyty. Jejich hlavni funkci je identifikovat
rizikové (pfedevsim infekéni) Castice, pohltit je a rozlozit. K tomu vyuzivaji Sirokou skalu
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intracelularnich (cytoplazmatickych) a membranovych receptorti (PRR, pattern recognition
receptors), které rozpoznavaji motivy spojené s poskozenim bunék a tkani (DAMP, damage-
-associated molecular patterns) a evolucné zakonzervované motivy, typicky se vyskytujici
u rtiznych skupin mikroorganismi (MAMP, microbe-associated molecular patterns) a pato-
gennich mikroorganismti (PAMP, pathogen-associated molecular patterns).

Prikladem intracelularnich receptort je skupina NOD-like (nucleotide-binding oligomeri-
zation domain) receptory (NLR), které jsou kromé jiného také soucasti inflamazomu, viz dale.
Vyznamny podil na rozpoznani CNM maji pravdépodobné membranové Toll-like receptory
(TLR), které zahrnuji TLR1, TLR2, TLR4, TLRS a TLR10 zakotvené v cytoplazmatické
membrané, pfipadné TLR3, TLR7, TLR8 a TLRY lokalizované na membranach intracelu-
larnich vackd.? V tomto ohledu hraje kliCovou tlohu vysoce reaktivni povrch CNM, diky
kterému na sebe vazi nejriznéjsi PAMP napf. lipopolysacharid (LPS).

LPS tvoii soucast bunééné stény gramegativnich bakterii a v krvi je rozeznavan pomoci
TLR4, kdy skrze aktivaci transkripcniho faktoru NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-
-enhancer of activated B cells) indukuje produkci prozanétlivych cytokind, jako jsou inter-
leukin-6 a TNF-a (tumor necrosis factor alfa).!® Samotny LPS patii mezi nej¢astéjsi konta-
minanty v chemikaliich a na laboratornich povrsich a diky termostabilité¢ ho nelze snadno
odstranit.!! Z toho vyplyva Casty kontakt s CNM, na které se pomoci hydrofobnich a elek-
trostatickych interakci navaze.!%13 Takto kontaminované CNM se pro fagocyty stavaji 1épe
rozeznatelné a tim padem i vice imunogenni a potencialné cytotoxické.!3 K této situaci ov§em
nedochazi jen v pfipadé CNM, jak vyplyva z nekterych studii, které pozorovaly zesileni
imunitni odpovédi i vici simultanni expozici LPS spolu s nanocasticemi zlata ¢i oxidu tita-
ni¢itého.!4-16 Neni piekvapivé, ze kontaminované nano¢astice mohou byt ve zvySené mife
také fagocytovany.

Nedavna studie provedena na mysich j774.1 makrofazich ukazala na vyssi efektivitu
v pohlcovani vicesténnych uhlikovych nanotrubic (MWCNT) a nemodifikovaného grafenu
v pritomnosti LPS oproti CNM zbavenych pyrogeni, pfi¢emz zaroven dochazelo k aktiva-
ci inflamazomu NLRC4, jehoz hlavnim stimulantem je bakterialni flagelin.!3 Je logické, Ze
navazany kontaminant je fagocytovan spolu s CNM, coz vede k situaci, kdy jeho intracelu-
larni koncentrace znacné prevysuje bézné podminky. Zaroven dochazi k pohlceni i takovych
adsorbentt, které by do bunék jinak nepronikly. CNM vcetné ostatnich nanocastic tedy mohou
fungovat jako takzvané ,,trojské kon&“.13> Nasledna imunitni odpovéd’ pak nemusi odpovidat
,»Cistym™ CNM, coz €asto vede i ke zkresleni dat imunologickych a cytotoxickych testt.

Podobné jako pritomnost kontaminace ovliviiuje rozeznani ¢astic vznik proteinové koro-
ny. Jednim z nejvyznamnéjSich proteint je v tomto ohledu sérovy albumin, ktery po adsorp-
ci na povrch CNM obvykle brani nespecifickym interakcim, které mezi samotnou ¢astici
a bunécnou membranou mohou nastat. Diikazem je in vitro studie, ve které bovinni sérovy
albumin (BSA) snizoval pohlcovani grafen oxidu (GO) buitkami A549.17 Naopak bezsérové
podminky v nedavné studii Yana et al. vedly k nartistu pohlceni uhlikovych tecek THP-1
makrofagy.'® Podobny maskovaci efekt byl potvrzen pro sérovy fibrinogen, gamma globulin
a transferin, pfi¢emZ disledkem byla i niZ$i cytotoxicita.!%-20

Ackoliv proteinova korona moduluje ingesci i cytotoxicitu CNM, zékladem je jejich
struktura a chemické modifikace. Ukazalo se, Ze nehledé na pfitomnost séra, nemodifikova-
né CNT a fullereny jsou schopny pomoci nespecifickych hydrofobnich interakci aktivovat
nékteré TLR a vyvolat zanét spojeny s produkei cytokini.2!22 TotéZ se ov§em neprokazalo
pro GO.2! Na rozdil od CNT, GO a potazmo grafen disponuji planarni strukturou, ktera nabizi
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lepsi adsorbeni kapacitu. Vznikajici proteinova korona tak kromé lepSiho maskovani miize
zvySovat tloustku grafenovych Supin a tim ovlivnit vysledné interakce.?3

Na druhou stranu, navazané proteiny mohou zménit svoji konformaci, coz vede k odha-
leni potencialné vazebnych mist, jak napf. naznacuje studie sledujici vazbu mezi MWCNT
a scavenger receptorem SR-A1.24 Za fyziologickych podminek vaze SR-A1 polyanionic-
ké skupiny a nijak nereaguje s BSA, avSak v této studii byla pozorovana zvysena ingesce
MWCNT prave v pfitomnosti BSA. Autofi navic vyhodnotili efekt jako semiaditivni, jelikoz
dal§im z urcujicich faktorti byla karboxylace MWCNT. Zatimco karboxylované MWCNT
byly snadno fagocytovany mySimi RAW makrofagy a transfekovanymi CHO (mSR-A1) buii-
kami, nemodifikované a amino-funkcionalizované MWCNT ztistaly nepohlcené. Zajimavosti
bylo, ze endocytoza MWCNT vedla ve vysledku ke snizeni poc¢tu volnych receptort na povr-
chu bunék, ¢imz ovlivnila naslednou fagocytdzu béznych SR-A1 agonist(.?

Zvlastni postaveni v rozpoznani CNM ma vazba slozek komplementového systému, ktery
patii mezi zakladni regulacni a efektorové mechanismy vrozené imunity. Po aktivaci které-
koliv ze tii cest (klasické, alternativni i lektinové) dochazi k tvorbé prozanétlivych fragmentt
komplementovych proteinti, které slouzi jako opsonizacni a chemotaktické pisobky vyrazné
stimulujici imunitni odpovéd’. Jednim z mechanismu tcinku je v pfitomnosti bunéénych povr-
chti bakterialnich, nadorovych anebo stresovanych bun¢k sestaveni proteinového komplexu
MAC (membrane attack complex) perforujiciho bunéénou membranu s naslednym kolap-
sem bunky. Jako soucast biokorony tedy komplementové proteiny mohou jednak umoziovat
vstfebavani CNM do bunék, jednak mutiZe jejich interakce vyvolat neregulovanou nezadouci
aktivaci vedouci k patologické imunitni reakci a k naruseni homeostazy.

Jedna z ranych studii prokazala vazbu Clq slozky komplementu na povrch jednostén-
nych (SWCNT) i dvousténnych (DWCNT) trubic, kdy u DWCNT potvrdila aktivaci také
alternativni drahy.26 Vazba C1q byla potvrzena také u nanodiamanti (ND), u kterych vedla
k jejich aglutinaci, ale bez nasledné aktivace komplementové kaskady. Nicmén¢ navazana
Clq usnadnila fagocytézu makrofagy spojenou s jejich aktivaci a produkei cytokinii.2” Wib-
roe et al. prokazali aktivaci komplementu u GO, pficemz mira aktivace souvisela s obsahem
kysliku.2® V zavislosti na funkcionalizaci byl nemodifikovany GO schopen rovnéz §tépit C3
sloZku, ktera iniciuje alternativni cestu aktivace.?® Naproti tomu vazba faktoru H aktivaci GO
inhibovala, pfi¢emz ochrana byla silngjsi nez u albuminu.30

Z uvedeného vyplyva, Ze rozpoznani a naslednou ingesci lze ovlivnit spravnou modifi-
kaci. Za timto ti€elem se nejcastéji voli modifikace pomoci polyethylenglykolu (PEG), ktery
obvykle CNM alespori ¢asteéné maskuje.3!-32 Nicméné nelze zapomenout na vyznam vlast-
nich charakteristik a individuality riznych CNM, kdy v kombinaci s uvedenymi modifikace-
mi mohou negativni reakce také zesilit, ¢i dokonce vyvolat.33

Uvedené vysledky jsou jen malou sondou do slozité problematiky rozpoznani a pohlcova-
ni CNM buitkami. O vysledné reakci tak rozhoduji vlastni fyzikalné-chemické charakteristiky,
tvorba proteinové korony a mozna pritomnost kontaminace. V in vitro experimentech hraje
dilezitou roli i vybér bunééného modelu. Vzhledem k faktu, Ze nanocastice véetné CNM jsou
zpracovany a eliminovany predevsim fagocytarnim aparatem, jsou v rameci imunotoxicity
nejcastéji vyuzivané lidské primarni makrofagy odvozené z kostni diené, leukemicka mono-
cytarni linie THP-1 a z nich odvozené makrofagy, mysi imortalizované makrofagy j774a.1
a RAW264.7, pfipadné mysi primarni makrofagy.3* Hlavnim mechanismem vstupu CNM do
bunék pak byva nejcastéji fagocytdza a receptorem zprostiedkovana endocytoza.24.23.35-37
U mensich ¢astic 1ze pozorovat volnou diftzi, ptipadné makropinocytdzu.33-40 V souvislosti

110



zejména s dlouhymi rigidnimi CNT byva také ¢asto zminiovana nekompletni nebo téz fru-
strovana fagocytdza.*!42 K té dochazi v piipadé, kdy buiika neni schopna pohltit ¢astice
vEétsi, nez je ona sama, a diky naslednému poskozeni bunéénych struktur dochazi k jejimu
zaniku.

9.2 ZANET

Stézejni otazkou pii zkoumani imunotoxicity CNM je jejich schopnost vyvolat nebo utlumit
zanét. Pomineme-li vliv specifickych modifikaci nebo kontaminace, zakladni mechanismus
pusobeni, ktery zahrnuje oxidativni stres a mechanické poskozeni, vychazi z jejich intracelu-
larni distribuce a depozice. Ty zavisi na stejné Skale faktori jako predeslé rozpoznani a vstup.
U profesionalnich fagocytl pozorujeme tendenci uzaviit CNM v endozomech, piipadné fago-
zomech a autofagozomech, coz teoreticky brani dalsimu poskozeni. Jedna se predevsim o ND
a grafenové platky/Supiny (GP).3%43

Buiiky bez fagocytarnich funkei nejsou schopny CNM soustfedit do endozomtl, ¢imz rizi-
ko poskozeni intracelularnich struktur stoupd. Buiiky ztraceji své homeostatické mechanismy
aumiraji. Pfikladem mohou byt B lymfocyty, u kterych byla na rozdil od monocytii prokazana
vys$si citlivost vici karboxylovanym ND, pfestoze pohlcovaly ND nasobné méné. Nicméné
pohlcené ND vyvolaly u monocytti produkci prozanétlivych cytokini.#4 Dalsi studie zalozena
na THP-1 modelu sledovala vysokou akumulaci ND v lysozomech, kdy vSak ND o velikosti
100 nm byly schopné jejich membranu profiznout. To mélo za nasledek uvolnéni katepsi-
nu B a aktivaci prozanétlivé odpovédi.3® Podobny efekt byva pravidelné nachazen u CNT,
kdy zajména dlouhé rigidni trubice pronikaji membranou intracelularnich vacka a vysledné
poskozeni v kombinaci s oxidativnim stresem aktivuje inflamazom, hlavni mediator zanétu
vyvolanym nano¢asticemi.*—47

Z obecného hlediska je inflamazom cytoplazmaticky makromolekularni komplex, ktery je
sestavovan na zaklad¢ identifikace signalti nebezpeci pochazejicich z infekénich agens PAMP
a MAMP nebo signali poskozeni bunky DAMP. Vysledkem je konverze neaktivniho pro-
teolytického enzymu prokaspdzy-1 na aktivni formu, ktera nadale méni prekurzory cytokint
pro-IL-1P a pro-IL-18 na biologicky ti¢inné formy IL-1f a IL-18. Dochazi k zanétlivé reakei,
ktera za extrémni situace muze vyustit v zanétlivou smrt buiiky, pyroptozu.8

Inflamazom existuje nékolik typti, pfi¢emz z hlediska imunotoxicity nanomateriala se
jevi jako klicovy inflamazom NLRP3 (nod-like receptor family pyrin domain containing 3).4
Dosud byly popsany tii cesty aktivace NLRP3. Nejvice probadana je tzv. kanonicka cesta
u makrofagt, kterd vyzaduje dva signaly. Prvni signal (priming) pochazi obvykle z prosttedi
mimo buiiku a poskytuji ho casto struktury patogent (PAMP), napt. LPS. Diky nému dojde
k aktivaci signalni drahy NF-kB a piepisu gentli pro prekurzory kaspazy-1 a IL-1B. Druhy
signal, pochazejici obvykle z vnitiniho prostiedi buiiky, poskytuji patogeny proniknuvsi do
cytoplazmy, nebo vychdzi z poskozeni a stresu burniky. Pravé druhy signal iniciuje vlastni
aktivaci NLRP3. Nekanonickou aktivaci NLRP3 zahajuji endogenni kaspaza-4 a kaspaza-5
(u mysi kaspaza-11), které specificky vazi LPS intracelularnich patogent. Nasledkem toho
se uvolnuje ATP, které ptisobi jako autokrinni stimulator. Dochazi k tvorbé velkého mnoZzstvi
membranovych porti a nakonec osmotické 1yze builky, pyroptoze.’® Nejméné prozkoumana
tzv. alternativni cesta aktivace NRLP3 je charakteristickd pro monocyty. Lisi se absenci dru-
hého signalu, kdy k plné aktivaci sta¢i samotna stimulace LPS.5!

111



Jak bylo zminéno, jednim z disledkt akumulace CNT a ND ve fagocytech je uvolnéni
katepsinu B, ktery je zaroveil druhym signalem pro kanonickou cestu aktivace NLRP3. Z toho
vyplyva, Ze jejich (hlavné CNT) prozanétlivy potencial zavisi na jejich intracelularni koncen-
traci. Keshavan et al. ve své praci porovnavali vliv tfi typit MWCNT na THP-1 a primarni
makrofagy a z HL-60 odvozené neutrofily. Zatimco u makrofagt, které ¢ile fagocytovaly,
doslo v piipadé dlouhych MWCNT k pyroptdze, neutrofily, které MWCNT nepohlcovaly, si
zachovaly svoji Zivotnost.>2 Podobné tomu bylo u bunééné epitelialni linie A549 pti srovnani
s THP-1 a mysimi NR8383 makrofagy, kdy pfednostni fagocytdza trubic makrofagy u nich
vedla k uvolnéni chemokint IL-8 a CXCL1.53

Kromé¢ aktivace inflamazomu miize poskozeni lysozomti CNM vést také k naruseni pro-
cesu autofagie.>* Autofagie je komplexni mechanismus, ktery obvykle zajist'uje bunééné pte-
ziti odstranovanim nespravné slozenych nebo agregovanych proteind a poskozenych organel
nebo eliminaci intracelularnich patogent.. V piipadé nutri¢ni deprivace mtize autofagie buiice
zajistit energii a zZiviny metabolizaci ¢asti cytoplazmy. Navic piisobi modulacné a je jednim
z inhibitort inflamazomu.>3 DileZitou etapou autofagického procesu je obklopeni vetielce
dvojitou membranou a vytvoieni autofagozomu. Nasleduje splynuti autofagozomu s lysozo-
mem, které vede k usmrceni a rozkladu patogenu. Poslednim krokem je prezentace antigen-
nich peptidl ziskanych z vetelce imunitnim buiikdm v kontextu s HLA molekulami. Pfipadné
naruseni nékterého z téchto krokl napt. destabilizaci lysozomu CNT miize vést k selhani tzv.
autofagickéhu toku a k smrti buiiky.?6-7

V kontrastu s CNT, nemodifikovany ,,Cisty* grafen ve formé GP, které ziejmé zistavaji
uzaviené v intracelularnich vaccich, sim o sob& prozanétliveé ani cytotoxicky neplsobi.43:38.59
To doklada i in vivo studie zkoumajici inhalacni expozici a naslednou distribuci GP v potka-
nim modelu. Autofi zde potvrdili, Ze inhalovany grafen byl pohlcen alveolarnimi makrofagy
bez dalsiho efektu na plicni tkan.>

Na druhou stranu, u modifikovaného grafenu, nejcastéji GO, byva hodnoceni prozanétli-
vého uc€inku ve svych vysledcich vyrazné méné konzistentni. Starsi studie uvadély moznou
aktivaci TLR4 a TLR9Y s naslednou kumulaci autofagozomi spojenou s poskozenim cytoske-
letu, tvorbou prozanétlivych cytokinii a buné¢nou smrti.¢%-6! Bohuzel zde nebyl diskutovan
mozny vliv kontaminace. Jina studie hodnotici GO zbaveny LPS cytotoxické ucinky nepo-
tvrdila. U pfedstimulovanych makrofagt (priming) vsak doslo k aktivaci NLRP3. Autofi
diskutovali moZny mechanicky stres.62

Jako dalsi z mechanismi prozanétlivého pisobeni GO byl navrzen mozny vliv na lipido-
vou dvojvrstvu, kdy dochazi k jejimu naruseni v disledku ,,vytrhavani® lipidovych raftt pfi-
mym kontaktem s povrchem GO. Tento efekt je obzvlaste dilezity pti kontaktu s neutrofily,
kdy se vlivem naruSeni jejich membrany vytvari tzv. extracelularni neutrofilové pasti (NET)
a neutrofily hynou NETotickou smrti.®3:6¢4 Bohuzel, piestoze je GO jednim z nejvice studova-
nych CNM, jednoznac¢né vysledky stale chybi. Podobné jako u ostatnich CNM je zkoumany
zanétlivy ucinek zavisly na souctu mnoha faktort a ¢asto pomijené hodnoceni biologické
kontaminace mizZe vysledna data zna¢n¢ ovlivnit.

9.3 IMUNOMODULACE

Jako vysoce integrovany a dynamicky nastroj musi imunitni systém reagovat na mnoho
stimuli zaroveni. Béhem toho zajistuje spravné rozeznavani, zpracovani a eliminaci jak
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vlastnich poskozenych ¢i nadorovych bunék, tak vnéjsich patogend. Soucasné musi své piiso-
beni regulovat a zah4jit reparaci poskozenych tkani. Nanocastice, které postradaji atributy
infek¢niho agens, a tudiz pfimo nevyvolavaji akutni cytotoxické ani prozanétlivé reakce,
mohou tyto funkce ovlivnit. Plati to zejména pro CNM, které setrvavaji v organismu dlouhou
dobu a nemetabolizuji se. Dobrym pfikladem jsou vyse zminéné nemodifikované GP, u kte-
rych nebyl pomoci monocyto-makrofagovych modell prokazan zadny, nebo jen minimalni
prozanétlivy vliv. Naopak se zd4, Ze endocytoza GP vede u lidskych izolovanych monocytt
k jejich lepSimu prezivani a diferenciaci. Pozorovan byl téz vliv na zesileni cytokinové odpo-
v&di na stimulaci vybranymi mikroorganismy.5?

K podobnym vysledktim dosli Lebre et al. u mySich makrofagti derivovanych z kostni
drené. Zjistili, Ze pfitomnost grafenu zesiluje tvorbu IL-6 a TNF-a po stimulaci TLR ago-
nisty a ze grafen patrn¢ podporuje jev, kterému se fika ,,trénink vrozené imunity* nebo také
»pfirozend imunitni pamét.% Analogicky s adaptivni imunitou zajist'uje tento jev vyraz-
néjsi sekundarni odpovéd’ vrozené imunity na opakovany stimul patogenem. Pfedpoklada-
nym mechanismem jsou metabolické a epigenetické zmény vyvolané opakovanymi kontakty
s cizorodymi ¢asticemi a patogennimi stimuly.6”

Jak bylo feceno, zékladnim mechanismem reakce na poskozujici nebo nebezpecny podnét
je zanét. Klicova je jeho regulace a vyvazenost, tzn. maximalni tiroveni obranného zanétu
s minimalizaci jeho poskozujici slozky. Regulaci zanétu zajistuji humoralni i bunééné mecha-
nismy imunity. Jednim z nich je polarizace monocyto-makrofagového systému do jednotli-
vych subpopulaci. Zakladni subpopulace se oznacuji M1 a M2, pficemz M1 subpopulace je
prozanétliva a zesiluje imunitni odpovéd, kdezto M2 subpopulace je regulacni, Gcastni se
tlumeni imunitni odpovédi a napomaha regeneraci a hojeni tkani poskozenych zanétem. Pola-
rizace monocyto-makrofagového systému do M1 a M2 je velice efektivni a dtlezitd soucast
imunitni odpovédi a je spojena s metabolickymi a genetickymi zménami bunck.

Bylo prokazano, ze CNM mohou do tohoto procesu vstupovat. Kuptikladu v jedné stu-
dii byl sledovan vliv fragmentovanych GP na mitochondrialni kapacitu lidskych a mysich
makrofagli v zavislosti na polarizacnim stavu bun¢k. Autofi studie vyhodnotili pfevladajici
rofagli do M1 nebo M2 byla studovana u celé fady dalSich CNM. Kinaret et al. zjistili, ze
zatimco grafitova nanovlékna preferen¢né polarizovala THP-1 makrofagy do M1, dlouhé
CNT vyvolaly polarizaci M1 i M2 a kratké MWCNT polarizovaly makrofagy do M2. Vsech-
ny tii typy testovanych CNT vyvolaly produkci IL-1B, ale v pfipadé¢ MWCNT bez zmény
dalsich polarizaénich znaki.%® Zhang et al. zkoumali efekt SWCNT a MWCNT na mys$i
alveolarni makrofagy. Nanotrubice vétSinou v prvnim kroku ménily fenotyp makrofagti do
M1, ale pfi delsi expozici doslo k pfesmyku na fenotyp M2. Navic kondiciované médium od
M2 makrofagt sekretujicich TGF-B (transforming growth factor) vyvolavalo in vitro dife-
renciaci fibroblasti.”? Zda se, Ze necytotoxické hladiny CNT obecné podnécuji makrofagy
k urcité autoregulaci. Tato zjiSténi by mohla vysvétlovat negativni roli inhalovanych CNT
v rozvoji plicni fibrozy.

Piesny mechanismus, jakym CNM pulisobi metabolické a epigenetické zmény predcha-
zejici tvorbeé pfirozené imunitni paméti a zménam polarizace u monocyto-makrofagového
systému, neni zatim jasny. Svoji roli v ném muize hrat autofagie, ktera je casto s CNM spojo-
vana, a u cirkulujicich monocyti je esencialni pro jejich pfezivani a naslednou diferenciaci.”!
Za fyziologickych podminek autofagie brzdi sestaveni inflamazomu a produkci prozanétli-
vych cytokini. AvSak data nékterych studii, ktera dokladaji zvySenou produkci prozanétlivych
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cytokint, tento mechanismus spiSe vyvraci.®372 Vedle toho situaci komplikuji i zmény cytos-
keletu, které probihaji pfi endocytdze a nasledném pokusu o zpracovani a eliminaci CNM
burnikou. Nelze vyloucit, ze sama endocytoza spolu s reorganizaci cytoskeletu mize poskyt-
nout dostateény signal pro preZiti a diferenciaci butiky.”3-74 Ptipomefime téz dilezity fakt, Ze
pfimé ovlivnéni cytoskeletu, napf. reakei s aktinovymi vlakny, byva pro CNM pozorovano
fadou autor(.38.75.76 Efekt na cytoskelet by mohl byt i neptimy pfedevsim pii nadmérné aku-
mulaci CNM v cytoplazmé, kdy jsou jednotlivé organely a cytoskeletalni vlakna jednoduse
,Hutlaceny*.

V ramci hodnoceni imunomodula¢niho potencialu CNM je nutné zminit dendritické bun-
ky. Ty predstavuji nepostradatelnou bunécnou populaci, jejiz zakladni funkci je prezentace
antigennich peptidi spolu s kostimula¢nimi a prozanétlivymi signaly T lymfocyttiim. Den-
dritické bunky tvofi hlavni spojeni mezi pfirozenou a adaptivni imunitou a rozhoduji o tom,
do jakého subsetu se bude naivni T lymfocyt po kontaktu diferencovat: zda bude imunitni
odpoveéd zaloZena na produkci protilatek (742 subset), nebo zda budou zapojeny bunécné
mechanismy jako cytotoxicita a zesilena fagocytéza (Thi subset). Naruseni jejich funkce
tedy pfedstavuje vyznamné riziko pro fungovani celého imunitniho systému.”” Vliv riznych
variant GO na buné¢nou linii dendritickych bun¢k DC2.4 zkoumali Yang et al. Zjistili, ze jed-
novrstvy GO vyvolaval agregaci bun¢k bez vyrazného cytotoxického u€inku. Vicevrstvy GO
byl naproti tomu cytotoxicky a vyvolaval produkei reaktivnich forem kysliku (ROS). V obou
ptipadech doslo k produkci TNF-a bez produkce IL-6. V nésledujicim experimentu vSak
jednovrstevny GO stimuloval zvySeni produkce TNF-a i IL-6 vici LPS, na rozdil od vicevrst-
vého GO, kde pravdépodobné vlivem cytotoxicity doslo k inhibici.”® Zhou et al. pro zménu
zkoumali vliv lateralni velikosti GO na jeho schopnost interagovat s buné¢nou membranou.
Zjistili, ze se malé ¢astice GO snadnéji internalizovaly, zatimco vétsi adherovaly k membrané
a zpusobily zmény exprese adheznich molekul, zejména ICAM-1, ktera je nezbytna pro inter-
akci dendritickych bunc¢k s T lymfocyty. Néaslednou kokultivaci s T lymfocyty potvrdili tvorbu
buné&énych shluki indikujici zesileni T lymfocytarni aktivity.” V obdobné studii velké astice
GO zvySovaly u dendritickych bun¢k diferencovanych z monocyti expresi kostimulacnich
molekul CD80 a CD83 a napomohly tak k jejich maturaci.®0 Navazani PEGu a vybér men-
Sich GO tento efekt inhiboval, coZ znovu potvrzuje esencialni role modifikace a velikosti.8!

Pozitivni vysledky nepfimé prozanétlivé modulace pomoci CNM byly pozorovany rovnéz
in vivo s vyuzitim zvitecich modelti nemoci. Rada z nich se zaméfila na hodnoceni alergické
reakce (konkrétn¢ hypersenzitivitu typu 1). Park et al. ve své praci exponovali mysi riznym
davkam MWCNT. Nasledna analyza vzorkt krve a bronchoalveolarni lavaze odhalila spolu
se zvySenym poctem neutrofilti i vy$si hladinu prozanétlivych cytokint. K nejvyraznéjsimu
nartstu doslo u IL-4, IL-10 a IL-5, coz svéd¢i o aktivité proalergického Th2 subsetu pomoc-
nych induktorovych T lymfocyti.32

Obdobnych vysledki dosahli Inoue et al., kdy po soubézné intratrachealni expozi-
ci ovalbuminu a MWCNT doslo oproti samostatnym expozicim (placebo, ovalbumin,
nebo MWCNT) k silngjsi aktivaci alergického zanétu s tvorbou protilatek IgE.83 Podobny
pokus prezentovali Nygaard et al. Mysi vystavoval pisobeni ovalbuminu a dvou typtit CNT
(MWCNT a SWCNT). V obou pfipadech slouzily CNT jako adjuvans zvySujici produkci
ovalbumin specifického IgE.84

Opacné vysledky piinesly experimenty s GO, ktery produkcei IgE inhiboval, nicméné na
mys$im modelu astmatu byla pozorovéana zvysena hyperreaktivita a remodelace (hyperplazie
gobletovych bunék spolu s hypertrofii hladkého svalstva).85 Vysledky t&chto studii naznaéuji,
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ze CNT obecné mohou stimulovat alergicky zanét v podob¢é Th2 imunitni odpovédi. Slouzi
vsak spiSe jako adjuvans nez pfimy alergen. To je obzvlaste dulezité za situace, kdy alergeny
adheruji k jejich povrchu. Vysledna alergicka reakce tim tedy miize byt zna¢né ovlivnéna.
Jak bylo zminéno, CNM mohou také pfispivat k nevratné remodelaci tkani dychacich cest
a zhorSovat tak pribéh chronickych plicnich onemocnéni. K tomuto tvrzeni pfispiva studie
provedena Beyelerem et al., jejichz DWCNT v davce 0,08 pg/cm? podané intratrachealné
zesilily akumulaci a aktivaci makrofagti a dendritickych bunék v plicnim parenchymu mysiho
modelu chronické obstrukéni choroby plic.8¢ Soliman et al. pak navic prokazali, Ze chronicka
expozice MWCNT je spojena se zvySenou aktivaci a akumulaci alveolarnich makrofagt, coz
vede k zanétu a tvorbé granulomi.8?

CNM ovsem nemusi byt pouze prozanétlivé. Modelovym piikladem mutze byt pra-
ce Dellingera et al., jez zkoumala vliv fullerenti na revmatoidni artritidu v mySim mode-
lu. Peritonealni administrace fullerenti vedla k jejich hromadéni v afektovanych kloubech,
kde vyvolavaly utlum zanétu spojeny se snizenim eroze, redukci zanétlivé chrupavcité tkane
a poklesem hladiny TNF-0.88 Zajimavych vysledkl doséhli Babu Mija a Rajiv Saxena pfi
vyzkumu vlivu modifikovanych SWCNT na mysi model akutni i chronické reakce $tépu
proti hostiteli.8? Tato neZadouci reaktivita vznika po HLA neshodné transplantaci kmenovych
buné¢k krvetvorby u pacientd s krevnimi malignitami, pfipadné jinymi diagnézami. Novy,
transplantovany imunitni systém napada a ni¢i bunky raznych tkani prijemce. Nejcastéji jsou
postizeny GIT, kiize, dychaci systém a ledviny. Je nutné podavat imunosupresivni 1éky, mnoh-
dy dozivotné. Ve zminéné studii vedlo intraven6zni podani SWCNT ke snizeni proliferace
T i B lymfocytl a omezeni tvorby cytotoxickych T lymfocyti a protilatek specifickych proti
hostitelskym antigentim.®?

Tlumivy efekt konkrétné grafenovych kvantovych tecek (GQD) objevili i Tosic et al.
Zjistili, ze GQD utlumily zanét v nervové tkani potkant trpicich autoimunitni encefaliti-
dou. Vysledkem intraperitonealni expozice bylo zmirnéni ptiznakd, snizeni demyelinizace
a infiltrace centralniho nervového systému imunitnimi bunikami, snizeni poskozeni axont,
a ve vysledku ovlivnéni vitality nervovych bunék.?0 Uhlikové te¢ky (CD) vykazuji obec-
né imunosupresivni efekt pravdépodobné kviili jejich antioxida¢nim vlastnostem. Napiiklad
CD syntetizované z kyseliny citronové a glutathionu uspésné inhibovaly zanétlivou odpo-
véd’ vyvolanou LPS na modelu mysich makrofag J774A.1 utlumenim signalizace NF-xB
a tvorby IL-12 a vychytavanim kyslikovych radikald.®! V jiném experimentu CD vyrobe-
né z melasy tlumily produkci oxidu dusnatého stimulovanou LPS na modelu makrofagt
RAW 264.7.92

Velmi komplikovanou a obtizné uchopitelnou otazkou je interakce nanocastic s mikrobio-
tou stfeva, kiize a sliznic. Jedna se o velmi komplexni ekosystém zahrnujici desitky az stov-
ky riznych mikrobialnich a mykotickych species. Jejich pfinos pro ¢lovéka je bez diskuze,
a kromé¢ nutri¢nich benefiti je mikrobiota esencialni pro nastaveni optimalni stfevni bariéry
proti patogennim mikroorganismiim. Uloha mikrobioty je viak daleko komplexngjii. Zasadni
je modulaéni efekt na imunitni systém, zejména v nastaveni tolerance vici riznym mikro-
bialnim i potravnim antigenim. Regulacni buiiky diferencované v mukéznim imunitnim sys-
tému byly nalezeny i ve vzdalenych nikach organismu, naptiklad v centralnim nervstvu. To
dalo vzniknout predstavé, Ze stfevni mikrobiota mtize ovlivnit vznik a prib¢h autoimunitnich
onemocnéni, jako je napt. roztrousena skleréza.?3-4 CNM mohou stievni mikrobiotu ovlivnit
predev§im svym moznym selektivnim antimikrobidlnim ti€¢inkem na nékteré kmeny bakterii
a tim mohou narusit osidlovaci vzory na sliznicich. Jako piiklad mtizeme uvést Cisty grafen,
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ktery v koncentracich okolo 100 pg/ml podporuje butyrat produkujici mikroorganismy, jako
jsou Clostridium fimetarium, Clostridium hylemona a Sutterella wadsworthensis.>

Dosud prezentované vysledky jasn¢ ukazuji, ze CNM mohou mit zdsadni imunomodu-
jiné a za jinych podminek mohou naopak imunitni odpovéd’ podporovat a zanétu napomahat.
Specialni pozornost se musi vénovat pfedevsim takovym CNM, které na prvni pohled samy
0 sob¢ zadnou, at’ uz cytotoxickou, nebo prozanétlivou odpovéd’ nevyvolavaji, avsak mohou
slouzit jako adjuvans ¢i dalsi signal.

9.4 ELIMINACE

Pro vyuziti CNM v medicin¢ je z4sadni biodegradabilita — schopnost organismu odstranit
z téla nezadouci materialy. CNM jsou ze své podstaty velmi odolné a Spatné degradovatelné.
Nicméné je mozné je za urcitych podminek eliminovat. Dtlezitou tlohu v tom ma prave
imunitni systém. Jednim z faktord urcujicich biodegradabilitu CNM je pomér uhliku a kysliku
(C/0O) ve struktufe castice a jeji hydrofilni charakter. Kotchey et al. ve své studii ovéfili, ze GO
1ze narusit kienovou peroxidazou.?® Podobné myeloperoxidaza (MPO), ktera se nachazi v gra-
nulech neutrofilti, byla schopna degradovat GO v pfitomnosti stop peroxidu vodiku, pficemz
efektivita byla imérnd mnozstvi karboxylovych skupin a mife stability ve vodném prostiedi.”

V jiné studii neutrofily produkovaly myeloperoxidazu v pfitomnosti SWCNT navzdory
jejich pokryti PEG.?7 V in vivo studii provedené na MPO knockoutovanych mysich byl oproti
divokym kmentim sledovan pokles degradace, coz je v souladu s pfedeslymi in vitro studie-
mi.?8 In vitro byl také proveden pokus degradovat GO pomoci eozinofilni peroxidazy (EPO)
v pfitomnosti peroxidu vodiku a bromidu sodného. Piestoze byla degradace nekompletni,
objevila se jiz po 90 hodinach od expozice.® Pozorovani potvrzuje i star$i studie Ardona et
al., kteti pouzili EPO z lidskych a my$ich eosinofilti pro degradaci oxidovanych SWCNT.%?

Na degradaci CNM by se mohla podilet také NADPH oxidaza a s ni souvisici enzyma-
tické systémy Ucastnici se tzv. oxidativniho vzplanuti pii aktivaci fagocyti. Jejich role byla
potvrzena opét Kaganem et al., jiz zkoumali degradaci oxidovanych SWCNT peroxinitri-
tem z aktivovanych THP-1 makrofagl. Schopnost stépit SWCNT byla také vyrazné snizena
u NADPH deficitnich mysi.100

Podobné vysledky vysly ve studii Houa et al., v niZ porovnavali degradaci ¢istych, oxido-
vanych a OH-substituovanych SWCNT na modelu RAW264.7 bunék. Respiracni vzplanuti
u modelovych bun¢k bylo dle predpokladu ucinné pti degradaci oxidované a OH varianty,
naproti tomu ¢isté SWCNT, které reaktivni mista postradaji, degradaci odolaly. 10!

9.5 ZAVER

Zavérem lze fict, ze jakozto rodina exogennich ¢astic nabizi CNM Sirokou $kalu moznych
interakci s imunitnim systémem. V zavislosti na jejich formé¢, velikosti, tvaru, funkcionalizaci
a Cistoté mohou bud’ pfimo vyvolat zanét, nebo ptisobit nepfimo modulaci zakladnich funkei
imunitnich bunék, kdy tyto zmény nemusi nutné korelovat se zvySenou cytotoxicitou.
Prezentované vysledky naznacuji, Ze tvar a velikost jsou rozhodujici vlastnosti ovliviiu-
jici pfimé prozanétlivé ucinky CNM a nasledné chovani imunitnich bun¢k. Imunitni systém
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funguje jako vysoce organizovana sit’ a v disledku toho mize naruseni jedné casti ovlivnit
cely systém. Musime vzit v tivahu, Ze kumulace CNM v lidském téle, zejména v plicich,
miiZze mit negativni vliv na imunitni obranu proti béZznym patogentim. Na druhou stranu, pfi
peclivém navrhu a charakterizaci CNM jsou jejich imunomodulacni vlastnosti atraktivni pro
biomedicinské aplikace. Tyto aplikace jsou zaloZeny bud’ na pfimém uc¢inku CNM, nebo na
ucinku, ktery maji CNM ve spojeni s jinymi materialy nebo reagenciemi.

Bohuzel je evidentni, Ze v nasich znalostech jsou stale mezery. Celkové vzato je hodno-
ceni imunotoxického potencialu CNM zasadnim ukolem, i kdyz ne snadnym, a pozornost
by méla byt vénovana nejen spravné charakterizaci a vylouceni kontaminace, ale také slo-
zeni média. Nezbytnym krokem je také doplnéni modeld lidskych primarnich bunék, nebot’
bychom mohli snadno piehlédnout casto opomijené, ale velmi dilezité vzajemné ovliviiovani
probihajici béhem bunécné komunikace.
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1 O GENOTOXICITA

Genotoxicita je definovana jako poskozeni genetického materialu v disledku ptisobeni vnéj-
§ich i vnitinich faktord, které vede k naruseni stability DNA a RNA, indukuje zlomy fetézct
DNA/RNA, tvorbu DNA aduktti, mikrojader a kiizovych vazeb, genové mutace, chromozo-
malni aberace a interferuje s mechanismy reparace DNA. Z odborné literatury vyplyva, ze
uhlikové nanomaterialy (CNM) genotoxickym potencidlem disponovat mohou.!

Poskozeni DNA (genotoxicky Gcinek) miize byt vyvolano pfimymi ¢i nepfimymi mecha-
nismy. Za pfimé mechanismy jsou povazovany situace, kdy CNM pronikaji az do bunécného
jadra a interaguji pfimo s DNA nebo s proteiny asociovanymi s DNA. Tyto mechanismy
vedou k fyzickému poskozeni genetického materialu a/nebo intranuklearni agregaci proteint,
coz ma za nasledek inhibici transkripce, replikace a bunééné proliferace, stejné jako nesta-
bilitu genomu, vznik zlomi DNA a chromozomu a zvyseni rychlosti vzniku mutaci. Nepfi-
mé mechanismy zahrnuji poskozeni DNA, ke kterému dochazi bez piimé fyzické interakce
s CNM. Mezi tyto d&je jsou fazeny interakce s délicim aparatem a centrozomy a indukce
bunécnych odpovédi (oxidacniho stresu, aberantnich signaliza¢nich reakci, deregulace bunéc-
ného cyklu, disrupce mitochondrii a zanétu).24

Utinky CNM jsou obecné ovliviiovany lateralnim rozmérem, poétem vrstev, tvrdosti,
hydrofobicitou a povrchovou funkcionalizaci. Tyto vlastnosti reprezentuji klicové faktory,
které predurcuji osud CNM v buice i v celém organismu (vCetné projevi genotoxicity).
Napfiklad grafen s malym lateralnim rozmérem ma vétsi genotoxicky potencial ve srovnani
s grafenem s velkym lateralnim rozmérem. Diivodem je jeho schopnost Gi¢inné pronikat pies
bunécnou membranu do intracelularniho prostoru. Zde se hromadi v cytosolu a v blizkosti
jadra, pronika jadernou membranou a interaguje piimo s DNA. Grafen s velkym lateralnim
rozmérem zpusobuje oproti tomu poskozeni DNA nepfimym mechanismem, zejména cestou
indukce tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS).5-

Poskozeni genetického materialu buiiky vnéj$imi a vnitfnimi faktory je spojeno se zvyse-
nym rizikem vzniku nadorovych ¢i chronickych zanétlivych onemocnéni a pred¢asnym timr-
tim.” Mezi nejéasté&ji pouzivané metody pro hodnoceni genotoxického potencialu chemickych
a fyzikalnich faktorl patfi bakterialni Amesuv test, test detekce zlomi fetézci DNA (kome-
tovy test), test fosforylovaného histonu H2AX (YH2AX) a cytogenetické testy (micronucleus
test a test chromozomalnich aberaci).8-2
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10.1 /N VITRO STUDIE

Dosud nejvice studovanymi CNM jsou mnohovrstvé uhlikové nanotrubice (MWCNT). Tyto
nanomaterialy mohou poskozovat DNA jak piimo (tvorbou chromosomalnich zlomit), tak
i nepiimo (zvySenou produkci ROS nebo ovliviiovanim bunééného déleni cestou naruso-
vani funkce centrozomti a tvorbou mono- nebo polypolarnich centrozomi). MWCNT maji
strukturni podobnost s mikrotubuly a mohou interferovat s procesy, v nichZ se mikrotubu-
ly uplatiiyji, coZ vede nasledné k naruseni mitdzy.!%!1! Nanotrubice MWCNT-7 byly ozna-
¢eny jako mozny lidsky karcinogen (skupina 2B dle klasifikace International Agency for
Research on Cancer; IARC). Zprava poradni skupiny pro doporucené priority pro IARC
monografie (Report of the Advisory Group to Recommended Priorities for the TARC Mono-
graphs) pro obdobi 2020-2024 zdiraziuje potfebu zkoumat toxicitu, a zejména genotoxicitu
MWCNT.12.13

Pro studium genotoxickych u¢inki MWCNT jsou pouzivany zvifeci i lidské bunééné
linie, s preferenci bunéénych linii odvozenych od tkani respira¢niho traktu (inhalace je pfed-
pokladanou majoritni cestou expozice). Napfiklad autofi Fraser et al. hodnotili genotoxi-
citu sedmi typit MWCNT a dvou typt uhlikovych nanovlaken (CNF). Exponovali buiky
BEAS-2B (bronchial epithelial cells; epitelialni bunééna linie, kterd byla izolovana z nor-
malniho lidského bronchialniho epitelu) CNM v riznych koncentracich po dobu 24 hodin.
Z vysledkl vyplyva, ze nejvyssi koncentrace (24 pg/ml) MWCNT-4, MWCNT-7 a CNF1-2
vyvolaly zvySenou produkci ROS. Poskozeni genetického materialu bylo hodnoceno testem
detekce mikrojader a imunodetekci y-H2AX. VSechny testované CNM zvySovaly pocty mik-
rojader (kromé nizké davky MWCNT-2). Fosforylace H2AX a pfitomnost y-H2AX mély
stejnou distribuci jako vysledky testu detekce mikrojader.

Autori Catalan et al. porovnavali genotoxicky u¢inek rovnych a sto¢enych MWCNT na
bunéénou linii BEAS-2B. Zatimco rovné MWCNT indukovaly pferuseni kontinuity fetézce
DNA jiz pii nizkych davkach (5 a 10 pg/cm?), v ptipadé stotenych MWCNT musela byt
k vyvolani stejného G¢inku pouzita davka fadové vyssi (200 ug/cm?). Autofi nepozorovali
zvy$eny vznik mikrojader.!4

Lidské plicni epitelidlni bunky BEAS-2 a SAEC (small airway epithelial cells; malé
epitelialni bunky dychacich cest) byly pouzity i v experimentu Siegristema et al., ktefi je
exponovali riznym davkam MWCNT-7, MWCNT-HT a MWCNT-ND. Vsechny testované
MWCNT prostupovaly az do bunééného jadra (zejména MWCNT-7) a negativné ovliviiova-
ly mitézu (indukci zmén morfologie déliciho vieténka a indukci fragmentace centrozomi).
Nejvyssi davky mély za nasledek vyznamny nartist po¢tu aneuploidii.!> Jina studie (Lucas
et al.) popsala, Ze expozice bunék BEAS-2B MWCNT po dobu 72 hodin vyznamné zvysi-
la produkci ROS, vedla k profibrotickému epitelidlné-mezenchymalnimu pfechodu bunék
a k tvorbé fosforylovaného histonu H2AX, ktery odrazi pfitomnost zlomi DNA fetézc. 16

Ventura et al. pouzili pfi testovani genotoxicity MWCNT-7 alveolarni epitelialni bun-
ky A549 bez kokultivace (nebo s kokultivaci) s makrofagy THP-1. Expozice samotnym
MWCNT-7 neindukovala tvorbu mikrojader v A549 burnikach v monokultute, av§ak v kokul-
tufe s THP-1 makrofagy se pocet dvojjadernych bunék s mikrojadrem vyznamné zvysil.
Utinek byl pozorovan u nejnizsich divek MWCNT-7. Zajimavé také bylo, Ze v monokultuie
A549 bunék davka 50 ug/cm? MWCNT-7 vyvolala vyznamny nartst dlouhych a tenkych nuk-
leoplazmatickych mistkii.!7 Autofi Di lanni et al. exponovali epitelialni butiky A549 a THP-1
makrofagy sedmi typim MWCNT, které se liSily svou délkou, primérem a funkcionalizaci.

124



Test detekce zlomi fetézcti DNA (kometovy test) prokazal, Ze vSechny testované MWCNT
zpusobovaly poskozeni DNA v makrofazich THP-1, zatimco buniky A549 byly odolnégjsi
a poskozeni DNA bylo pozorovano pouze u expozice kratkym MWCNT.!8 Oxidaéni posko-
zeni DNA a tvorba mikrojader v A549 buiikach po expozici MWCNT byly hodnoceny také
Katoem et al. Expozice MWCNT zvysila (v zavislosti na davee) pocty mikrojader i hladiny
oxidovanych zbytkii DNA (8-0x0-2’-deoxyguanosine; 8-0xo-dG).1?

Borghini et al. studovali vliv expozice MWCNT na reparaci poskozeni DNA, vyvolaného
oxida¢nim poskozenim (stresem). V experimentu byly pouzity MWCNT-7 a A549 bunky.
Oxidacni poSkozeni DNA bylo vyvolano kultivaci bunék s H,0, a KBrO;. Z vysledki plyne,
ze expozice MWCNT-7 sice zlepSovala reparacni aktivitu bun¢k, avsak bylo rovnéz pozoro-
vano (na davce nezavislé) zkracovani telomer.2? Lidska bronchidlni epitelialni bun&¢na linie
(16HBE) a THP-1 monocyty byly vystaveny expozici MWCNT a jednovrstvym uhlikovym
nanotrubicim (SWCNT) ve studii Onera et al. Podle vysledki testu detekce zlomi fetézct
DNA (kometovy test) oba typy CNM indukovaly oxidac¢ni bunééné poskozeni a zvySovaly
pocty zlomti DNA fetézcl. Kromé toho MWCNT v 16HBE a SWCNT v THP-1 indukovaly
tvorbu mikrojader.?!

Nutno zdiraznit, ze MWCNT mohou poskozovat (vedle tkani dychaciho systému) i bui-
ky dalsich tkani. Napiiklad Kermanizadeh et al. sledovali genotoxické uc¢inky MWCNT na
buriky lidského hepatocelularniho karcinomu C3A. V jejich experimentu i nizké koncentrace
MWCNT zvy$ovaly hladiny ROS a rozsah poskozeni DNA vykazoval davkovou zavislost.?2
Dalsi védecky kolektiv (Guo et al.) exponoval endotelialni buiiky lidské pupecnikové zily
(HUVEC) MWCNT. CNM byly v butikach snadno internalizovany a v zavislosti na davce
spoustély apoptozu a tvorbu ROS a H2AX lozisek. Vysledky naznacuji, ze MWCNT mohou
poskozovat endotelové bunky a pfedstavuji tak rizikovy faktor pro vznik a rozvoj kardio-
vaskularnich onemocnéni.2? Podobné vysledky prezentovala i autorska skupina Longa et al.
Expozice MWCNT indukovala tvorbu ROS a pilisobila cytotoxicky. Autofi zdtraziiuji vliv
délky MWCNT na intenzitu toxickych projeva.2*

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze znacné mnozstvi studii potvrdilo genotoxicky potencial
MWCNT. V odborné literatute 1ze vSak najit 1 studie, které tyto uc¢inky zpochybiiuji. Napii-
klad autofi Ema et al. studovali genotoxicitu dvou typt CNM (N-MWCNT, prumér 44 nm /
BET povrch 69 m?/g a MWCNT-7, pramér 70 nm / BET povrch 23 m?/g). Pro dikaz geno-
toxickych u€inkl byly pouZity test bakterialnich reverznich mutaci a test chromozomalnich
aberaci. Z vysledkl vyplyva, ze zadny z testovanych MWCNT nevykazoval mutagenitu u tes-
tu bakterialnich reverznich mutaci (Salmonella typhimurium a Escherichia coli) a nezvySoval
ani hladinu strukturnich chromozomalnich aberaci (byl pozorovan pouze nevyznamny narast
poétu numerickych aberaci).2> V souvislosti s témito odli$nymi vysledky je nutno zminit mor-
fologickou odliSnost bakterialnich a sav¢ich/lidskych bun¢k, zejména pfitomnost silné bunéc-
né stény bakterialnich bunck, ktera omezuje prostup fady latek do intracelularniho prostoru.

Dalsim zajimavym ¢lenem skupiny nanotrubic s genotoxickym potenciadlem jsou jedno-
vrstvé uhlikové nanotrubice (SWCNT).

Intenzitu penetrace SWCNT do bunék (a potazmo jejich pripadnou genotoxicitu) determi-
nuje délka trubic, povrchové funkéni skupiny a povrchovy naboj.2¢ Napiiklad Cveticanin et
al. uvadéji, ze SWCNT funkcionalizované amidy penetruji pies bunééné membrany normal-
nich lidskych fibroblastii a lymfocytti intenzivnéji nez jejich nefunkcionalizované varianty.
To mtize byt divodem jejich vyssiho genotoxického potencidlu (ve srovnani s nefunkciona-
lizovanymi SWCNT).2’
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K podobnym vysledkim dospéli i Jiang et al., ktefi zjistili, Ze funkcionalizace karboxy-
lovymi a hydroxylovymi skupinami zvysuje genotoxicitu SWCNT. Karboxylované¢ SWCNT
vyvolaly rozsahlejsi poskozeni DNA (a jeji degradaci) nez SWCNT hydroxylované.26

Yao et al. potvrdili, ze SWCNT interaguji pfimo s DNA a ze kratsi SWCNT disponuji
vys§im genotoxickym potencidlem.?® Autofi Sargent et al. detekovali SWCNT ptimo v jadie
bunék a prokazali asociaci SWCNT s chromatinem a s mitotickym a bunéénym tubulinem.
Pritomnost SWCNT v jadfe vyvolala fragmentaci centrozomt, tvorbu mnohocetnych pola
mitotického vieténka, anafazické mistky a aneuploidie bunék. SWCNT vazné ovlivnily tran-
skripci a replikaci DNA a chromozomalni stabilitu.2? Dalsi studie (Sargent et al.) popsala
nejen poskozeni DNA, ale také zvySenou proliferaci bunék v kultufe.3? Jiny védecky kolektiv
(Pacurari et al.) nalezl (po expozici SWCNT) zvysenou produkci ROS a poskozeni DNA
v normalnich a malignich mezotelovych bufikach.3!

Predmétem velkého zajmu odborné veiejnosti jsou také grafen a materialy na jeho bazi.
Grafen muze interagovat s odhalenou DNA prostiednictvim ,,pi vrstveni* baze-grafen, hydro-
fobnimi nebo van der Wallsovymi interakcemi, vodikovymi vazbami nebo elektrostatickymi
interakcemi. Vysledkem interakci je poSkozeni DNA, naruSeni transkripce nebo replikace
a blokovani syntézy specifickych proteing.32-33

Autofi Burgum et al. exponovali (24 hodin) buniky 16HBE vicevrstvému grafenu (FLG)
a jeho funkcionalizovanym formam (aminovymi nebo karboxylovymi skupinami). Z vysled-
kt vyplyva, ze FLG a FLG funkcionalizovany aminovou skupinou vykazovaly vys§i miru
genotoxicity nez FLG funkcionalizovany karboxylovou skupinou. Byla pozorovéana induk-
ce oxida¢niho stresu a tvorba mikrojader.3* Autofi Chatterjee et al. testovali genotoxicky
potencial jednovrstvého grafen oxidu (SLGO), né€kolikavrstvého grafen oxidu (FLGO),
grafenovych nanodesti¢ek (GNP) a karboxylovanych a aminovanych GNP na bunééné linii
BEAS-2B. Jednodenni expozice uvedenym nanocasticim poskozovala DNA a narusovala jeji
reparaci. Intenzitu poskozeni l1ze vyjadrit ve Skale GNP a karboxylované GNP > aminované
GNP a FLGO > SLGO.%3

Wang et al. ve své studii potvrdili genotoxicky tc€inek oxidu grafenu (GO) na lidské
plicni fibroblasty (HLF). Expozice vedla k mitochondrialni dysfunkci, zvyseni produkce
ROS a zvyseni poctu apoptotickych bunék. Dokonce i nejnizsi koncentrace (1 pg/ml po dobu
24 hodin) byla schopna vyvolat tvorbu zlomid DNA fetézce (kometovy test). Funkciona-
lizace polyethylenglykolem méla za nasledek vyznamné snizeni genotoxického potencialu
GO.36

De Marzi et al. exponovali bunécnou linii A549, bunécnou linii lidského kolorektalniho
adenokarcinomu (CaCo2) a bunécnou linii epitelialnich bunék ledvin z afrického kockodana
zeleného (Vero) substancim nano GO a mikro GO po dobu 24 hodin a sledovali frekvenci
vyskytu zlomt fetézci DNA (kometovy test). V piipadé expozice nano GO byla zjisténa
masivni genotoxickd odpoved’ u vSech pouzitych linii (A549, CaCo2 i Vero), s procentem
DNA v ohonu komety v rozmezi od 60 do 80 %. Hodnoty procent DNA v ohonu komety
nebyly zavislé na pouZitych davkach.3’

Autofi Di Ianni et al. testovali genotoxicitu GO a redukovaného GO (rGO) na bunécné
linii A549 buiikach a na kultufe THP-1 makrofagt. Z vysledkt plyne, ze GO i rGO vyvolava-
ly zanétlivou odpovéd’ u linie A549 bunék (ne vSak u THP-1). Genotoxické Gcinky expozice
obou CNM se naproti tomu vyrazngji projevily u kultury THP-1 makrofagt.38 Kulturu THP-1
monocytt pouzili také autofi Malkova et al. k hodnoceni genotoxicity dvou typt grafenovych
platkd. Pfitomnost obou typl grafenu zvysovala (v zavislosti na davce) poskozeni DNA, které
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se projevilo zvySenim poctu mikrojader, jadernych pupenti a nukleoplazmatickych mustki ve
dvojjadernych burikach.*

Vysledky studii genotoxického potencialu fullerenti jsou zatim bohuzel pomérné nekon-
zistentni. Napfiklad dva autorské kolektivy (Zhao et al.; Firdaus et al.) prokazaly interakce
fullerenti Cy,, C,,a C 4o s DNA. V jejich experimentu fullereny vytvarely vazby s nukleotidy
a deformovaly strukturu DNA.3940 Také autofi Ershova et al., ktefi hodnotili genotoxicky
potencial rozpustného fullerenu Cy, v lidskych embryonalnich plicnich fibroblastech, uvadéji
Casove zavisly nartst hladiny ROS a zvyseni poctu zlomti DNA fetézci. Autofi se domnivaji,
ze fulleren by mohl vyvolavat vznik plicni fibrozy in vivo.#! V rozporu s témito vysledky
jiné studie uvadéji, ze fullereny mohou ptisobit jako antioxidanty a snizovat toxicitu chemic-
kych latek. Naprtiklad Fayza et al. a Gudkov et al. popisuji genoprotektivni aktivitu fullerend.
Expozice t¢émto CNM snizovala (cestou redukce oxidacniho stresu) toxicitu nékterych 1éka
a chemickych latek a omezovala miru poskozeni DNA, vyvolaného ROS.42:43

Vyznamnymi ptedstaviteli CNM jsou nanodiamanty, které vSak nejsou ve studiich ¢asto
pouZzivany.

Autori Xing et al. exponovali embryonalni kmenové buriky redukovanym a oxidovanym
nanodiamantim (ND). Z vysledkd vyplyva, ze oxidovana forma ND vyvolavala vyssi miru
poskozeni DNA nez forma redukovana (indukovala vys$si expresi proteinti nezbytnych pro
reparaci DNA). Rozsah poskozeni DNA vyvolany expozici ND byl vyznamné nizsi nez roz-
sah poskozeni vyvolanym expozici MWCNT.# Autoti Dworak et al. exponovali lidské peri-
ferni lymfocyty suspenzi ND. I nejnizsi expozi¢ni koncentrace (1 pg ND/ml) indukovala
produkci ROS, zvySovala pocet zlomt fetézctit DNA a vyvolavala zmény stability chromatinu.
Vys§i expoziéni koncentrace vedly k tvorbé mikrojader.4>

10.2 IN VIVO STUDIE

Obdobné jako v in vitro studiich také v in vivo experimentech byla znacné pozornost véno-
vana MWCNT. Naptiklad autofi Catalan et al. popsali nalez zvyseného poctu zlomi DNA
fetézce v plicich a v bronchoalveolarni lavazi (BAL) my$i exponovanych 24 hodin stoenym
nebo roviym MWCNT.!# K podobnym vysledktim dospéli i Di Ianni et al. V jejich studii byly
mysi intratrachealné exponovany NM-403 (kratké a tenké MWCNT) a NRCWE-006 (dlou-
hé a silné MWCNT). Po 24 hodinach od aplikace bylo v obou pfipadech zji§t€éno vyznam-
né poskozeni DNA plicni tkané a bunék z BAL.!8 Také ve studii Poulsen et al. indukovala
intratrachealni expozice malym sto¢enym MWCNT a velkym silnym MWCNT (u mys$i po
24 hodinéch) zlomy DNA v buitkdch z BAL a ve vzorcich plicni tkané. Po 28 dnech od
expozice byly detekovany fibrotické zmény plicni tkané. Tyto zmény byly vyraznéjsi u mysi
exponovanych velkym MWCNT.46

Knudsen et al. exponoval intratrachedln¢ mysi samice 11 typdm MWCNT a po jednom
roce od expozice hodnotili histologické zmény ve vzorcich jejich plic, jater a sleziny. Z nalezii
vyplyva, ze kratké a tenké MWCNT tvofily pfetrvavajici aglomeraty v plicni tkani, zatimco
tlustsi a delsi MWCNT se vyskytovaly jako jednotliva vldkna. Pfitomnost MWCNT nein-
dukovala plicni fibrozu ani nadory plic nebo pleury. Ve vzorcich jater mySi exponovanych
tenkym a stoéenym MWCNT byl detekovan zvySeny pocet zlomu fetézci DNA.47 Genoto-
xicky potencial MWCNT potvrdil také dalsi tym (Muller et al.). V experimentu na potkanech
sledovali pocet mikrojader v pneumocytech typu II po intratracheélni aplikaci 0,5 a 2,0 mg
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MWCNT (po 3 dnech od aplikace). Byl nalezen davkove zavisly narist poskozeni DNA; vyssi
aplikovana davka vedla k dvojnasobnému nartistu poétu pneumocyti typu II s mikrojadrem. 48

I dalsi in vivo studie (autorska skupina Snegin et al.) potvrdila genotoxické ucinky
MWCNT. Po subchronické peroralni expozici 0,5 mg MWCNT (opakovana aplikace po dobu
21 dnt) byla analyzovana tkan jater, sesmennych tubuld, tlustého stfeva, mozku, ledvin, plic,
bunék kostni dfené a leukocyty periferni krve. Ve vSech typech tkani autofi nalezli zvySenou
miru poSkozeni jaderné DNA (kometovy test). V této studii byla hodnocena rovnéz akut-
ni genotoxicita po jednorazovém peroralnim podani 2,5 a 5,0 mg MWCNT. I nizsi davka
(2,5 mg) vyvolala po 24 hodinach od aplikace poskozeni DNA ve tkanich tlustého stfeva,
ledvin, plic a v leukocytech.

Ani znacné mnozstvi dat potvrzujicich pfitomnost genotoxického potencidlu MWCNT
vSak neumoziuje vytvorit k této problematice konzistentnéjsi zavéry. Pricinou je existence
studii, jejichz vysledky jsou v rozporu s vysledky studii predchazejicich. Naptiklad Hadrup
et al. exponovali intratrachealné mysi MWCNT (54 ng/mys) a nasledné analyzovali vzorky
BAL (po 24 hodinach) pomoci testu detekce zlomi fetézctit DNA (kometovy test). Tato studie
negativni vliv MWCNT na integritu DNA nepotvrdila.>® Podobné (negativni) nalezy prezen-
tovali i autofi Pothmann et al. Expozice potkant MWCNT Graphistrength© C100 (inhalace
pouze nosem) po dobu 90 dni (6 h/den /5 dnti v tydnu) neméla v jejich experimentu vliv na
pocty zlomt fetézeti DNA v buiikach ziskanych z tkani plic, jater a ledvin. Rovnéz tak nebyl
ovlivnén poéet mikrojader v polychromatickych erytrocytech exponovanych potkant.!

Vedle MWCNT byla pozornost vyzkumnych tymt pochopitelné vénovana i dal§im for-
mam CNM. Napriklad El-Yamany et al. zkoumali genotoxicky potencidl opakované intra-
peritonealni aplikace GO mysim (aplikace jednou tydn¢). Po 7, 28 a 56 dnech byl proveden
test chromozomalnich aberaci a test detekce zlomi fetézci DNA (kometovy test) v buii-
kach kostni dfen¢ a buiikach tkani respiracniho traktu. Autofi prezentovali nalezy zvySeného
poctu strukturnich chromozomalnich aberaci v kostni dfeni a nartist urovné oxida¢niho stre-
su v plicni tkani (zmény vykazovaly zavislost na davce).’2 V dalsi studii (Mohamed et al.)
byly mysi exponovany peroralné GO. Expozice vedla k masivnimu nartistu poctu mikrojader
a poskozeni DNA v bunikéch kostni dfené. GO také indukoval histologické 1éze s nekro-
zou, apoptdzou a zanétem ve tkanich jater a mozku.33 Genotoxické u¢inky GO prezentovali
rovnéz Liu et al. V jejich studii byla mySim opakované intraven6zné aplikovana davka 1,0,
2,0 a 4,0 mg GO/kg po dobu péti po sobé jdoucich dnti. Davka 4,0 mg/kg vyvolala tvorbu
mikrojader v polychromnich erytrocytech. Autofi se domnivaji, Ze genotoxicky a mutagenni
potencial GO je srovnatelny s potencidlem cyklofosfamidu.5*

Ve vyse uvedeném textu, ktery se tyka vysledkt studii in vitro, jsme ukazali, ze fullere-
ny mohou pusobit jak genotoxicky, tak i genoprotektivné. Podobné nekonzistentni vysledky
jsou zatim bohuzel i u studii in vivo. Napftiklad Nechat Sumi a Kumari Chitra exponovali
sladkovodni ryby Anabas testudineus fullerenu Cg, (5,0 a 10,0 mg/l) a nasledné provedli test
detekce mikrojader a test detekce zlomu fetézci DNA (kometovy test). Expozice fullerenu
indukovala tvorbu mikrojader a zlomu fetézci DNA v erytrocytech, zabrach a jaternich bun-
kach.>5 Oproti tomu ve studii autorti Ema et al. intratrachealni podavani fullerenu C, (jedno-
razove 0,5 a 2,5 mg/kg; opakované 0,1 a 0,5 mg/kg jednou tydné po dobu péti tydnit) nevedlo
u potkanich samci k naristu miry poSkozeni DNA v plicni tkani.?¢ Je ale nutné poznamenat,
ze celkové davka podana v této studii byla nizsi nez davka ve studii pfedchozi (Sumi a Chit-
ra). Totsuka et al. hodnotili genotoxické G¢inky intratracheélni aplikace fullerenu (Cy), sazi
(carbon black) a kaolinu na organismus C57BL/6J mysi a gpt delta transgennich mysi. Mysi
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byly exponovany jednou nebo opakované (0,2 mg/mys). Intenzita poSkozeni DNA v plic-
nich burikéach klesala v fadé C, > saze > kaolin a byla celkove 2—-3krat vys$38i nez ve skupiné
kontrolnich mysi. U gtp delta transgennich mysi expozice Cg, vyznamné zvysila frekvenci
mutaci DNA.%7

10.3 ZAVER

Genotoxicke latky poskozuji genetickou informaci butiky, coz mtize mit zdvazny dopad nejen
na buitku samotnou, ale na cely organismus. PoSkozeni genetické informace je mimo jiné
spojené s mutacemi a také s vys§im rizikem rozvoje nddorovych onemocnéni a v ptipade, ze
k poskozeni dochazi v zarodecnych buiikach, je mozné pienést poskozeni i na dalsi generace.
In vitro 1 in vivo studie zaméfené na genotoxicitu ukazuji, Ze nékteré CNM pravdépodobné
maji genotoxicky potencial, tj. indukuji genomové zmény. Jedna se o zavazna zjisténi, ktera
nelze brat na lehkou vahu a je nezbytné se této problematice dale vénovat.
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1 1 REPRODUKCNI
A VYVOJOVA TOXICITA

Reprodukéni systém samcti a samic je slozen z vice druhi organti a tkani, které jsou rozdilné
vnimavé k potencialné poskozujicim stimulim, vcetné expozice uhlikovym nanomateria-
Iim (CNM). Reprodukéni a vyvojova toxicita je dle OSHA (Occupational Safety and Health
Administration) a HSC 2012 (Hazard Communication Standard) definovana jako substance-
mi indukovany nezadouci efekt, ktery postihuje sexualni funkce, fertilitu a prenatalni i post-
natalni vyvoj.!:2

Do naruseni sexualnich funkci a fertility u obou pohlavi jsou fazeny zmény sexualniho
chovani, strukturni a funkéni zmény reprodukéniho systému a zmény, které narusuji nékterou
z fazi fertilizace az do procesu implantace embrya v déloze. Piikladem mohou byt zmény
libida, poruchy sexuélnich funkci, endokrinni poruchy, naruseni gametogeneze, oplodnéni
a transportu oplodnéného vaji¢ka do délohy a implantace embrya do endometria.’

Obecné plati, Ze embryo a plod (s vysokou trovni tkanové proliferace) jsou k pisobeni
Skodlivych latek vnimavéjsi nez jiz vyvinuté organismy. Z uvedeného diivodu je nutné véno-
vat velkou pozornost latkam, které jsou schopny penetrovat pies placentarni bariéru a kumu-
lovat se ve vyvijejicim se plodu. Diky svém velikosti patii mezi ,,potencialné podezielé*
i nanomaterialy, které mohou ovliviiovat jak reprodukéni systém matefského organismu, tak
tkané& embrya a plodu.4?

11.1 IN VITRO STUDIE

Cilem testt reprodukéni toxicity je hodnoceni ti€inku latek na tkané reprodukénich organt
a na strukturu a funkce pohlavnich bunék (spermii a vajicek).

V reprodukci hraji dilezitou roli steroidni hormony, které se podileji na gametogenezi,
ovulaci a sexualnim chovani. Studie v odborné literatuie ptinaseji diikazy o tom, Ze do proce-
su steroidogeneze mohou zasahovat i CNM. Napiiklad autofi Qu et al. zjistili, ze mnohovrstvé
uhlikové nanotrubice (MWCNT) inhibuji u potkant produkci progesteronu v preovulacnich
bunkach granulozy (produkce progesteronu vyznamné klesala pii davkach 10 a 50 pg/ml /
48 h). Bylo zjisténo, ze expozice MWCNT alteruje expresi steroidogenniho proteinu StAR,
ktery transportuje cholesterol z vnéjsi na vnitini mitochondrialni membranu. Zde je za pfi-
tomnosti P450scc (klicového enzymu steroidogeneze) cholesterol metabolizovan na pregne-
nolon (P450scc je enzym ze skupiny cytochromt P450, ktery odstépuje postranni fetézec
cholesterolu za vzniku pregnenolonu). Dilezitou skute¢nosti bylo, Ze pferuseni expozice

133



MWCNT obnovilo produkei progesteronu (inhibi¢ni ti€inek je pravdépodobné reverzibilni).
Vedle uvedeného byla popsana také zvysend produkce volnych kyslikovych radikald (ROS)
a naruSeny mitochondridlni membranovy potencial. Zda se, Ze MWCNT by mohly mit poten-
cial endokrinnich disruptord.¢

Reprodukeni toxicita se samoziejmeé in vitro ovéiuje na samcich a samicich bunkach
pohlavniho systému a pohlavnich buiikach.

Gurunathan et al. testovali vliv oxidu grafenu (GO) na Leydigovy (TM3) a Sertoliho
(TM4) samci zarodecné buiiky. Pro expozici pouzili dva typy GO s primérem castic 20 nm
(GO-20) a 100 nm (GO-100). Oba typy GO snizovaly viabilitu bunék (silné€jsi vliv byl pozo-
rovan u GO-20). Vlivem expozice dochazelo k uvoliovani laktatdehydrogenazy a k naru-
Sovani mitochondrialniho membranového potencialu. Byl pozorovan nartst produkce ROS
a poskozeni DNA (oxidace nukleotidll a tvorba §-oxo-d-guanosinu). Expozice sniZzovala
expresi proapoptotickych gentl (Bax, Bak, p53, p21, kaspaza-3) a zvySovala expresi antiapo-
ptotickych genti (Bcl2), coz miize byt problematické, nebot’ mohou piezit i poskozené buiky.
K a¢inkim GO (obou typt) byly citlivéjsi Leydigovy butiky.”

V jiné studii (Ji et al.) byly pouzity Sertoliho buiiky a GC-2 spd buiiky (mysi testiku-
larni zarode¢né bunécné linie), které byly exponovany kvantovym teckam oxidu grafenu
(GO-QD). Uvedena expozice sice neovliviiovala viabilitu bunék, nicmén¢ indukovala proces
apoptozy. Pomoci transmisni elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze expozice GO-QD
zvySovala pocty autofagazomtl. Autofagozom je sféricka struktura s dvojitou membranou,
ktera je klicovou strukturou v procesu makroautofagie (vnitrobunéény degradacni systém
cytoplazmatickych komponent a mikroorganismti). Zformovany autofagozom fuzuje s lyso-
zomem, coz umoznuje degradaci sekvestrovaného materialu. Pfestoze nebylo zji§téno naru-
Seni procesu fuze autofagozomu s lyzozomy, dochazelo ke kumulaci nedegradovaného mate-
ridlu. Autofi tento jev pripisuji snizené funkci lyzozomi (sniZeni funkce lyzozomd je spojeno
také se starnutim a senescenci bungk).®

GC-2-spd bunky pouzili také autofi Xu et al. v experimentu s expozici MWCNT (0,05,
0,25, 0,5 a 1, 5 ug/ml / 24 h). Od davky 0,5 pg/ml / 24 h pozorovali kumulaci MWCNT
v mitochondriich, coZ vedlo k naruseni jejich funkci, v€etné snizeni produkce ATP.? Repro-
dukeni toxicita MWCNT byla testovana také na spermiich bizont a prasat divokych. Sanand
et al. exponovali spermie bizont MWCNT o koneentracich 1, 10, 25, 50, 75 a 100 pg/ml
po dobu 30, 60 a 120 minut. V zavislosti na case a davce byla pozorovana snizena viabili-
ta bunck, zavazné naruseni integrity buné¢né membrany, zvysené hladiny malondialdehydu
(ukazatel oxidacniho stresu) a sniZzena aktivita antioxida¢nich enzymu (gluthationperoxidazy
a superoxiddismutazy).10

Autofi Bernabo et al. exponovali spermie divoc¢aka suspenzi GO o koncentracich 0,5, 1,
5, 10 a 50 pg/ml. Koncentrace 5-50 pg/ml interagovaly s membranou spermii a narusovaly
jeji fluiditu. Redukovaly viabilitu bun¢k a naruSovaly jejich fertilizacni a adhezni kapacitu
a integritu akrozomu. Koncentrace 0,5 a | pg/ml vsak fertilizacni kapacitu bun¢k naopak pod-
porovaly. Je zfejmé, ze charakter vlivu expozice GO na komponenty reprodukéniho systému
vyznamné zavisi na hlading expozi¢nich koncentracich (davkach).!!

Zajimavé vysledky pfinesly prace zaméfené na vlivy expozice fullerenu (C). Napfi-
klad autofi Li et al. exponovali spermie divo¢dka karboxylovanému fullerenu (C4-COOH;
2 pg/ml; 10 dni). Expozice zvysila motilitu spermii, zlepsila integritu akrozomu a zvysila
mitochondrialni aktivitu. Do§lo rovnéz ke snizeni hladiny oxidaéniho stresu.!? Autoti dalsi
studie (Tiirk et al.) ptidali do vzorkl spermatu beranti hydratovany fulleren (200 nM, 400 nM,
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800 nM, 1 uM a 5 pM C,) a nésledné byly vzorky standardnim zptisobem zamrazeny. Po
rozmrazeni vykazovaly vzorky spermii exponované vy$sim davkam C, lepsi motilitu, kva-
litn&j8i membrany a vyssi aktivity antioxida¢nich enzymti (glutathionperoxidaza, katalaza).!3
Ke stejnym vysledktim v obdobné strukturovaném experimentu dospéli i autoii Gilingdr et al.
Vzorky spermatu, exponované vy$$im davkam C,, obsahovaly vice Zivych spermii s vyssi
mirou motility. Vlivem expozice doslo k poklesu hladin malondialdehydu a nartistu aktivity
glutathionperoxidazy a katalazy.!4 Zda se tedy, ze fulleren chrani spermie, a to patrné i diky
tomu, Ze snizuje poskozujici oxidacni stres.

Vyznamné informace pfinaseji studie, ve kterych jsou CNM exponovany lidské spermie.
Asghar et al. zjistili, ze expozice lidskych spermii karboxylovanym jednovrstvym uhlikovym
nanotrubicim (SWCNT) vedla ke zvySeni produkce ROS. Stejna expozice spermii redukova-
nému GO (rGO) viak tento G¢inek nevykazala. Zadna z pouzitych expozi¢nich koncentraci
(1-25 pg/ml) obou pouzitych typti CNM nesnizovala viabilitu spermii.!? S lidskymi spermie-
mi pracovali také Aminzadeh et al., ktefi studovali disledek jejich expozice karboxylovanym
SWCNT a MWCNT (0,1-100 pg/ml/ 5 hod). Zadny z expoziénich CNM nesnizoval viabilitu
bunék, nicméné v zavislosti na davce bylo pozorovano snizeni jejich motility a zvySeni pro-
dukce ROS.16

Vedle samcich pohlavnich bun¢k byla ve studiich pochopitelné vénovana pozornost
i sami¢im pohlavnim bunkam (oocytim). Napfiklad autofi Lin et al. studovali posko-
zeni mySich oocytli po expozici kvantovym teckam grafenu (GQD; 0,5, 1,0 a 1,5 mg/ml;
doba 2, 8,5 a 12 hodin). Expozice GQD narusovala maturaci oocytd; pii koncentracich
1 a 1,5 mg/ml dochézelo ke sniZeni extruze prvniho polarniho téliska. Rovnéz bylo pozoro-
vano zvySeni produkce ROS a poskozeni DNA. Pomoci elektronové transmisni mikroskopie
byla registrovana kumulace GQD v blizkosti jadra a mitochondrii, coz mélo za nasledek
naruseni jejich morfologie a funkci.!”

Tvurei jiné studie (Lei et al.) exponovali potkani oocyt-granulézni buiiky fullerenolu
o koncentracich 1, 10, a 100 pg/ml. Dvouhodinova expozice vyznamné redukovala tvor-
bu transzonalnich protruzi. Transzonalni protruze vychazeji z vnitinich vrstev granul6znich
bunék a vytvareji ,,vybézky*, které piekracuji zona pelucida a dosahuji az k oocytiim. Vrstva
granuloznich bunck obaluje oocyty a transzondlni protruze zajist'uje spojeni mezi granulézou
a oocytem. Takto vznika funkéni komplex, ktery je nezbytny pro normalni vyvoj oocyti.
Redukce tvorby transzonalnich protruzi, popisovana v daném experimentu, byla zavisla na
davce. Expozice fullerenoliim sniZovala rovnéz expresi granulézového konexinu 43, ktery je
dilezitou soucasti mezibunéénych spojii. Dvouhodinova expozice fullerenolu méla za nasle-
dek snizeni jeho exprese o 56 %, coz vedlo ke snizeni tvorby cyklického adenosinmonofosfatu
v oocytu a k urychleni obnovy meidzy. Uvedeny d&j mé za nasledek pokles kvality oocyti.!®
Dukazy o reprodukéni toxicité fullerenoltl vSak nejsou zcela jednozna¢né. Napiiklad autofi
Mrdanovi¢ et al. nenalezli znamky genotoxicity (nartst poctu mikrojader a chromozomalnich
aberaci) u CHO-K1 bunék (ovarialnich bun¢k kfeckti) ani po relativné vysokych expozicich
fullerenolu (11-221 uM / 24 h). Nizsi expozicni hladiny fullerenolti hladiny genotoxickych
markerd dokonce snizovaly.!?

Kultura CHO-K1 bunék byla pouzita i v dalsich experimentech s CNM. Naptiklad Yadav
et al. tyto buiiky exponovali MWCNT. Expozice méla za nasledek remodelaci cytoskeletu,
konkrétné zvySeni poctu cytoplazmatickych vakuol a tvorbu lamelopodii (v diisledku polyme-
rizace aktinu). Remodelace cytoskeletu byla doprovazena zvySenou expresi genl spojenych
s cytoskeletem a buné¢nou motilitou (Dic-1, kofilin a Racl).20 Danute Batiuskaite, Nora
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Grinceviciute a Valentinas Snitka exponovali CHO-K1 buiiky GO (12,5-50,0 pg/ml). GO
snizoval viabilitu bun¢k v zavislosti na davce (ze 44 % na 11 %), pronikal do bun¢k a ovliv-
fioval jejich morfologii, strukturu a schopnost vytvaret kolonie.2! Vysledky in vitro studii
tedy naznacuji potencialni reprodukéni toxicitu CNM, a to jiz ve fazi produkce pohlavnich
hormond, poskozeni bun¢k pohlavnich organti i pohlavnich bun¢k samotnych.

11.2 IN VIVO STUDIE

S ohledem na zavaznost dané problematiky byla reprodukéni toxicita testovana na Siroké
$kdle organismiti od Gervii pfes hmyz a ryby az po savce, pfedeviim mysi a potkany. Casto
pouzivanymi niz§imi experimentalnimi organismy jsou hlistice, hlavné Caenorhabditis ele-
gans (had’atko obecné). Na tomto organismu testovali napiiklad autofi Kim et al. reprodukéni
toxicitu GO. Po dvouhodinové expozici koncentraci 10 mg GO / 1 byl GO distribuovéan po
celém organismu, veetné reprodukéniho systému, a po 48 hodinach od podani byla zjisténa
kumulace GO okolo zarode¢nych bun¢k a embryi. GO narusoval spermatogenezi, snizoval
poéty spermii, indukoval narist oxida¢niho stresu a narusoval metabolismus tuki.?

Reprodukéni toxicitu GO a rGO (5 az 50 mg/l) testovali na Caenorhabditis elegans
také autofi Chatterjee et al. Expozice méla za nasledek kumulaci GO v reprodukénich orga-
nech. Znamky reprodukéni toxicity byly patrné jiz pfi koncentracich 5 mg/l a koncentrace
50 mg/1 reprodukci zcela zablokovaly. Vyznamné nizs§i mira reprodukéni toxicity byla zjis-
téna u rGO.23 Tvirci dalsi studie (Zhao et al.) zjistili, Ze expozice Caenorhabditis elegans
GO redukuje reprodukéni kapacitu, narusuje vyvoj gonad a indukuje apoptoézu zarodecnych
bunék v disledku poskozeni DNA a alterace epigenetické signalizace.2* Vedle evidentnich
projevu reprodukéni toxicity GO (vaci Caenorhabditis elegans) nebyla tato forma toxicity
pozorovana pii expozicich Caenorhabditis elegans gratenu a PLA-Gu (poly-lactic acid-gra-
phene) o koncentracich 50 pg/ml az 1000 pg/ml.2?

Hojné jsou vyuzivany ke zjistovani reprodukéni toxicity také hmyzi modely. Napiiklad
autofi Kapeta-Kaczmarek et al. dlouhodobé exponovali Acheta domesticus (cvréek domaci)
nanodiamantim (ND) v davkach 20 pg/g a 200 pg/g. Kolonie byly exponovany denn¢ od
dvou tydnti po narozeni do imrti posledniho cvrcka. Zatimco kontrolni kolonie prezila 28 dni,
exponovana kolonie pouze 21 dni. Expozice ND (zejména vyssi davka) negativné ovlivnila
také produkci vajicek a proces lihnuti. Zatimco samice s nejvyssi expozici kladly v pribéhu
24 hodin prumérné 15 vajicek, samice s nizsi expozici 25 vajic¢ek a kontrolni kolonie dokon-
ce 35 vajicek. Z vysledki je ziejmé, ze expozice ND miize negativné ovliviiovat plodnost.2
Martins et al. testovali reprodukéni toxicitu oxidovanych MWCNT a GO (expozice 10, 100
a 1000 pg/g) na Spodoptera frugiperda (blyskavka kukuticnd). V zavislosti na davce vyvolaly
ob¢ formy expozice snizeni fertility a plodnosti. Doslo také ke snizeni poctd nakladenych
a vylihnutych vajicek.?

Poné¢kud kontroverzni vysledky pfinesly studie reprodukéni toxicity provadéné na Dro-
sophila melanogaster (octomilka obecnd). Autofi Philbrook et al. exponovali Drosophila
melanogaster hydroxylovanym SWCNT v davce 10mg/kg. Uvedena davka nijak neovlivnila
porodnost ani plodnost exponovanych organismui.28 Jiné vysledky v8ak uvadgji tvirei dalsiho
experimentu (Priyadarsiny et al.), ktefi Drosophila melanogaster exponovali GO v davkach
50 a 300 mg/l a v zavislosti na davce pozorovali nartst oxidacniho stresu (ROS), poskozeni
organt a snizeny pocet vylihlych much z nakladenych vajicek. Rozdily ve vysledcich autofi
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pfisuzuji odlisnym expoziénim hladindm.2® NarGst oxida¢niho stresu vlivem expozice GO
pozorovali také Fang et al. Koncentrace 25 mg GO/l indukovala u Bombyx mori (bourec
morusovy) produkci ROS, coz mélo za nasledek poSkozeni DNA ovarialnich bunék, snizeni
poctu oogonii a oocytll v ovariich a nartst tvorby vakuol ve folikularnich buikach. U larev
byla zjisténa redukce gonosomatického indexu o 41 %. Rovnéz doslo ke sniZzeni exprese genti
dtilezitych pro vyvoj ovarii.3

CNM se ve zna¢né mife kumuluji ve vodnich organismech a mohou vyznamné ovliviiovat
jejich reprodukéni systémy.

Mesaric et al. exponovali Paracentrotus lividus (jezovka dlouhoostrnd) GO a sazim (CB,
carbon black) koncentracim 0,0001-1,0 mg CNM / | po dobu jedné hodiny. Z vysledkt
vyplyva, ze i nejnizsi koncentrace CB (0,0001 mg/l) snizovala (pfiblizné o 50 %) schopnost
spermii oplodnit vajicka. GO neovliviioval fertilizaci ani pfi nejvyssi koncentraci 1,0 mg/1.
Zajimavym nalezem byly vyvojové anomalie v gastrulach i v larvach po oplodnéni spermie-
mi, které byly vystaveny GO nebo CB.3!

Reprodukeni toxicitu fullerenu testovali také autofi dalsi studie (Sumi et al.). Sladkovodni
ryby Anabas testudineus (lezoun indicky) byly exponovani koncentracim 5 a 10 mg/1 kratko-
dobé (24, 48, 72 a 96 hodin) a dlouhodobé (7, 15, 30 a 60 dni). Expozice fullerenu obecné sni-
zovala vahu ovarii 1 varlat a redukovala aktivitu antioxida¢niho enzymu superoxiddismutazy.
Dlouhodoba expozice indukovala zavazné histologické zmény v ovariich i varlatech. V ova-
riich byly nalezeny atrezie, ztlusténi oocytu béhem vitelogenni faze a zcela degenerované
oocyty. Ve varlatech byly zjistény vakuoly, snizeny pocet spermii a spermatocytti a deformace
semenotvorného epitelu. Vysledky experimentu ukazuji na vyraznou reprodukéni toxicitu
fullerenu.32

V dalsi studii (Carrillo et al.) byly rybky Danio rerio (déanio pruhované) exponovany po
dobu 48 hodin karboxylovanym MWCNT o koncentracich 0,5 a 1,0 ppm. Expozice vedla
ke zvySeni oxida¢niho stresu a k peroxidaci lipidii v ovarialni a testikularni tkani.3* Danio
rerio pouzili ve své studii také Chen et al. Jejich experimenty mély komplexnéjsi charakter
a byly zaméfeny na hodnoceni miry ,,endokrinni disrupce™ (zmény endokrinnich signalt)
vlivem spolecné expozice GO a bisfenolu A. Z vysledkl vyplyva, ze kombinovana expozice
bisfenolu A a GO (50 a 500 ng/l) indukovala vyznamné vyssi miru toxicity nez samostatné
expozice témto latkam. Sedmidenni kombinovana expozice dospélych samct vyznamné zvy-
Sovala hladiny vitelogeninu a estradiolu a snizovala hladiny testoteronu a folikuly stimuluji-
ciho hormonu (FSH). Samotna expozice GO (koncentrace 250 ng GO/1) nevyvolavala zmény
v koncentracich hormoni.34

Reprodukéni toxicita GO byla zjisténa také u Oryzias latipes (medaka japonska). Autofi
Dasmahapatra et al. podali témto rybam intraperitonealné davky 25 a 200 pg/g a sledovali jejich
ucinek nasledujicich 21 dni. V zavislosti na davce doslo ke snizeni plodnosti jiz béhem prvnich
dni po aplikaci. Davka 200 pg/g vyznamné snizovala pocty vylihnutych mladat, ke zvySo-
vani mortality embryi nicméné nedochazelo. Histologicka analyza prokazala aglomeraty GO
v gonadach. Vyznamnéjsi zmény ve folikulogenezi a v Leydigovych buiikach zjistény nebyly.3

Sedmidenni expozice SWCNT (10 a 50 ug/l), v experimentu s Cyprinus carpio (kapr
obecny) (Deepa et al.), méla za nasledek pokles exprese steroidogennich genti a genti souvise-
jicich s varlaty. V séru byly nalezeny snizené hodnoty testosteronu a 11-ketosteronu. Rovnéz
byla zjisténa zménéna morfologie varlat.3

Reprodukéni toxicita CNM byla testovana i na obojzivelnicich. Autofi Zhao et al. zjistili,
ze MWCNT o koncentracich 0,5 a 2,5 mg/1, aplikované 56 dni, inhibovaly rlst/vyvoj organt
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Xenopus tropicalis (drapatka obecnd), a to veetné gonad, ovarii i varlat. Tvorba oocytl a sper-
mii expozici nicméné naru$ena nebyla.3’

Vysledky studii na savcich (primarné na mysich a potkanech) neposkytuji tak jednoznac-
né vysledky jako predchazejici studie na Cervech, hmyzu a rybach, které prokazuji reproduke-
ni toxicitu. Napfiklad Zhang et al. aplikovali oralné (nebo nitroziln€) mysim samctim GO-QD
(60-300 a 25-150 mg/kg/den). Expozice GO-QD nezménila sexualni chovani mysi, kvalitu
spermatu ani hladiny testosteronu. I vysoké davky byly velmi rychle eliminovany a nedo-
chazelo k jejich kumulaci. Samice, které byly oplodnény samci exponovanymi GO-QD,
meély nékolik generaci mladat, z nichz se zadna zdravotné nelisila od mlad’at z kontrolnich
skupin.38

Podobné vysledky pfinesla i dalsi studie (Skovmand et al.), jejiz tvlirci intratrachealné
exponovali my$i GO, amorfnimu CB (Flammruss 101), CB (Printex 90) a uhlikovym nano-
&asticim ze spalovacich motori (SRM1650b). Zadna z uvedenych expozic neovlivnila kvalitu
spermatu ani hladiny testosteronu exponovanych zvitat.3* Znamky reprodukéni toxicity vybra-
ného CNM nebyly zaznamenany ani ve studii Lianga et al. Opakovana intraven6zni aplikace
GO (25 mg/kg/den) nevyvolala u mysich samct zmény v jejich reprodukéni aktivité, hormo-
nalnich hladinach a kvalité spermatu. Vliv expozice se neprojevil ani na potomcich téchto
mysi. Soucasti studie byla i intraperitonealni aplikace vysoké davky 60 mg GO / kg / den
po dobu 5 dni. Ani tato expozice neméla za nasledek poskozeni pohlavnich organti expono-
vanych mysi.40

Vyse uvedené studie nenalezly znamky reprodukéni toxicity CNM, nicméné nékteré jiné
studie dosly k opa¢nému zavéru. Napiiklad autofi Farshad et al. aplikovali my$im po dobu
peti tydnt SWCNT a MWCNT v davkach 10 a 50 mg/kg/den. Vyssi davky SWCNT vyrazné
redukovaly hmotnost téla, varlat i nadvarlat a chdmovodu. V piipadé¢ MWCNT doslo pouze
k redukci télesné hmotnosti. Expozice vys$sim davkam SWCNT i MWCNT snizovaly pocty
spermii a jejich viabilitu a motilitu, a naopak zvySovaly hladinu oxida¢niho stresu. Autofi
uvedené jevy pfipisuji naruSeni mitochondrialnich funkei s naslednym snizenim produkce
ATP. Histologicka analyza vzork varlat odhalila zadvazné poskozeni tkané a snizeny sper-
matogenni index.*!

V jiné studii (Akhavan et al.) aplikovali vyzkumnici intraven6zné my$im samcim GO
o koncentracich 2, 20, 200 a 2000 pg/ml. Po osmi tydnech expozice byly mySi usmrceny.
Analyzy prokazaly kumulaci GO v mnoha tkanich, véetné $titné zlazy a varlat. Bylo zjisténo
na davce zavislé snizeni kvality spermatu (viability a motility spermii) a morfologické zmény
spermii (na ocase i na hlavé). Koncentrace nad 200 pg/ml zvySovaly produkei ROS, coz bylo
provazeno fragmentaci DNA a vznikem chromozomalnich aberaci. Samice inseminované
exponovanymi samci mély béhem gravidity snizené hladiny FSH, luteiniza¢niho hormonu,
progesteronu a prolaktinu. Vyvoj jejich plodl byl zpomalen a postnatalni viabilita byla snize-
na o 15 %. Vysledky naznacuji, ze GO puisobi toxicky jak na exponované mysi samce, tak i na
jejich potomstvo.*? Zda se, z2 CNM mohou negativné ovliviiovat i my$i samice. Hougaard
et al. aplikovali intratrachealné MWCNT dospélym mysim samicim pied zabfeznutim (67 pg
NM-400 MWCNT). Samci exponovani nebyli. Doba gravidity byla u exponovanych samic
v primeéru o pét dni delsi nez u mysi kontrolnich. Bylo také pozorovano poskozeni plic a jater,
které pfetrvavalo minimalné étyfi mésice.*?

Autori Johansson et al. zjistili, Ze intratrachealné aplikované MWCNT (2, 18 a 67 pg) pro-
dlouzily estralni cyklus mysich samic (béhem kterého doslo k expozici MWCNT) z péti
az Sesti dnti na sedm az osm dntl. Dalsi estralni cyklus byl ale naopak zkracen na pribliz-
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né 4,3 dne. Expozice MWCNT ovlivnila také termin porodu. U mysi exponovanych 2 pg
MWCNT doslo k porodu o dva dny dfive nez v kontrolni skupiné. Pfekvapivym jevem bylo,
ze davky 18 pg a 67 pg porod naopak oddalily.**

Toxické ucinky na reprodukc¢ni systém byly popsany také u fullerenu Cg,. V tficetidennim
inhala¢nim pokusu na mysich a potkanech (inhalace pouze nosem) byly pouzity dva typy
fulleren®i. Jednalo se o fulleren Cgy, o priméru 1 um (mikro-Cg) a fulleren Cy, o priméru
50 nm (nano-Cg). Mikro-Cg, byl aplikovan v koncentracich 2, 15 a 30 mg/m?3, nano-Cg,
v koncentracich 0,5 a 2 mg/m3. Oba typy fullerent snizily u obou druhti zvifat motilitu sper-
mii a prodlouzily estralni cyklus.*?

Ze studii, které pracovaly vyhradné s potkany, 1ze uvést naptiklad dvé prace Nareshe
Nirmala, Kumua Awasthiho a Placherila Johna, ktefi potkantim po dobu 7, 15 a 30 dnt intra-
peritonealné aplikovali GO (0,4; 2 a 10 mg/kg) a hydroxylované MWCNT (0,4; 2 a 10 mg/kg;
celkové 15 davek). Expozice GO redukovala v zavislosti na davce pocet spermii, spermatogo-
nii a spermatid a zptisobila pokles motility spermii. Doslo také ke zménam v testikularni tka-
ni, k atrofii semenotvornych tubuld s redukcei zarodeéného epitelu a k vakuolizaci.*¢ Rovnéz
hydroxylované MWCNT sniZovaly pocty spermii a jejich motilitu a ovliviiovaly morfologii
buné¢k (nalezy bezhlavych spermii a poruch ocasu). Histologicka analyza testikularni tkané
odhalila poskozeni semenotvornych tubuli a vakuolizaci v disledku zeslabeni zarodecného
epitelu.4?

V jiné studii na potkanech (Farombi et al.) védci intraperitonealné aplikovali (po dobu péti
dnt) karboxylovanée MWCNT v davkach 0,25, 0,5, 0,75 a 10 mg/kg/den. Expozice MWCNT
zvySovala hladiny peroxidti a malondialdehydu a aktivity antioxida¢nich enzymu (superoxid-
dismutazy a glutamat pyruvat transaminazy) ve varlatech, nadvarlatech a spermiich. Poklesly
naopak hladiny gluthationu a glutathionperoxidazy a poklesla téz hladina testosteronu a pocet
spermii (se zvy$enym vyskytem abnormalnich spermii).8

Vysledky in vivo sice ne ve vsech piipadech potvrzuji reprodukéni toxicitu CNM, nicmé-
né pokud existuji studie, které ji potvrzuji, je nezbytné se tomuto tématu vénovat hloubéji. Je
vysoké riziko, ze CNM mohou vykazovat toxicitu také k lidskému reprodukénimu systému.

11.3 VYVOJOVA TOXICITA

Vyvojové poruchy a defekty mohou mit geneticky podklad nebo mohou byt zpiisobeny expo-
faktorti jsou obzvlasté nebezpecné ty latky, které penetruji pfes placentu do embrya ¢i plodu.

Boyin Liu, Eva Campo a Torsten Bossing pouzili pro sledovani vyvojové toxicity embrya
octomilek (Drosophila melanogaster). Do embryi injekéné vpravili po 5 pg MWCNT. Inji-
kované MWCNT pronikaly do bunék, ale nedostaly se k jadrim a zastavaly v cytoplazmé.
Expozice indukovala smrt ektodermalnich kmenovych bungk, ale neuralni kmenové buiiky
ovlivnény nebyly. Uvedeny jev naznacuje variabilitu toxického u€¢inku MWCNT podle typt
bunék.4

Dziewigcka et al. exponovali cvreky domaci (Acheta domesticus) GO (0,2, 2 a 20 pg/g
v potrave) a sledovali jeho vliv na tfi nasledujici generace. Zmény indukované GO byly patr-
né ve vSech generacich. Expozice zkracovala délku Zivota, snizovala pocet larev na samici
a zkracovala dobu lihnuti. Doba lihnuti byla vyrazné¢ kratsi v prvni a tfeti generaci. Ve treti
generaci cvrckll byl navic zjistén narst miry poskozeni DNA a genomova nestabilita. Je
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zajimavé, ze druha generace nevykazovala zmény ekvivalentni zménam pozorovanym v prv-
ni a tfeti generaci. Zda se tedy, Ze vyvojova toxicita GO postihuje vice generaci a mira postihu
nem4 linearni charakter.5

Velmi dulezité jsou studie vyvojové toxicity na vodnich zivociSich, nebot’ ve vodnim
prostiedi miize dochazet k vyznamné kumulaci CNM. Autoii Martinez-Paz et al. testovali
vyvojovou toxicitu MWCNT (expozi¢ni koncentrace 10, 100 a 1000 pg/ml) na vodni larvu
Chironomus riparius. Expozice MWCNT snizovala expresi genll odpovédnych za produkci
proteind, zapojenych do reparacnich mechanismi DNA. Nejvyssi davky snizovaly i expre-
si Hsp70 a Hsp27 gent. Produkty téchto gent jsou zapojeny do cytoprotekce, podili se na
stabilizaci ¢etnych onkoproteind, podporuji proliferaci, inhibuji apoptézu a funguji téz jako
chaperony a proteazomy. To samoziejmé vede k poruchdm vyvoje larev.3!

Studie autorti Zhua et al. byla provedena na larvach korySe zdbronozky solné (Artemia
salina), které byly exponovany oxidovanym SWCNT o koncentracich az 600 mg/l po dobu
12, 18, 24 a 36 hodin. Expozice vyznamné zvysila mortalitu larev a produkei ROS. Po
24 hodinach doslo ke zkraceni délky téla a naruSeni plavani (v mife zavislé na davce). Poru-
chy plavani byly zptisobeny poskozenim Zaber, na ktera se navazovaly SWCNT.>2

Autofi jiné studie (Mesaric et al.) studovali vliv expozice spermii jezovky dlouhoostné
(Paracentrotus lividus) CB nebo GO (0,0001-1,0 mg/l) na stav dalSich generaci. Embrya
vznikla ze spermii exponovanych CB nebo GO vykazovala zpomaleni vyvoje (nepravidelny
tvar embrya, abnormalni migrace primarnich mezenchymalnich bun¢k a naruseni skeleto-
geneze) a méla sniZzenou aktivitu cholinesterazy. Intenzita vyvojové toxicity byla zavisla na
davce.3!

Z ryb je v experimentalni toxikologii ¢asto pouzivano danio pruhované (Brachydanio
rerio). Na této ryb¢ testovali D’Amora et al. vyvojovou toxicitu GO, oxidovanych uhliko-
vych nanocibuli (oxi-CNO) a oxidovanych nanorohti (oxi-CNH). Vajicka ryb byla vystavena
koncentracim 5, 10, 50, 100 pg CNM / ml / 120 hpf (hodin po fertilizaci). Zatimco oba
oxidované druhy CNM vykazovaly pomérné vysokou biokompatibilitu, u GO byly zjistény
na davce zavislé znamky vyvojové toxicity. Expozice GO alterovala lihnuti, snizovala miru
preziti o 25 %, zpomalovala vyvoj embrya a snizovala jeho srdecni frekvenci a pohyblivost.
Byl zaznamenan zvyseny vyskyt malformaci (naptiklad flexury ocasu, poskozeni zloutkové-
ho véaéku ¢&i perikardialni edém).53 Vyvojovou toxicitu GO potvrdili také autoti Yang et al.
Expozice 10 pg/ml snizila lihnivost a narusila pohyblivost plodu. Byl nalezen zvySeny vyskyt
malformaci a potvrzena vyssi hladina oxida¢niho stresu. Analyza genové exprese odhalila,
ze expozice GO zvysila expresi mRNA pro synapsin, neurogenin-1, al-tubulin, SHH (sonic
hedgehog protein) a rbl13 protein, které jsou spojené s vyvojem nervové soustavy. Jiz kon-
centrace 0,01 pg GO/ml zvySovala expresi mRNA prozanétlivych cytokint, (napfiklad IL-6,
IL-8, TNFa a IFNYy). Je zfejmé, Ze expozice GO plisobi na embryo neurotoxicky a indukuje
zangt.>4

Bangeppagari et al. se zaméfili na studium kardiotoxickych ucinkd GO (expozice kon-
centracim 0,1-1 mg/ml) na embrya dania pruhovaného. Koncentrace do 0,3 mg/l nebyly
kardiotoxicke, avSak vyssi koncentrace oddalovaly lihnuti a zvySovaly mortalitu embryi.
Podrobnéjsi analyza prokazala zavazné vyvojové defekty srdce a cév a poruchy hemoglobi-
nizace.>>

Studie Jaworského et al. srovnavala toxicitu grafenu a GO (koncentrace 5, 10, 20, 50
a 100 pg/ml) na ctyfech biologickych modelech, véetné dania pruhovaného. Vyssi toxicitu
vykazovala expozice GO. U dania pruhovaného se po expozici GO zvysil pocet nevylih-
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nutych embryi a vyvojovych abnormit (naptiklad malformace ocasu a perikardialni edém).
Koncentrace 50 a 100 pg/ml obou typtit CNM vedly ke smrti a koagulaci embryi, coz sniZo-
valo miru pieziti.56

Také tvirci dalsi studie (Chen et al.) potvrdili, ze GO (v expozi¢nich koncentracich
10 a 100 mg/ml) ptisobi toxicky na embrya dania pruhovaného. Po 24 hpf byl GO nalezen
i v chorionu, do néjz spontanné pasivné penetroval pomoci endocytdzy. V embryu dochazelo
ke kumulaci GO hlavné v oblasti o¢i, zloutkového vacku a v srdci. To vedlo k vyvojovym
defektim spojenych s poskozenim mitochondrii a s nartistem hladiny oxida¢niho stresu.>7

V rozsahlé studii s embryi dania pruhovaného pouzili autofi Lopez et al. n¢kolik druht
a velikosti ¢astic GO. Konkrétné se jednalo o ¢astice 250 nm % 250 nm (sGO), 400 nm X
400 nm (mGO), 1 um x 1 um (1GO), ¢astecné redukované castice 400 nm x 400 nm (prGO)
a redukované ¢astice (rGO) 400 nm x 400 nm a 2 pm x 2 pm. Embrya byla exponovéna
koncentracim 2,32, 5, 10,7, 23,2 a 50 pug/ml v ¢asech az 120 hpf. Nejvyssi mira vyvojové
toxicity byla nalezena pfi expozici mGO. Doslo k vyznamnému zvySeni mortality a vyskytu
malformaci. Naptiklad expozice koncentraci 50 pg mGO / ml po dobu jedné hodiny dokézala
narusit membranu zloutkového vacku, coz mélo za nasledek vytékani zloutku a smrt embrya.
RovnéZ byly pozorovany zmény ve fotomotorické odpovédi (chovani) embryi.>8

Falinski et al. exponovali larvy a embrya dania pruhovaného rtiznym typim oxidova-
nych MWCNT (ox-MWCNT) o koncentracich 10 az 50 pg ox-MWCNT/ml/24 hpf. Expozi-
ce 0x-MWCNT zvysovala hladinu oxida¢niho stresu a mortalitu embryi, avSak mezi témito
dvéma ukazateli nebyl nalezen vyznamny vztah. Zda se tedy, Zze zvySena tvorba ROS neni
jedinou pfi¢inou zvysené mortality. Autofi se domnivaji, Ze vyznamnou roli ve zvySené trov-
ni mortality hraji (vedle ROS) i fyzikalné-chemické vlastnosti CNM a jejich agregace v tka-
nich.>® K podobnym zavérim (pfi pouziti jinych typt MWCNT) dospéli i Martinez et al. Ve
sve studii testovali kratké a dlouhé¢ MWCNT (kratké 110-170 nm pramér a 5-9 um délka;
dlouhé 6—13 nm prumér a 2,5-20 pm délka), kterymi byly exponovany larvy a embrya dania
pruhovaného (koncentrace 0,005, 0,05, 0,5, 5 a 50 ppm / 24 a 48 hpf). Expozice obéma typiim
MWCNT negativné ovliviiovala lihnivost a mortalitu embryi. U larev doslo po expozici dlou-
hym MWCNT k naruseni vyvoje nervové a kardiovaskularni soustavy, coz se projevilo jako
poruchy v lokomoci a poruchy srde¢niho rytmu. Navic doslo k poklesu migrace neutrofilti
a k malformacim larev. Expozice larev kratkym MWCNT negativné ovliviiovala vyvoj jejich
nervové soustavy a migraci neutrofil.%0

Mezi dalsi CNM, u kterych byl zjistovan potencial vyvojové toxicity, patii fulleren. Jako
priklad 1ze uvést studii Zhua et al. Expozice embryi dania pruhovaného fullerenu (50 mg/1)
vyznamné zvysila jejich mortalitu a negativné ovlivnila lihnuti. Tyto G¢inky byly zmirné-
ny pfidavkem glutathionu do expozi¢ni smési. Expozice fullerenu o koncentraci 1,5 mg/l
v pribéhu 12 az 96 hpf snizovala (v zavislosti na ¢ase) miru preziti embryi a jejich srdecni
frekvenci a indukoval vznik perikardialniho edému.°!

Studie Wanga et al. byla zaméfena na interakce u€inkd pti kombinované expozici embryi
dania pruhovaného MWCNT a BDE-47 (2,2°,4,4’-tetrabromodifenyl éteru). Embrya byla
akutné (96 hodin) exponovana jednotlivym latkam i jejich kombinaci (koncentrace 5, 10,
a 50 pg BDE-47 /1a 50 mg MWCNT / ). Expozice samotnému BDE-47 vyvolala vyznam-
n¢ vys$si miru akutni toxicity nez expozice samotnym MWCNT. V pfipadé¢ kombinované
expozice byly pozorovany antagonistické interakce, kdy ukazatele akutni toxicity BDE-47
byly redukovany vlivem pfitomnosti MWCNT. Byly sledovany ukazatele oxida¢niho stresu
(ROS, superoxiddismutaza, katalaza a malondialdehyd), apoptdzy (mira apoptdzy a aktivity
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kaspazy-3 a kaspazy-9) a poskozeni DNA (kometovy test). Z vysledkl vyplyva, ze acko-
li MWCNT vykazuji samy o sob¢ vyvojovou toxicitu, zjevné mohou mirnit G¢inky jinych
latek s vy$si mirou vyvojové toxicity.6? Také dalsi studie (Jurgeléné et al.) byla zaméfena na
interakce ucinkt Ctyfdenni expozice embryi a larev pstruha potocniho (Salmo trutta) samot-
nému GO a dale smési GO a kovovych prvki, béznych v Zivotnim prostedi (chrom, méd’,
nikl a zinek). Zatimco u larev byl GO nalezen pouze v oblasti zaber, u embryi pronikl az do
chorionu a zde zpusobil poskozeni tkané. Pfi pouziti GO ve smési s kovovymi prvky byla
pozorovana vysoka sorpéni kapacita GO, ktery uvedené kovoveé prvky vazal do komplexu
a tim snizoval jejich toxicky potencial.?

Studie autorti Sawosze et al. se zabyvala otdzkou poSkozeni kufecich embryi grafe-
nem. Oplozena vejce byla 19 dnii exponovana vodné suspenzi grafenu o koncentracich
50-10 000 pg/l. Expozice vyznamné sniZila preziti embryi, nicméné neovlivnila sledované
biochemické parametry a hmotnost. Histologicka analyza vzorkli mozkové tkané ukazala
zménénou strukturu s nartistem vakuol a cév s kumulaci leukocytl a poskozenim mitochon-
drii. Pfi koncentracich vyssich nez 1000 pg/l bylo zjisténo sniZzeni exprese PCNA mRNA
(proliferating cell nuclear antigen). PCNA je zapojen do syntézy DNA béhem replikace a do
postreplika¢ni reparace DNA.

Dalsi studii, zaméfenou na mozné poskozeni kufrecich embryi vybranymi CNM, prezen-
tovali Schmidt et al. Ve svych experimentech porovnavali u¢inky grafenu, GO a rGO o kon-
centracich 50, 500 a 5000 pg/ml. Uvedené CMN byly injikovany do oplozenych vajec, ktera
byla naslednych 18 dnti inkubovéna. V zavislosti na davce bylo pozorovano snizeni miry
preziti embryi ve vSech skupinach (nejtoxictéjsi byl v tomto ohledu GO). Pfi histologickych
analyzach jaterni tkan¢ bylo zjisténo, ze grafen poskodil membrany hepatocytti a mitochon-
drii (naruSeni membran a degradace mitochondrialnich krist). Expozice GO membrany hepa-
tocytl neposkozovala, nicméné zvySovala pocet intracelularnich vakuol a vazné poskozovala
mitochondrie. Expozice rGO vedla k dezintegraci cytoplazmy a fragmentaci mitochondrii.
Z vysledku dale vyplyva, ze grafen a rGO maji pravdépodobné antioxidacni ucinky. Pti pou-
ziti expozicnich koncentraci 50 a 500 pg/ml bylo zjisténo snizeni hladiny ukazatele oxidac-
niho poskozeni DNA (8-hydroxy-2'-deoxyguanosinu).6

Autofi Kurantowicz et al. testovali u€inky Sesti typti CNM, které byly injikovany do bilku
oplozenych vajic¢ek. Jednalo se o ND, grafit, grafen, maly GO, velky GO a rGO. Stav embryi
byl vyhodnocovan za 5, 10, 15 a 20 dnti inkubace. U vSech testovanych CNM, s vyjimkou
neovlivnila vahu jater, ledvin, srdce, mozku ¢i ledvin. Morfologie erytrocytt, hodnoty oxi-
da¢niho stresu a vybranych biochemickych parametri se mezi skupinami nelisily.o® Nékte-
ré vysledky této studie jsou vSak v rozporu s vysledky studie Jaworského et al., publiko-
vané v témze roce, kterd byla zamétena na hemokompatibilitu redukovaného grafenu, GO
arGO. Kuteci oplodnéna vajicka byla exponovana uvedenym CNM o koncentracich 50, 500
a 5000 pg/ml a nasledné byly sledovany morfologické zmény erytrocytti. Expozice zptisobily
dezintegraci membrany, deformovani tvaru (echinocyty, knizocyty) a destrukci erytrocytt
vyssi koncentraci.®’

Sav¢i vyvojova toxicita CNM byla testovana primarné na mySich. Autofi Lui et al. expo-
novali oralné gravidni mysi GO (expozice davkam 2, 10 a 40 mg/kg denné béhem 7. az
16. gestacniho dne). V zavislosti na davce byly pozorovany komplikace vyvoje plodu, véetné
zvysené resorpce embryi. Byl zaznamenan vyznamny pokles hmotnosti mlad’at a zivych plo-
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di, doslo k vyvinu kosternich malformaci a ke zvySeni mortality. Autofi tyto jevy pfipisuji
poskozeni mikrobiomu stfeva. PoSkozeni je podle nich spojeno s narusenim placentalnich
bariérovych funkci a plod tak neni dostateéné chranén pied vlivem xenobiotik.68

Gravidni mysi byly pouzity i ve studii autorti Fujitaniho et al. Studie byla zamétena na
ucinky expozice MWCNT (expozice davkam 2, 3, 4, and 5 mg/kg), aplikovanych intraperi-
tonealné nebo intratrachealné v devaty den gestace. Expozice zvysila miru resorpce embryi
ve vSech sledovanych skupinach. Intraperitonealni podani vedlo u vSech expozi¢nich davek
ke kosternim malformacim (zkraceni koncetin, zkraceny ¢i chybéjici ocas a fize obratll).
Podobné ucinky byly pozorovany i u intratrachealniho podani, ale pouze u vyssich expozic-
nich davek 4 a 5 mg/kg.®®

Autofi Fu et al. exponovali oralné kojici samice GO (koncentrace 0,5 mg/ml; po celé
obdobi laktace). Mlad’ata takto exponovanych matek pomaleji rostla a pomaleji pfibyvala
na vaze. Jak odhalila histologicka analyza, jejich srdce, jatra, plice, ledviny, slezina a klky
tenkého stieva byly atrofované.”®

Casto je uvadéno, ze funkcionalizace CNM mé za nasledek sniZeni toxicity a zvy3eni bio-
kompatibility. Nutno doplnit, ze funkcionalizace ma v nékterych piipadech i opacny ucinek.
Prikladem muiZze byt studie Caoa et al., ktera byla provedena na larvach dania pruhovaného
(vyvojové stadium starsi tii dnd po oplozeni). Larvy byly exponovany karboxylovanému GO
o koncentracich 10, 50 a 100 mg/1. Expozice méla za nasledek zvySeni miry oxida¢niho stresu
a naruSeni vyvoje nervového systému. To se nasledné projevilo ve formé abnormalit pohy-
bové aktivity. Vlivem expozice rovnéz doslo k nartstu aktivit acetylcholinesterazy, ATPazy
a exprese gent spojenych s Parkinsonovou nemoci.”!

Studie provedené na mnoha experimentalnich modelech (od hmyzu az po savce) ukazuji,
ze CNM mohou vazné poskozovat reprodukéni systémy a vyvijejici se plod. Velmi dulezitou
roli v tomto procesu hraje charakter CNM, podana davka a ¢asové obdobi, po které jsou plody
pusobeni CNM vystaveny. S ohledem na nartst produkce CNM (a s tim souvisejici nartst
pravdépodobnosti expozicniho kontaktu s ¢lovékem) akcentuji vysledky studii bezpodmi-
ne¢nou nutnost podrobnéjsiho vyzkumu mechanismu ptisobeni téchto latek a odhadu arovné
akceptovatelného rizika expozice.

11.4 ZAVER

Reprodukce je nezbytna pro preziti vSeho zivého. Jeji naruSeni, omezeni, ¢i dokonce neplod-
nost znamena zasah do populaci, které v nejhor$im piipadé mize vést i k vymieni nékterych
druhti. Neméné zasadni je pak i spravny prenatalni i postnatalni vyvoj potomstva. Je tedy
velmi dilezité sledovat u chemickych sloucenin a latek také jejich reprodukéni a vyvojovou
toxicitu. Ve studiich in vitro i in vivo se ukazuje, ze CNM maji toxicky potencial. Zasahuji do
produkce pohlavnich hormont, poskozuji tkdné€ spojené s reprodukci, a navic mohou zptsobit
vyvojové deformity a kumulovat se ve tkanich vyvijejiciho se plodu. Tuto problematiku je
nezbytné dale studovat, aby se zabranilo poskozeni dalSich generaci.
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VLIV DLOUHODOBEHO VYSTAVENI
GRAFENU NA VIABILITU

A MOTILITU A549 BUNEK
ZDRAVOTNICH SLUZEB

Nasledujici text predstavuje komentai ke studii Sestakova B, Schréterova L, Bezrouk A et al.
The Effect of Chronic Exposure of Graphene Nanoplates on the Viability and Motility of A549
Cells. Nanomaterials. 2022;12(12):2074. https://doi.org/10.3390/nano12122074.

Metodiky jsou podrobné popsany v piiloze.

12.1 UVOD

Grafen a jeho derivaty patii mezi ¢asto vyuzivané nanomaterialy v mnoha technickych obo-
rech a v biomedicinskych aplikacich.!-3 Vzhledem k rozsahu vyroby a distribuce 1ze piedpo-
kladat i jejich Sifeni a kumulaci ve slozkach Zivotniho prostiedi a s tim souvisejici potencialni
chronickou expozici Zivych organismi.*3

VétsSina toxikologickych dat o vlivu grafenu a jeho derivatl na organismus byla odvo-
zena od vysledkl akutnich nebo subakutnich forem expozic (jednorazové aplikace vyssich
davek). V praxi ovSem pievazuji expozice chronické (opakované aplikace nizkych davek),
jejichz toxicky potencial miize mit od potencialu vyvolaného akutnimi ¢i subakutnimi forma-
mi expozic vyznamné odli$ny charakter.6-® Z tohoto divodu se prezentovana studie zaméfila
na biologickou odpovéd’ bunécné linie A549 na chronickou expozici netoxické koncentrace
grafenu.

12.2 CILE

Cilem studie bylo porovnani biologické odpovédi bunék A549 (odvozenych z plicniho kar-
cinomu) na akutni a chronickou (osmitydenni) expozici grafenovym platkim (GP). Byla sle-
dovana morfologie exponovanych bunék, akutni a chronicka cytotoxicita, zmény bunécného
cyklu a bunééna migrace.
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12.3 MATERIAL A METODIKA
12.3.1 Expozice bunék GP

Bunky A549 (ATCC, cat. no. CCL-185) byly kultivovany v aMEM bez fenolové Cervené
s 10 % FSB, 1 % antibiotik (penicilinem, streptomycinem), 10 mM Hepes, 1 mM pyruvatu
sodného a 2 mM L-glutaminu pfi 37 °C v atmosféfe 5 % CO, (pasazovani prob¢hlo dvakrat
tydné). Buiiky byly jednorazové (akutni toxicita) i opakované (chronicka toxicita) exponova-
ny GP o koncentracich 5, 15 a 30 ug GP / ml média (Obrazek 4).

Akutni toxicita

Den 1 >> Den 2 >> Den 3 >> Den 4 >

nasazeni expozice WST-1 WST-1
bunék alamarBlue™  alamarBlue™
pocet bunék pocet bunék

Chronicka toxicita

Tyden 1 Tyden 2 WST-1
' '\ ' alararBlue™
|Den1>-->Den 4y >Den1y-->Dendy-- > Celkem 8 tydni TEM
nasazeni pasdzovani pasazovani  pasazovani Bunécny cyklus
bunék bunék bunék bunék Annexin V/PI
5 ¥ iy + Metabolismus

expozice expozice expozice expozice Motilita

Obrazek 4. Schéma expozice bunék A549

12.4 VYSLEDKY
12.4.1 Morfologické zmény exponovanych bunék

Analyza exponovanych bunék A549 pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM)
potvrdila internalizaci GP. Po akutni (jednorazové) expozici (Obrazek 5A) byly GP lokalizo-
vany uvnitt bunék v blizkosti volného povrchu. Castice tvotily shluky, které byly umistény
v membranoveé vazanych vezikulach (viz §ipky) nebo se nachéazely volné v cytoplazmé (viz
prazdné Sipky). Po chronické (opakované) osmitydenni expozici (Obrazek 5B) byly témét
vsechny shluky GP lokalizovany uvnitt vezikul vazanych na membranu (viz Sipky). Vezikuly
dosahovaly vétsich rozmér (nez po akutni expozici) a vyskytovaly se v riznych ¢astech
bunék. ,,.Smouhy* na obrazku 2B (oznaéeny hvézdi¢kami) vznikly pravdépodobné pti pii-
pravé preparatu (krajeni). Métitko A 2 um (mag. 4000%), vlozka (mag. 11 100x); B 2 um
(mag. 5000x%), vlozka (7400x).

12.4.2 Akutni cytotoxicita

Akutni cytotoxicita GP vici bunkam linie A549 (vliv na buné¢nou viabilitu za 24 a 48 hodin)
byla hodnocena pomoci testt WST-1 a alamarBlue™. Oba testy potvrdily vyznamné
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Obrazek 5. Transmisni elektronova mikroskopie bunék linie A549 po akutni (A) a chronické (B) expozici GP

snizeni metabolické aktivity exponovanych bunék oproti kontrolam. Za povSimnuti stoji, Ze
po 24hodinové expozici bylo snizeni vyznamnéjsi (Obrazek 6).

Cytotoxicky vliv expozice GP na linii A549 vSak nepodpotily vysledky stanoveni poctu
buné¢k po 24 a 48hodinové expozici GP (za pouziti ImageXpress Micro XLS systému). Test
neprokazal pokles viability u zadné z expozicnich koncentraci (Obrazek 6).
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Obriazek 6. Akutni cytotoxicita GP vii¢i butikam linie A549

Pozndmka: Testy (A) WST-1, (B) alamarBlue™, (C) podet bunék. Data pfedstavuji primér vyjadfeny jako procento
kontroly (0 mM) + SD ze tfi nezavislych experiment. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti kontrolam
*p<0,05, **p<0,01, **** p <0,0001. Statisticky vyznamny rozdil mezi dvéma inkuba¢nimi ¢asy v ramci jedné
koncentrace grafenu * p < 0,05, ** p <0,01.
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12.4.3 Chronicka cytotoxicita

Chronicka cytotoxicita GP vuci butikam linie A549 byla hodnocena pomoci testu metabo-
lické aktivity WST-1. Po uplynuti expozi¢ni doby (osm tydni opakované expozice) se dav-
kové zavislé rozdily mezi pouzitymi koncentracemi (5, 15 a 30 pg GP / ml média) postupné
vyrovnaly a testy WST-1 ukazaly zhruba stejné (vyznamné) snizeni metabolické aktivity
oproti kontrole (Obrazek 7). K ur€eni viability chronicky exponovanych bunék byl pouzit
Annexin V / Dead Cell Apoptosis Kit pro pritokovou cytometrii. Kumulace grafenu uvnitf
bunék snizovala jejich viabilitu ve srovnani s kontrolou (Tabulka 1).

WST-1
200 - 8 tydnu
=
g *%x ** s
S 150 -T-
X
X
o 100
%)
c
@
£
5 50 -
[72]
el
<
0 .
5 15
GP1 [pg/ml]

Obriazek 7. Chronicka cytotoxicita GP vici buiikam linie A549
Pozndmka: Test WST-1. Data piedstavuji pramér vyjadieny jako procento kontroly (0 mM) + SD ze tii nezavislych
experimenti. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti kontrolam ** p < 0,01.

Tabulka 1. Chronicka cytotoxicita GP vici buiikam linie A549
(Annexin V / Dead Cell Apoptosis Kit)

Expozice Mrtvé buiiky
Kontrola 0,97 £0,20 %
GP (5 pg/ml) 6,67 + 0,98 %
GP (15 pg/ml) 7,55+ 0,10 %
GP (30 pg/ml) 7,90 £2,15 %

12.4.4 Analyza bunééného cyklu

Zmény prabéhu bunééného cyklu linie A549, chronicky exponované GP, byly sledovany
pomoci pritokové cytometrie a znaceni DNA propidium jodidem. Testovany byly tfi kon-
centrace GP (5, 15 a 30 pg/ml). Zastoupeni bunék (v procentech) se v jednotlivych fazich
cyklu vyznamné neliSilo od kontrol. Vlivem expozice grafenu tedy nedochazelo ke zmé-
nam v pribéhu bunééného cyklu (expozice grafenu nezménila rychlost déleni bunék;
Obrazek 8).
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12.4.5 Buné¢na migrace

Dulezitym ukazatelem expozice bunek xenobiotiky je zména jejich motility. Jak vyplynulo
z 24hodinovych sledovani, buiiky linie A549 exponované GP vykazovaly mensi pohyblivost
pti hodnoceni spontanni motility (Obrazek 9) i chemotaktické migrace (Obrazek 10) (ve srov-
nani s kontrolou). Je zajimavé, Ze u exponovanych bunek nedoslo ke zméné energetického
metabolismu, ktery by mohl sniZzeni motility vysvétlovat.

A Bunéény cyklus
100+
804
X
QO
S 60
a
R 401
20
0-
Kontrola 5 15 30
GP [ug/ml]
B
Control GP15
M c1dsOe20 c1dsOe20
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@ la_ N
o
§
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3 c1OsOec2 c1dsOe20
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S=23% S=20%
G2=17% G2=18%
< : DNA Content >

Obrazek 8. Analyza zmén cyklu bunék linie A549 chronicky exponovanych grafenem (GP, v pfistroji popis
GP1) v koncentracich 5, 15 a 30 mg/ml

Pozndamka: (A) Distribuce fazi bunééného cyklu (primér + SD, n = 3). (B) Reprezentativni histogramy analyzy buné¢-
ného cyklu z jednoho ze tfi nezavislych experiment. G1 faze Cervené piky, S-faze zluta plocha pod kfivkou, G2 faze
zelené piky. Statisticka vyznamnost byla hodnocena Studentovym t-testem.
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Obrazky 9. Sledovani spontanni motility bun¢k linie A549 exponovanych GP
Pozndmka: (A) Praimérna akumulovana vzdalenost a (B) primérna rychlost bunék a kontrol exponovanych GP

v prubéhu 24 hodin. Statistickd vyznamnost byla hodnocena neparovym t-testem. **** yyznamneé odlisné od kontrol,
p <0,0001. (C) Grafické znazornéni spontanni bunééné motility.

>

Chemotakticka migrace bunék

2,5 4
2,0 4

1,5 1

Bunéc¢ny index

1,0 4
0,5 -+

0,0 -

Kontrola

*k

GP [30 pg/mi]

Bunécny index

500

09-

5,0

100

v 150
Cas [h]

Obrazek 10. Sledovani chemotaktické migrace bunék linie A549 exponovanych GP
Poznamka: (A) Bunéény index (24hodinova migrace) kontrolnich a exponovanych bunék. Statisticka vyznamnost

byla hodnocena neparovym t-testem. ** vyznamné odlisné od kontrol, p < 0,05. (B) Reprezentativni migraéni kiivky
kontrolnich a exponovanych bunék ze tii nezavislych experimenta.
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12.5 SHRNUTI

V ramci uvedené studie byla hodnocena biologicka odpovéd’ bunék linie A549 (odvozenych
z plicniho karcinomu) na akutni a chronickou (osmitydenni) expozici GP. Testované bunky
byly sledovany z pohledu morfologie (TEM), cytotoxicity (WST-1, alamarBlue™, Annexin
V / Dead Cell Apoptosis), analyzy bunécného cyklu a spontanni motility a migrace.

Vysledky studie ukazaly, ze akutni expozice GP (5, 15 a 30 pg/ml) vyznamné snizovala
metabolickou aktivitu bunék A549. Chronicka expozice metabolické aktivity bunék A549
naopak zvySovala. Dochazelo ke kumulaci GP v riznych ¢astech bunék, nicméné pfitomnost
GP nevedla ke zménam proliferace ani ke zménam bunécného cyklu. Nebyly nalezeny ani
zvySené hladiny ukazatelll mitochondrialniho stresu.

Vyznamné snizeni bylo zjisténo u spontdnni bunécné pohyblivosti a u chemotaktické mig-
race. Spontanni motilita byla snizena na 54 % a chemotakticka migrace dokonce na 25 % (ve
srovnani s kontrolou).

Vzhledem k tomu, ze bunécna motilita je klic¢ovou slozkou zivotné dulezitych biologic-
kych procest, pritomnost bun¢k s kumulovanymi GP by mohla vazné narusovat regeneraci
tkani.
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CYTOTOXICKY EFEKT GRAFENU
ZAVISLY NA DAVCE A CASU

V POKUSECH IN VITRO A IN VIVO
(PAEC BUNKY, C57BL/6 MYSI)

Nasledujici text predstavuje komentaf ke studii Bavorova H, Svadlakova T, Fiala Z, Pisal R,
Mokry J. The Dose- and Time-Dependent Cytotoxic Effect of Graphene Nanoplatelets: In Vitro
and In Vivo Study. Nanomaterials. 2022; 12(12):1978. https://doi.org/10.3390/nan012121978.
Metodiky jsou podrobné popsany v piiloze.

13.1 UVOD

Nanomaterialy si ziskavaji stale vétsi pozornost nejen védet, ale i vefejnosti. Jejich produkce
a pouzivani vSak mtze za jistych okolnosti predstavovat riziko pro Zivotni prostiedi, rostliny
i zivoc€ichy, vcetné ¢loveka. To je dano snadnych prinikem do organismu, a hlavné moznosti
kumulovat se ve tkanich. Doba této depozice je determinovana jejich fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, funkcionalizaci povrchu a charakterem interakci s biomolekulami.!

Mezi uhlikovymi materialy patii k nejznaméj$im grafen a jeho derivaty. Vzhledem k jeho
vysoké vyuzitelnosti v mnoha oborech, véetné mediciny, je nezbytné ziskat piesna data
o jeho potencialni toxicité.>? Udaje o (ne)bezpeénosti grafenu jsou zatim pomérné omezené
a pochazeji z velkeé ¢asti z vysledka akutnich nebo subakutnich forem expozice v experimen-
tech in vitro.

13.2 CILE

Cilem prezentované studie bylo (1) in vitro testovani cytotoxického (antiproliferativniho)
potencialu grafenovych platkt (GP) viici mySim primarnim alveolarnim epitelovym bunikadm
a (2) histopatologické analyza in vivo experimentu: sledovani morfologickych zmén tkani
vybranych organt (plic, srdce, zaludku, tenkého stfeva, jater a ledvin) a sledovani distribuce
a kumulace nanocastic v organismu po peroralni a intratrachealni (akutni i chronické) expo-
zici mysi grafenovym nanoplatktim.
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13.3 MATERIAL A METODIKA
13.3.1 Priprava suspenze GP

GP byly ziskany od firmy PlasmaChem GmbH (velikost platk do 2 mm, tloustka 1-4 nm).
Pro experimenty byly GP suspendovany v 0,02% cholatu sodném a sonikovany po dobu
30 minut. Zasobni roztok o koncentraci 250 mg GP / ml suspenze byl nésledné fedén na pra-
covni koncentrace (5-100 mg/ml).

13.3.2 Kultivace mysich primarnich alveolarnich
epitelovych bunék (PAEC)

Bunécna kultura PAEC byla ziskéna od firmy Cell Biologics (izolace z my$i kmene C57Bl/6).
Kultivace byla provadéna ve specifickém kultivaénim médiu s obsahem rtstovych faktori
(0,01% insulin-transferrin-selen a 0,01% EGF), 1% L-glutaminem, 1% antibiotiky a 10%
FBS pii 37 °Ca 5 % CO,.

13.3.3 Analyza cytotoxického ucinku GP

Bunky PAEC byly kultivovany na 96jamkové desti¢ce po dobu 24 hodin a poté exponovany
GP o koncentracich 5-100 mg/ml po dobu 24 nebo 48 hodin. Analyza cytotoxického ucinku
byla provadéna pomoci LDH CyQUANT a WST-1 testu. Absorbance méfena na pfistroji
ELISA analyzer SUNRISE Xfluor 4 pii vinové délce 490 nm.

13.3.4 Bunéc¢na analyza ve skutecném case (real-time)

Buniky PAEC byly exponovany GP o koncentracich 5-100 mg/ml po dobu 24 nebo 48 hodin.
Poté byla v realném case sledovana zména hodnoty ,,cell indexu®, ktery zahrnoval zmény
adheze, proliferace, viability a morfologie.

13.3.5 Histopatologicka analyza v in vivo experimentu

Studie in vivo byla provedena na dospélych mysich samcich kmene C57Bl/6 (staii 8—12 tyd-
nt). Mysi byly rozdéleny do 8 skupin po 69 zvitatech (Tabulka 2). Expozice GP o koncentra-
cich 5 nebo 50 mg/ml byla provedena peroralné (PO) nebo intratrachealné (IT). Ve skupinach
1A, 1B, 2A, 2B (akutni expozice) byl GP mysim podan jednorazové, ve skupinach 1C a 2C
byl podavan denné po dobu 21 dnti (chronicka expozice). Skupiny 1D a 2D byly skupinami
kontrolnimi, ve kterych byly mysi exponovany pouze cholatu sodnému.

Po 1,7 a21 dnech od jednorazové aplikace a po 21 dnech opakované expozice byly mysi
usmrceny a byl proveden odbér vybranych organd (zaludku, tenkého stfeva, jater a ledvin).
Nasledné byly zhotoveny histologické preparaty organovych tkani a provedena jejich histo-
patologické analyza (morfologické zmény, distribuce a kumulace GP).
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Tabulka 2. Struktura studie

Skupina Misto vstupu Davkovani GP Pocet zvirat Doba

1A IT 5 pg/ml 9 1,7, 21 dni od aplikace
1B IT 50 pg/ml 9 1, 7,21 dni od aplikace
1C IT 50 pg/ml 6 21 dni (denng)

1D 1T 0 pg/ml 9 1,7, 21 dni od aplikace
2A PO 5 pg/ml 9 1,7, 21 dni od aplikace
2B PO 50 pg/ml 9 1,7, 21 dni od aplikace
2C PO 50 pg/ml 6 21 dni (denng)

2D PO 0 pg/ml 9 1,7, 21 dni od aplikace

13.3.6 Statisticka analyza

Vysledky byly vyjadieny jako aritmetické prumeéry se smerodatnou odchylkou (normalizace
ke kontrolam). Pro analyzu byl pouzit Shapiro-Wilk test, ANOVA test a Dunnetiv test (SW
GraphPad Prism). Statistickd vyznamnost byla vyjadfena pomoci ukazatele p.

13.4 VYSLEDKY
13.4.1 Analyza cytotoxického ucinku GP

Analyza cytotoxického G¢inku GP vici bunééné linii PAEC byla provadéna pomoci LDH
testu a WST-1 testu. Oba testy prokazaly vyznamny cytotoxicky ucinek expozice v situacich,
kdy byly buiiky exponovany koncentracim vys$§im nez 50 pg/ml po dobu 48 hodin (GP naru-
Sovaly integritu bunéénych membran). Bunééna populace méla pii tomto expoziénim scénafi
viabilitu sniZzenu o vice nez 20 % (Obrazek 11). Vysledky jsou v souladu s idaji ostatnich
autor(i.

13.4.2 Real-time buné¢na analyza

Vysledky analyzy potvrdily cytotoxicky (antiproliferativni) vliv expozice GP na bunéénou
linii PAEC v situacich, kdy byly buniky exponovany koncentracim 50—100 pg/ml po dobu del-
§i nez 24 hodin. Hodnota ,,cell indexu‘ nevykazovala vyznamné zmény zhruba 24 hodin po
expozici GP, coz naznacuje vytvoreni buné¢ného monolayeru a vzajemnych mezibunéénych
vazeb (Obrazek 12). Nicméné, delsi doba expozice v kombinaci s vys§$i expoziéni koncent-
raci vedla k postupnému sniZzovani hodnoty ,,cell indexu®, coz pravdépodobné reflektovalo
pritomnost oxida&niho stresu. Podobné vysledky byly popsany i v jinych studiich.6’
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Obrazky 11. Cytotoxicky vliv expozice GP na bunéénou linii PAEC
Pozndmka: Vysledky testt LDH a WST-1; * p <0,05; **** p <0,0001.

13.4.3 Histopatologicka analyza v in vivo experimentu

Studie in vivo simulovala dvé nejCastéjsi cesty vstupu nanomateriali do organismu. Histo-
patologicka analyza po intratrachealni expozici mysi GP potvrdila zavéry testl cytotoxicity.
Jednorazova (akutni) expozice GP se na vnitini struktuie tkani neprojevila. Pfi opakované
(chronické) expozici GP doslo ke zméné morfologie plicni tkané ve smyslu az trojnasobného
ztlusténi stén alveolarnich sept (Obrazek 13A) a k vyplaveni erytrocytd do intersticia plic
(Obrazek 13B). Endokard mysiho srdce obsahoval rezidua grafenovych nanocastic (Obra-
zek 13C), nicméné sténa myokardu morfologické zmény nevykazovala.
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Obrazek 12. Cytotoxicky vliv expozice GP na bunéénou linii PAEC
Pozndmka: Vysledky real-time bun&¢né analyzy.

Akutni ani chronicka peroralni expozice GP nevyvolala zadné patologické zmény v mor-
fologii odebranych organti (zaludek, tenké stievo, jatra a ledviny). Divodem mohly byt nizké
expozi¢ni koncentrace GP a schopnost traviciho a mocového systému ucinné eliminovat GP
(obecné nanomaterialy) z organismu. Na rozdil od studie Fua et al. jsme kumulaci GP ve
tkanich zkoumanych organt neprokazali.®

Obrazek 13. Histopatologické nalezy na plicich
a srdci mysi kmene C57BI1/6, exponovanych GP



13.5 SHRNUTI

Hlavnimi cili bylo zhodnoceni cytotoxického vlivu expozice GP na linii alveolarnich epite-
lovych bunék PAEC a histopatologicka analyza organt zvifete po intratrachealni a peroralni
(akutni i chronické) expozici GP.

Vysledky testdt LDH a WST-1 potvrdily pfitomnost na davce (koncentraci a dobé expo-
zice) zavislych cytotoxickych ucinkt. Pravdépodobna pficina cytotoxicity spociva ve fyzi-
kélnich vlastnostech GP (piedevsim ve tvaru &astic). Castice mohou naruSovat celistvost
bunééné membrany a uvoliovat cytoplazmu do okoli buriky. Je velmi pravdépodobné, ze
GP ve vyssich koncentracich (50—100 pg/ml) indukovaly v bunééném médiu tvorbu volnych
kyslikovych radikalt/intermediatia (ROS), které jsou zodpovédné za elevaci hladin oxidac-
niho stresu. Oxidacni stres mtize zptisobovat zmény bunééné morfologie a/nebo adhezi. Tyto
faktory byly sledovany v realném ¢ase pomoci xCELLigence (zmény ,,cell indexu®), ktera
doplnila (a potvrdila) zavéry testl cytotoxicity.

Volba bunééné linie PAEC reflektovala skutecnost, ze respiracni trakt je nejvyznamnéjsi
cestou vstupu GP do organismu. Nepotvrdili jsme kumulaci GP v respira¢nim traktu, ale
pozorovali jsme vyznamné ztlusténi alveolarnich sept. To naznacuje ptitomnost zanétlivé
reakce, vyvolané chronickou expozici GP. Nenalezli jsme znamky hypertrofie ¢i zanétu myo-
kardu, které jsou popisovany v odborné literatufe. Zjisténa byla pouze lokalni kumulace GP
v endokardu.

Akutni ani chronicka peroralni expozice nevyvolaly patologické zmény v morfologii ode-
branych organt. Diivodem mohly byt nizké expozi¢ni koncentrace GP, které jesté nepietizily
kapacitu traviciho a mo¢ového systému eliminovat ¢astice z organismu.
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VLIV UHLIKOVYCH
NANOMATERIALU NA AKTIVITU
IMUNITNICH BUNEK

(LIDSKE THP-1, LIDSKE |
MONOCYTY Z PERIFERNI KRVE)

Nasledujici text predstavuje komentat ke studiim: Svadlakova T, Hubatka F, Turanek Knotigova
P et al. Proinflammatory Effect of Carbon-Based Nanomaterials: In Vitro Study on Stimulation
of Inflammasome NLRP3 via Destabilisation of Lysosomes. Nanomaterials. 2020;10(3):418.
doi: 10.3390/nano10030418.

Svadlakova T, Kolackova M, Vankova R et al. Carbon-Based Nanomaterials Increase Reactivity
of Primary Monocytes towards Various Bacteria and Modulate Their Differentiation into Macro-
phages. Nanomaterials. 2021;11(10):2510. doi: 10.3390/nano11102510.

Vybrané metodiky jsou podrobné popsany v piiloze.

14.1 UVOD

Klicovym faktorem v hodnoceni bezpecnosti nanocastic a nanomateriali (NM) je jejich inter-
akce se slozkami imunitniho systému a nasledné schopnost vyvolat ¢i modulovat zanétlivou
odpovéd. V ptipadé uhlikovych nanomaterialti (C-BNM) jsou takto dlouhodobé sledovany
zejména uhlikové nanotrubice (CNT). Studie ukazuji, ze hlavnim zdrojem cytotoxického
poskozeni zplisobeného piitomnosti jak jednovrstvych SWCNT, tak i vicevrstvych MWNT
je jejich specificky tvar.! Spolu s dal§imi nezanedbatelnymi faktory, jako jsou napf. veli-
kost a funkcionalizace, ptisobi prozanétlivé na zakladé mechanického poskozeni ¢i vyvolani
oxidaéniho stresu.!-3 Podobny efekt byva pozorovan u grafenu a grafen oxidu (GO), avsak
z diivodu existence velkého poctu derivatt jsou stran uhlikovych nanomaterialt jako celku
dostupné pouze omezené informace.* Piikladem jsou nemodifikované grafenové platky (GP),
které mimo jiné vznikaji jako meziprodukt béhem ptipravy a zpracovani grafenu ¢i GO.
Dosavadni studie ukazuji, ze GP o priméru do 25 pm se mohou po vdechnuti dostat az do
alveolt, kde setrvavaji v mezibunécénych prostorech, ptipadné jsou pohlceny alveolarnimi
makrofagy.5 Malé procento piechazejici do krevniho ob&hu pak interaguje s dalsimi slozkami
ptirozené imunity, napf. monocyty a neutrofily.® Nabizi se tedy otdzka, zda pfetrvavajici pti-
tomnost téchto relativné odolnych materialii v profesionalnich fagocytech, zejména monocy-
to-makrofagovém systému, vyvolava podobnou odpovéd’ jako zminéné CNT, ptipadné indu-
kuje funkéni zmény (modulace) v jejich fyziologické reaktivité.
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14.2 CILE

Cilem téchto dvou na sebe navazujicich studii bylo in vitro porovnani prozanétlivého poten-
cidlu vicevrstvych MWCNT a dvou riznych typt GP. Byla sledovana (1) postexpozi¢ni akti-
vace inflamazomu NLRP3 (nod-like receptor obsahujici doménu vazajici pyrin) a (2) byly
hodnoceny modulace vyvolané intracelularni perzistenci téchto NM. Pro ob¢ studie byly
vybrany lidské THP-1/THP1-null burky a lidské monocyty z periferni krve, jako reprezenta-
tivni modely kanonické a alternativni aktivace NLRP3 a zastupci monocyto-makrofagového
systému.

14.3 MATERIAL A METODIKA
14.3.1 Testované NM

Prvnim krokem studii byla komplexni fyzikalné-chemicka charakterizace vsech pouziva-
nych C-BNM. Konkrétné se jednalo o nemodifikované GP2 darované centrem CRANN (The
Centre for Research on Adaptive Nanostructures and Nanodevices, Trinity College Dublin,
Irsko), komer¢né dostupné nemodifikované GP1 (PL-P-G750, PlasmaChem, GmbH, Némec-
ko) a nemodifikované MWCNT (659258; Merck, Némecko). Detailni charakterizace zahr-
novala Ramanovu spektroskopii, rentgenovou spektroskopii a termogravimetrickou analyzu.
Pro stabilizaci ve vodném roztoku byl pouzit cholat sodny v koncentraci 0,02 %. Morfologie
a stabilita v suspenzi byla ovétena hodnocenim hydrodynamického priméru (Hp) pomoci
dynamického rozptylu svétla (DLS), dale {-potencialu a pomoci transmisni elektronové mik-
roskopie (TEM). Neptitomnost biologické kontaminace byla ovéfovana vyuzitim komeréné
dostupnych reportérovych bunéénych eseji.

14.3.2 Analyza viability bunék

Kultivace bunék probihala vzdy v plném kultivaénim médiu RPMI 1640 s 10 % séra (u mono-
cytii bylo pouZzito autologni sérum) za standartnich podminek (37 °C, 5 % CO,). Pro ovéteni
viability byly buitky THP-1 pfed vlastnim testovanim 72 hodin diferencovany na THP-1 mak-
rofagy pomoci PMA (Merck, Némecko). Zakladni doba expozice THP-1 makrofag i primar-
nich monocyti C-BNM ¢inila 24 a 48 hodin. Vlastni analyza zahrnovala stanoveni uvolnéné
laktatdehydrogenazy z poskozenych bunék (LDH) a detekci mitochondrialniho potencialu
pomoci tetramethylrhodaminu. V supernatantech byly téz stanoveny hladiny IL-6, TNF-a
a IL-10 pomoci sendvicové ELISA metody. Intracelularni lokalizace C-BNM byla hodnocena
pomoci TEM.

14.3.3 Analyza aktivity NLRP3

K hodnoceni kanonické aktivace NLRP3 byly pouzity geneticky modifikované linie THP-1
od firmy Invivogen, konkrétné¢ THP1-null (pozitivni kontrola aktivace inflamazomu NLRP3),
THP1-defNLRP3 a THP1-defASC (negativni kontroly aktivace inflamazomu NLRP3) dle
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protokolu vyrobce. V ramci stanoveni mechanismu aktivace byla provedena detekce uvolné-
ného katepsinu B pomoci konfokalni mikroskopie. Pro hodnoceni alternativni aktivace byly
izolovany lidské primarni monocyty. Ve vSech piipadech byla aktivita NLRP3 stanovena na
zaklad¢ produkce IL-1p.

14.3.4 Analyza modulace

Modulaéni u€inky koncentraci NM bez zjevné toxicity byly hodnoceny na lidskych primar-
nich monocytech. Po tvodnich 24 hodinach expozice byly nepohlcené NM vymyty a bunky
nasledné byly: a) 24 hodin stimulovany vybranymi teplem usmrcenymi (heat-killed; HK)
bakteriemi, v odebranych supernatantech byly stanoveny hladiny IL-6, TNF-a a IL-10 pomo-
ci sendvicové ELISA metody, b) 3 hodiny inkubovany s fluorescencné znacenymi Escheri-
chia coli, kdy byla sledovana fagocytarni aktivita pomoci holotomografické mikroskopie
a prutokové cytometrie, ¢) ponechany 7 dni spontanné¢ diferencovat v novém plném médiu
bez dalsi stimulace. Vysledné makrofagy byly hodnoceny pomoci optické mikroskopie a pri-
tokové cytometrie. Jako negativni kontrola slouzily ve vSech pfipadech buiiky bez tvodni
stimulace NM.

14.3.5 Statistika

Vysledky obou studii vychazely minimalné ze tfi nezavislych méfeni provedenych v dupli-
katech nebo triplikatech. Hodnoceni probihalo pomoci programu GraphPad Prism™. Na
zakladé Shapiro-Wilkova testu normality byla provedena bud’ parametrickd nebo neparamet-
ricka analyza rozptylu (ANOVA) nésledovana Dunnettovym nebo Kruskal-Wallisovym post
hoc testem. Pfi mnohonasobném porovnani byla uplatnéna Bonferroniho korekce. V pfipadé
testovani modulace produkce cytokini byly vysledky hodnoceny oddélené pomoci parového
t-testu, nebo parového Wilcoxonova testu. Statistickd vyznamnost byla urcena na zaklade¢
p-hodnot, kdy * p <0,05; ** p <0,01; a *** p <0,001.

14.4 VYSLEDKY
14.4.1 Charakteristika C-BNM

Vzhledem k hydrofobnimu charakteru C-BNM bylo nutné ke stabilizaci zasobni suspenze
vyuzit biokompatibilni detergent. V nasem ptipadé byl zvolen cholat sodny ve finalni koncen-
traci 0,02 %. Naméfené hodnoty Hp, a {-potencidlu (Tabulka 3) potvrdily stabilitu suspenze
v rozsahu potfebném pro provedeni experimentl. Spolu s vyuzitim TEM byla prokazana
znacna heterogenita jednotlivych ¢astic a pritomnost mensich agregatii. Zména {-potencidlu
po pfevedeni do kultiva¢niho média potvrdila vznik biokorony pii zachovani homogenity
suspenze.
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Tabulka 3. Zakladni charakteristiky C-BNM v suspenzi fedéné v milliQ vod¢ a v kultivacnim médiu

milliQ voda Kultiva¢ni médium (10% FBS, ;)
Hp, (nm) Pdl C-potencial (mV) | Dy (nm) Pdl C-potencial (mV)
GP1 179+103 | 0,188 —42,5+6,9 208 +103 | 0,203 —8,52+15,3
GP2 332+85 0,293 —34,7+7,0 359+123 | 0,226 -10,8+12,3
MWCNT - - -39,1+6,7 - - -13,1+12,0
14.4.2 Viabilita

Uvodni mikroskopické pozorovani neukézalo vyraznéjsi zmény naznalujici vys$si Gtmrtnost
u zadného z testovanych modeli. Absence toxicity byla nasledné potvrzena pomoci LDH.
V ptipadé obou GP nedochazelo k vyznamnému poskozeni v celém koncentraénim rozsa-
hu (5-60 pg/ml) ani po 72 hodinach inkubace. Uvodni vysledky byly v souladu se zavéry
nékolika in vivo studii, které rovnéz pozorovaly minimalni toxicitu nemodifikovanych GP po
plicni expozici u potkantl.>¢ V piipadé¢ MWCNT byla zaznamenana nizka toxicita (~10 %,
p <0,001) u nejvyssi koncentrace (60 pg/ml) a pouze u primarnich monocyt. Méteni inten-
zity fluorescence tetramethylrhodaminu naznacily pokles mitochondrialni kapacity, nicméné
k vyraznému poskozeni mitochondrii nedochazelo. Pokles fluorescence byl vyhodnocen jako
interference C-BNM, kdy dochazelo k jejimu ,,zhaseni*. Fotografie z TEM (Obrazek 14)
potvrdily, Ze po internalizaci se GP nachazeji primarné v uzavienych endozomech, a to jak
u THP-1 makrofagt, tak i monocyti. Volna distribuce MWCNT naznacila potencialni intra-
celuldrni poskozeni. Zadné z testovanych C-BNM se nenachézely v jadfe.

Obrazek 14. Intracelularni lokalizace (A) GP1,
(B) GP2 a (C) MWCNT u izolovanych monocytit
po 24 hodinéach expozice, TEM
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14.4.3 Aktivita NLRP3

Statisticky vyznamna a na koncentraci zavisla produkce IL-1B (p <0,001) byla u modelti kano-
nické i alternativni aktivace potvrzena pouze pro MWCNT (Obrazek 15A), coz korespondo-
valo s pozorovanim intracelularni distribuce (Obrazek 14). K ovéfeni mechanismu kanonické
aktivace NLRP3, jakozto ,,senzoru‘ intracelularniho poskozeni, byla zvolena detekce uvol-
néni katepsinu B z lysozomt. Katepsin B byva Casto detekovanym ukazatelem v souvislosti
s imunotoxickym plsobenim fady NM, véetné CNT.7? V souladu s ptedchozimi vysledky
byl katepsin B ve zvySené mife detekovan pouze u bunék exponovanych MWCNT, a posko-
zeni lysozomi zptisobené MWCNT tedy bylo vyhodnoceno jako primarni zdroj aktivace
NLRP3.10

Specifita NLRP3 byla ovéfena absenci produkce IL-1B po expozici C-BNM kontrolnim
buitkdm THP1-defNLRP3 a THP1-defASC (Obrazek 15B) a pomoci vyuziti specifického
inhibitoru MCC950 u priméarnich monocytt. Pfipadnd inhibice NLRP3 u GP byla vyloucena
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Obrazek 15. Produkce IL-18 u (A) THP1-null a (B) THP1-defNLRP3/ASC po expozici GP1, GP2

a MWCNT

Poznamka: Data jsou prezentovana jako podil produkce IL-1f u exponovanych bunék a neexponované kontroly
(RPMI) a zobrazena jako pramér + standardni odchylka; ** p < 0,01 a *** p < 0,001 zduraziuji statistickou vyznam-
nost ve srovnani s neexponovanou kontrolou; (C, D) produkce IL-18 u THP1-null po expozici MDP, ATP, GP1 a GP2;
**p <0,05,** p<0,01 a*** p<0,001 zdiraziiuji statistickou vyznamnost ve srovnani samotné stimulace pomoci
ATP/MDP (0) a kombinace s GP (25, 50). Data jsou prezentovana jako podil produkce IL-1f u exponovanych bunék
a neexponované kontroly (RPMI) a zobrazena jako pramér + standardni odchylka.
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Obrazek 16. Produkce (A) IL-6, (B) IL-10, (C) TNF-a u izolovanych monocytt stimulovanych GP

(60 pg/ml), MWCNT (30 pg/ml) a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1 x 107)

Pozndamka: Data jsou prezentovana jako krabicovy graf od minima do maxima se vSemi body. Hodnoty *** p <0,001,
**p <0,01 a * p <0,05 znaci statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou (RPMI); (D) viabilita izolo-
vanych monocyti stimulovanych GP (60 pg/ml), MWCNT (30 pg/ml) a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1 x 107).
Data jsou prezentovana jako podil méfeného LDH exponovanych bunék a souvisejici kontroly (RPMI) a zobrazena
jako prumér =+ standardni odchylka, *** p < 0,001 a * p < 0,05 znadi statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovida-
jici kontrolou (RPMI — bakterie).
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kokultivaci GP s muramyl dipeptidem (MDP, 10 pg/ml) a ATP (5§ mM, 5 uM), kdy naopak
dochazelo ke kumulativni reakci a nasobnému zvysSeni produkce IL-1f ve srovnani se samot-
nym MDP (p < 0,001) a ATP (p < 0,001). V tomto pfipadé¢ se mohlo jednat o efekt ,,troj-
ského koné*“ pozorovaného i u jinych NM, kdy zvySenou endocytézou GP mohlo dojit ke
zvySenému pohlceni i uvedenych kostimulanttl, a tedy k jejich zvySené nabidce piislusnym
receptorim.!! P¥itomnost GP vyvolala rovnéz intracelularni zmény, které ve vysledku mohly
prispét ke kone¢nému souctu signalii a nasledné vyrazné produkcei IL-1p (Obrazek 15C, D).
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Obrazek 17. Morfologie diferencovanych makrofagli po 7denni kultivaci, (A) GP1, (B) GP2, (C) MWCNT,
(D) nestimulovana kontrola, zvétSeni 20krat; (E) MFI exprese CD64 a CD163 (n = 2), RPMI — kontrola
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14.4.4 Modulace

Ani u THP-1 makrofagt, ani u primarnich monocytt zadny z testovanych C-BNM nestimu-
loval produkci IL-6, IL-10 a TNF-a. Nicméné ptedchozi vysledky kokultivace GP s MDP
ukazaly na mozny modulaéni vliv na pfirozenou reaktivitu bunék, tedy nepfimy prozanétlivy
potencial. Ten byl nasledné potvrzen pozitivni modulaci primarnich monocyti formou zvyse-
ni jejich cytokinové odpovédi na bézné patogeny (Escherichia coli sérotyp 0111:B4, HKEB;
Staphylococcus aureus, HKSA a Pseudomonas aeruginosa HKPA) (Obrazek 16). V para-
lelnim experimentu (bez bakterialni stimulace) bylo u monocyti, které pohltily C-BNM,
pozorovano i lepsi preziti a vyraznéjsi diferenciace (Obrazek 17). S tim zfejmé souvisela
1,,zvySend* mira fagocytozy. Ta ovS§em mohla nastat i v dsledku vétsiho poctu fagocytuji-
cich bunék (nebylo mozné ovéfit, zda jednotlivé bunky fagocytuji vice, ¢i méng). Vzhledem
k rozdilnym vysledkiim mezi jednotlivymi C-BNM byl vliv fagocytdzy na vyssi produkei
cytokint vyloucen.

Zatimco vSechny C-BNM mély pozitivni vliv na pfeziti a celkovou fagocytarni aktivitu,
produkce cytokint se vyrazné lisila. To naznacuje, ze dominantni vliv na vyslednou reaktivitu
bunék maji fyzikalné-chemické vlastnosti danych C-BNM (hlavné tvar a velikost). Tyto zmé-
ny by vSak také mohly souviset s tvorbou pfirozené imunitni paméti (v posledni dobé Casto
diskutovany fenomén), pti které dochdzi u monocyti k metabolickym zménam vedoucich
ke zméné reaktivity vii¢i opakovanym stimuliim.!? Tento efekt byl pozorovéan napt. u piiso-
beni nemodifikovaného grafenu na makrofagy odvozené z kostni dfené.!3 Mohlo by se vSak
také jednat o navozeni autofagie, kterd je u monocytl nezbytna k jejich preziti a diferenciaci
a v pfipadé C-BNM byla mnohokrat potvrzena.!4-16

14.5 SHRNUTI

V ramci vyse uvedenych studii byl sledovan prozanétlivy u¢inek nemodifikovanych C-BNM
na monocyto-makrofagovy systém, jakozto klicovy efektor v procesu zpracovani a eliminace
NM v organismu. V prvé fadé bylo potvrzeno esencialni postaveni inflamazomu NLRP3
a tvorba IL-1p pti hodnoceni ptimého prozanétlivého ucinku. Vyhodou NLRP3 a IL-1f je
mimo jiné i reaktivita na bunééné poskozeni ve forme , sterilnich podnéti, ke kterym u NM
Casto dochazi. Naproti tomu ,.klasické* prozanétlivé cytokiny (napt. IL-6), které jsou spojo-
vany prevazné s mikrobialni stimulaci, nemusi byt vzdy pfitomny (napf. v situaci bez vyraz-
ného oxidacniho stresu). Poukazuji spiSe na pfitomnost kontaminace.

Vysledky rovnéz ukazaly, ze nemodifikované GP (pfestoze nepusobily cytotoxicky a pii-
mo prozanétlivé) ovlivnily zékladni imunitni funkce. Z uvedeného vyplyva, ze NM, které
se na prvni pohled jevi jako biokompatibilni, mohou ve skute¢nosti puisobit imunotoxicky.
Z toho divodu je nutné do testovani zahrnout i tzv. funkéni testy, které hodnoti zmény ve
fyziologické reaktivité.
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1 5 GENOTOXICKY POTENCIAL
GRAFENU V POKUSECH IN VITRO
(THP-1 BUNKY)

Komentai k publikaci Malkova A, Svadlakova T, Singh A et al. In Vitro Assessment of the
Genotoxic Potential of Pristine Graphene Platelets. Nanomaterials. 2021,11(9),2210. https://
doi.org/10.3390/nano11092210.

Metodiky jsou podrobné popsany v piiloze.

15.1 UVOD

Grafen je dvojrozmérny nanomaterial (NM), jehoz atomova struktura ma charakter medové
plastve. Vykazuje vyjimecné technologické vlastnosti, ke kterym patii pruznost, mechanic-
ka odolnost a sila, vysoka tepelnd odolnost, elektricka vodivost a velky povrch se schop-
nosti vazat riizné molekuly.!2 M3 §iroké vyuziti, véetné biomedicinskych aplikaci. Pfikla-
dem mohou byt antibakterialni a antivirové aplikace, onkologicka terapie, doprava 1é¢iv
do specifickych télnich kompartmenti, fototermicka terapie a tkafové inzenyrstvi.2 Poten-
cialni zdravotni (ne)bezpecnost grafenu je determinovana jeho fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi, metodami syntézy, disperznim a oxida¢nim stavem, formou expozice a velikosti
davky.23

Krevni komponenty pfichazeji béhem expozice do kontaktu jak s xenobiotiky (v daném
pripadé s NM), tak i s buitkami ovlivnénych tkani. Pfedstavuji tak vhodny ,,nastroj* pro
hodnoceni zdravotnich rizik chemickych latek.! Leukocyty se nachazeji v pedni linii obra-
ny organismu proti patogenim a cizorodym materialim a jsou spoluzodpovédné za jejich
eliminaci.! Z uvedenych diivodii byla pro in vitro hodnoceni toxicity grafenu pouzita lidska
bunééna linie odvozena od bunék akutni monocytarni leukémie (THP-1 buné&éna linie).*

15.2 CILE

Cilem prezentované in vitro studie bylo ziskani novych dat o cytotoxickém, cytostatickém,
genotoxickém a imunotoxickém potencialu dvou typd nefunkcionalizovanych grafenovych
platkt. Pro studii byly jako reprezentativni modely pouZity neaktivované (suspenzni) THP-1
bunky.
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15.3 MATERIAL A METODIKY
15.3.1 Testované NM

Ve studii byly testovany dva typy nefunkcionalizovanych grafenovych platkd (GP1 a GP2)
v praskové podobé. GP1 byl komerénim produktem firmy PlasmaChem GmbH (No. PL-P-
-G750, Berlin). GP2 byl ptipraveny v centru CRANN (Centre for Research on Adaptive
Nanostructures and Nanodevices, Trinity College, Dublin). Detailni informace o ptipraveé
suspenze, jejim testovani na pfitomnost endotoxinu a vlastnostech obou typd GP lze nalézt
v publikacich Svadlakové et al. a Malkové et al.5-6 Zakladni charakteristiky jsou struéné shr-
nuty v Tabulce 4. Tloustka obou GP byla do 4 nm.

Tabulka 4. Zakladni charakteristiky GP v suspenzich s milliQ vodou a v RPMI

Nanomaterial Velikost ¢astic Pdl Prumérny {-potencial | Primérny -potencial
(nm) (voda; mV) (RPMI; mV)

GP1 179,0 +103,0 0,188 <-50,0 <-9,0

GP2 332,0+ 85,0 0,293 <-47,0 <-11,0

15.3.2 Expozice lidské THP-1 bunécné linie GP

Lidska THP-1 bunééna linie byla zakoupena od ECACC (European Collection of Authenti-
cated Cell Cultures; Salisbury, Spojené kralovstvi). Builky byly inkubovany v kontrolované
atmosféte (37 °C, 5 % CO,) v kultivaénim médiu skladajicim se z RPMI 1640 média bez
fenolové Cerven¢ (Corning, New York, USA), 10 % tepeln¢ inaktivovaného fetalniho bovin-
niho séra, 2 mM GlutaMAX, 1 mM pyruvatu sodného (v§e od Life Technologies, Carlsbad,
USA), 10 mM HEPES; 0,05 mM 2-merkaptoetanolu, penicilinu (100 U/ml) a streptomycinu
(100 pg/ml) (vSe od Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Expozice buné¢énych kultur cholatovym
suspenzim GP1 a GP2 (koncentrace 60, 30 a 5 pg/ml) a pozitivnim a negativnim kontroldm
trvala Ctyficet hodin, coz odpovida pfiblizné 1,5nésobku délky bunééného cyklu.

15.3.3 Testovani cytotoxicity

K hodnoceni cytotoxického potencidlu (bunécné viability) dvou typt GP vici THP-1 bunééné
linii byl pouzit test WST-1 (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche, Basel, Svycarsko),
LDH test (CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay, Invitrogen, Carlsbad, USA) a test mem-
branové integrity prostiednictvim mikroskopické analyzy s pouzitim trypanové modri (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA).

15.3.4 Testovani oxidac¢niho stresu

Pro hodnoceni miry oxida¢niho stresu, indukovaného expozici THP-1 bunééné linie GP1
a GP2, byla méfena hladina glutathionu v bunéénych lyzatech (Glutathione Colorimetric
Detection Kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA).
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15.3.5 Testovani cytostatického a genotoxického potencialu

K testovani cytostatického a genotoxického potencialu dvou typti GP vici THP-1 bunécéné
linii byl pouzit mikronukleus test s blokaci cytokineze (cytokinesis block micronucleus test,
CBMN test). Pomoci mikroskopické analyzy (400nasobné zvétSeni) byl hodnocen ukaza-
tel cytostatického potencialu (cytokinesis-block proliferation index, CBPI) a s nim spojeny
odhad procenta cytostazy (% cytostasis), replikacni index (RI), index déleni jader (nuclear
division index, NDI) a ukazatele poSkozeni DNA (pocet binuklearnich bunék [BNC] s mik-
rojadrem [MN], s jadernym pupenem [NBUD] a s nukleoplasmatickym mustkem [NPB] na
1000 BNC).

15.3.6 Testovani imunotoxického potencialu

Pro testovani imunotoxického potencialu dvou typt GP vic¢i THP-1 bunécné linii bylo pouzito
meéfteni hladin interleukint IL-6 a IL-10 v bunééném supernatantu (reportérové HEK-Blue™
bunky; Invivogen, San Diego, USA) a méfeni hladiny tumor nekrotizujiciho faktoru o
(TNF-a; ELISA kit, Human TNF-a Quantikine ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis,
USA).

15.3.7 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci SW GraphPad Prism™, verze 8.2.1 329 (Graph-
Pad Software Inc., San Diego, USA). Vysledky byly prezentovany jako aritmetické primeéry
se smérodatnou odchylkou a byly normalizovany ke kontrole. Za statisticky signifikantni byly
povazovany rozdily dosahujici p < 0,05. Dle Shapiro-Wilkova testu normality byla nasledné
pouzita parametrickd nebo neparametricka analyza rozptylu (ANOVA) nésledovana Dunne-
tteho testem nebo Kruskal-Wallisovym testem.

15.4 VYSLEDKY A DISKUSE
15.4.1 Cytotoxicita

Byla zjisténa interference mezi GP1 a GP2 a testem cytotoxicity WST-1 (ve smyslu fales-
né pozitivity). Z tohoto divodu nebyly vysledky testu zahrnuty do celkového hodnoceni
cytotoxicity. Vliv expozice GP1 i GP2 na hladinu extracelularni LDH byl nevyznamny (test
byl z diivodu prevence interferenci modifikovan). Rovnéz pfi testu membranové integrity
s pouzitim trypanové modii (mikroskopicka analyza) nebyl zjistén vyznamny narist poctu
poskozenych bunek ¢i zmény celkového poctu bunék. Hodnoceni viability bylo provedeno
manualné. Piistrojovy odecet bun¢k mtize byt zatizen chybou v situacich, kdy jsou agregaty
GP pfistrojem povazovany za buiiky.” Viabilita bunék nebyla ovlivnéna piidavkem cytocha-
lasinu B.
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15.4.2 Oxidacni stres

Po expozici GP1 byl pozorovan vyznamny (na koncentraci zavisly) pokles hladin oxidova-
ného, volného i celkového glutathionu (Obrazek 18a) prakticky u vSech expozi¢nich koncen-
traci. Pokles neodpovida obranné reakci bunék proti oxidaénimu stresu. Domnivame se, zZe
pokles byl zplsoben zvysenou spotiebou GSH pfi reparaci poSkozené DNA (viz vysledky
CBMN testu). Domnénku podporuje absence zanétlivé reakce, ktera byva oxidac¢nim stresem
indukovana. V pfipadé GP2 doslo k vyznamnému poklesu hladiny oxidovaného glutathio-
nu po expozici nejvyssi koncentraci 60 pg/ml (Obrazek 18b). Odlisné chovani GP1 a GP2
by bylo mozné vysvétlovat na bazi rozdilné struktury a souvisejicich fyzikalné-chemickych
vlastnosti.

B
120 - 120 -
R H Total GSH s
::100- @ GSSH —3100- -
€ Free GSH €
S 80~ = S 804
< 60 < 60+
c c
Qo o
£ 404 £ 40+
8 8
3 3
1] 20 - 5] 20
0 0
60 30 5 0 60 30 5 0
Koncentrace GP1 (ug/ml) Koncentrace GP2 (pug/ml)

Obrazky 18. Koncentrace glutathionu v lyzatech bunééné linie THP-1 po expozici GP1 a GP2

Pozndmka: (A) Koncentrace celkového glutathionu (Total GSH), oxidovaného glutathionu (GSSG) a volného gluta-
thionu (Free GSH) po expozici GP1; (B) koncentrace celkového glutathionu (Total GSH), oxidovaného glutathionu
(GSSG) a volného glutathionu (Free GSH) po expozici GP2. Data jsou prezentovana jako procento (%) neexponované
kontroly (0 pg/ml) a zobrazeny jako aritmeticky prumér + smérodatna odchylka, * p < 0,05, ** p < 0,01,

*** p<0,001.

15.4.3 Cytostaticky potencial

Po expozici GP1 i GP2 byl pozorovan nevyznamny (na koncentraci zavisly) pokles parametri
proliferac¢ni aktivity CBPI, NDI a RI a nértist procenta cytostazy (Obrazek 19). Za indikator
cytotoxického potencialu je povazovan pokles viability bunék pod 80 %.8 V nasich experi-
mentech dosahovala mira cytostdzy (u nejvyssich expozi¢nich koncentraci) maximalné 20 %.
Udaje naznacuji, Ze testované koncentrace danych GP jsou bez vyznamného cytotoxického
potencialu.

15.4.4 Genotoxicky potencial

Po expozici GP1 i GP2 byl pozorovan vyznamny (na koncentraci zavisly) narist poskoze-
ni DNA, reprezentovany nartistem poctu BNC s MN, NBUD i NPB na 1000 BNC (Obra-
zek 20). LOGEL (lowest observed genotoxic effect level) se v piipadé¢ GP1 pohyboval oko-
lo 5 pg/ml, v ptfipadé GP2 okolo 30 pg/ml. Mezi pravdépodobné mechanismy poskozeni
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Obrazek 19. Proliferacni potencial bunécné linie THP-1 po expozici GP1 a GP2 (CBMN test)

Poznamka: (A) Cytokinesis-block proliferation index (CBPI); (B) index déleni jader (nuclear division index, NDI);
(C) replikacni index (RI); (D) odhad procenta cytostazy (% cytostasis). Data jsou prezentovana krabicovymi grafy

s medianem a interkvartilovym rozpétim ¢i jako procento (%) neexponované kontroly (0 pg/ml) a zobrazeny jako
aritmeticky primeér + smérodatnd odchylka. CH — cholat sodny (v koncentraci odpovidajici jeho koncentraci

v 60 pg/ml GP); H,O — podil vody odpovidajici jejimu podilu v 60 pg/ml GP; AraC 5 ¢i 20 — cytosin arabinosid (pozi-
tivni kontrola v koncentraci 5 ¢i 20 ng/ml).

DNA lze zatadit pfimou interakci mezi odhalenou DNA béhem déleni jadra (bunky) a/nebo
mechanicky vliv GP na cytoskelet buniky vedouci k naruseni funkce mitotického aparatu.
Expozice GP1 (mensi ¢astice) vedla k nevyznamné vyssimu vyskytu BNC s MN, NBUD
i NPB v porovnani s expozici GP2 (vétsi ¢astice). Lze proto predpokladat, ze pozorovany
genotoxicky potencial je zavisly jak na expozicni koncentraci, tak do urcité miry i na velikosti

¢astic.

15.4.5 Imunotoxicky potencial (zanétliva odpovéd)

Po expozici GP1 i GP2 nebyla pozorovana zvysena exkrece prozanétlivych (IL-6, TNF-a)
nebo protizanétlivych (IL-10) cytokint. Tyto vysledky naznacuji nizky az zanedbatelny
potencial obou typt GP k vyvolani imunitni reakce ¢i oxida¢niho stresu. Zaroven potvrzuji
nepiitomnost mikrobidlni kontaminace na povrchu ¢astic. Vysledky tak naznacuji moznou
hemokompatibilitu nefunkcionalizovanych GP viéi buiikam linie THP-1.%:10
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Obrazek 20. Poskozeni DNA bunék linie THP-1 po expozici GP1 a GP2 (CBMN test)

Poznamka: (A) Dvojjaderna buiika s mikrojadrem (BNC s MN); (B) dvojjaderna burika s jadernym pupenem (BNC

s NBUD); (C) dvojjaderna buiika s nukleoplasmatickym miistkem (BNC s NPB). Data jsou prezentovana krabicovymi
grafy s medianem a interkvartilovym rozpétim. CH — cholat sodny (v koncentraci odpovidajici jeho koncentraci

v 60 pg/ml GP); H,O — voda (podil odpovidajici jejimu podilu v 60 pg/ml GP); AraC 5 ¢i 20 — cytosin arabinosid
(pozitivni kontrola v koncentraci 5 ¢i 20 ng/ml); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

15.5 SHRNUTI

Po ¢tyticetihodinové expozici bungk linie THP-1 cholatovym suspenzim dvou typd nefunkcio-
nalizovanych grafenovych platkti (GP) nebylo zjisténo vyznamné poskozeni bunééné mem-
brany, vyznamny pokles viability bunék ¢i vyznamna indukce oxida¢niho stresu. Byl zazna-
menan pouze nevyznamny, koncentra¢né zavisly pokles prolifera¢niho potencialu bunék. Na
druhou stranu byl zjistén vyznamny, koncentracné a ,,velikostné€* zavisly nartst poskozeni
DNA, zptsobeny pravdépodobné piimou interakci GP s odhalenou DNA béhem bunécéného
déleni a/nebo primou interakci GP s cytoskeletem a mitotickym aparatem bunék. Nezazname-
nali jsme vyznamné zmény v expresi cytokinti (IL-6, IL-10 a TNF-a), které by naznacovaly
kontaminaci povrcht testovanych GP ¢i indukci zanétlivé imunitni odpovédi.
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METODIKY USTAVU LEKARSKE
BIOLOGIE A GENETIKY

Lékarska fakulta v Hradci Kralové

TEST METABOLICKE AKTIVITY ALAMARBLUE
(TEST CYTOTOXICITY)

Teoreticky zaklad metodiky

AlamarBlue je netoxicky roztok, oxida¢né redukéni indikator na bazi resazurinu, ktery je
zivymi bunkami metabolizovan na fluorescencni resorufin, ktery Ize fluorescencné kvantifiko-
vat pfi emisni vinové délce 590 nm (excitace 530—560 nm). Mnozstvi namétené fluorescence
je pfimo umérné aktivité dehydrogenaz, které jsou typické pro zivé bunky.

Podrobnéjsi popis metodiky

Kultivace:

Buiiky se kultivuji v aMEM bez fenolové cervené s 10% FSB, 1% antibiotiky (penicilinem,
streptomycinem), 10mM Hepes, ImM pyruvatem sodnym a 2mM L-glutaminem. Buiky se
nasadi do 96jamkovych desti¢ek v koncentraci 5000—10 000 bunék na jednu jamku, vzdy
s prvnim sloupcem jamek bez bunék (blank) a inkubuji se ptes noc. Po 24 hodinach se mé-
dium vyméni za médium s nanomateridlem (NM), a to vzdy 100 pl/jamku. Inkubace s NM
trva dle potfeby 1-72 hodin.!

Roztoky: zésobni roztok alamarBlue: Termofischer Scientific DAL1100

Postup:

1) Pridejte 11 pl roztoku alamarBlue do kazdé jamky (Ize pouzit i druhou variantu, kdy je po
inkubaci s NM veskeré médium z jamek odsato, eventuelné jsou jamky 1x proplachnuty
PBS bez iontl a jsou nahrazeny novym médiem alamarBlue v poméru 1:10).

2) Proméite fluorescenci v ¢ase 0 h ex. 560 nm / em. 590 nm.

3) Inkubujte 1 nebo 2 hodiny v termostatu 37 °C, 5 % CO,.

4) Zméite fluorescenci.

5) Nejprve vypoctéte rozdil absorbanci v ¢ase 1 h (eventuelné 2 h) a 0 h. Od namétenych
absorbanci odectéte blank. Naméfené hodnoty 1ze vyjadrit jako % kontroly.
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Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

Metoda je rychla, citliva, ale je nutno pocitat s moznosti zhaseni fluorescence, ktera by vsak,
pokud se vhodné zméfi v €ase 0 h jako pozadi, neméla vyznamné ovlivnit vysledné sledovani
cytotoxicity NM.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledku

Z divodu potieby ovefit moznost ovlivnéni pozadi pti méteni fluorescence jsme testovali
grafen GP1 (Plasmachem). Grafen byl inkubovan pouze s roztokem alamarBlue po metabo-
lické aktivaci bez bunék po dobu 1 a 2 hodin v koncentracich (5, 15 a 30 pg/ml). Se zvySujici
se koncentraci GP1 se snizuje vysledna fluorescence (zhaseni). Ke snizeni dojde hned po
pfidani alamarBlue, proto je mozné ¢as 0 h v pfipadé testovani cytotoxicity v bunééném
systému pouzit jako pozadi, od kterého se bude sledovat nartst fluorescence zpisobeny meta-
bolickou ¢innosti bunék. Presto musime pocitat s mirnym poklesem fluorescence v pribéhu
meéfeni (Tabulka 5). Tento pokles bude falesné snizovat vysledné hodnoty testu cytotoxicity.
Tomuto poklesu Ize ¢astecné predejit, kdyz bude po pfidani roztoku alamarBlue nasledovat
pétiminutova pauza, a teprve poté bude méten cas 0 h (Obrazek 21). Interference grafenu byla
publikovéna v praci Sestakové et al.2

Tabulka 5. Hodnoty z grafu vyjadieny v procentech ¢ase 0 h — GP1

Doba inkubace K 5 pg/ml 15 pg/ml 30 pg/ml
Oh 100,0 100,0 100,0 100,0
l1h 100,5 100,0 96,4 94,3
2h 101,3 100,4 95,6 92,5
alamarBlue™
bez bunék
6000 1 z bl Il Oh (pozadi)
g 2 1h
@ 4000 M 2h
?
5
3 2000 -
i
kontrola 5 15 30
GP1 [pg/mi]

Obrazek 21. Interference grafenu s fluorescenci metody alamarBlue v acelularni pokusu, kde byly testova-
ny ptislusné koncentrace grafenu.
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TEST ZACHYTU NEUTRALNiI CERVENE
(NEUTRAL RED UPTAKE — NRU; TEST CYTOTOXICITY)

Teoreticky zaklad metodiky

Princip metody je zaloZzen na schopnosti zivych bunék hromadit neutralni ¢erven v lysozo-
mech. Pfijem neutralni cervené (supravitalni barvivo) (3-amino-7-dimethylamino-2-methyl-
fenidat hydrochlorid — cat. no. N2889, Merck) bunikami do lysozomu zavisi na schopnosti
bunky tvofit ATP a vytvaret pH gradient. Pfi fyziologickém pH prochazi neutralni ¢erven
plazmatickou membranou mechanismem difuze. V pfipadé€, Ze je bunika mrtva, dochazi
k vyplaveni barviva. Zivé buiiky vychytavaji barvivo do lysozomd, jsou lyzovany a uvolnéné
barvivo je méteno pomoci spektrometrie (absorbance pii vinové délce 540 nm).

Podrobnéjsi popis metodiky

Kultivace:

Buiiky se kultivuji v aMEM bez fenolové cervené s 10% FSB, 1% antibiotiky (penicilinem,
streptomycinem), 10mM Hepes, ImM pyruvatem sodnym a 2mM L-glutaminem. Buiky se
nasadi do 96jamkovych desticek v koncentraci 5 000—10 000 buné€k na jamku, vzdy s prvnim
sloupcem jamek bez bunék (blank), a inkubuji se pies noc. Po 24 hodinach se médium vyméni
za médium s NM (vzdy 100 pl/jamku). Inkubace s NM trva dle potfeby 1-72 hodin.

Roztoky:

+ Fixacni roztok: 1 g/ 100ml CaCl, v 0,5% formaldehydu
* Lyzacni roztok: 1% CH;COOH v 50% EtOH

»  Zasobni roztok: neutralni cervené (0,33 % — 3,3 g/)

* Pracovni roztok neutralni ¢ervené (80 pg/ml v médiu)

Postup:
1. Odsajte 100 pl média z jamek.
2. Pridejte 100 pl roztoku neutralni ¢ervené (80 pg/ml) do kazdé jamky (konec¢na koncen-
trace neutralni cervené je 40 pg/ml).
Inkubujte 3 hodiny v termostatu 37 °C, 5 % CO,.
Vse odsajte a pfidejte 100 pl fixacniho roztoku.
Inkubujte 15 minut pfi pokojové teploté.
Oplachnéte bunky dvakrat 100 ul PBS bez iontu.
Pridejte 200 pl lyza¢niho roztoku.
Inkubujte 15 minut pfi pokojové teploté.
Desticky protfepavejte na tiepacce dalsich 15 minut.
Zmeite desticku fotometrem SPEKTRAFluor Plus, Tecan (Salcburg, Rakousko) pfi
540 nm.
Od namétenych absorbanci odec¢téte blank. Namétené hodnoty testovanych latek vyjadiete
jako % kontroly

~

SOoXNAY AW
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Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

Metoda zachytu neutralni cervené je zalozena na schopnosti bunék piijimat neutralni Cerven.
V piipadech, kdy jsou bunky aktivovany k vys$si absorpci, miize dochazet k fale$né pozitiv-
nim vysledkiim. Nékteré NM tuto aktivaci indukuji, a proto nepovazujeme metodu NRU za
zcela spolehlivou pro testovani jejich cytotoxicity.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledku

Metodou NRU byly na dvou bunéénych liniich testovany dva druhy grafenu (GP1, Plasma-
chem, a GP2, Trinity College, Dublin). Buniky byly exponovany grafentim po dobu 24 hodin.
Jak vyplyva z vysledkt (Obrazek 22), vyssi koncentrace grafenti mély za nasledek zvyse-
ni hladin absorbance (vice nez 200 % hodnoty kontrol). V pfipad¢ toxicity by absorbance
meéla klesat, v piipadé biokompatibility stagnovat. Zda se tedy, ze NRU neni vhodna meto-
da pro testovani grafenovych nanocastic. Za pozornost stoji rozdily v hodnotach absor-
banci mezi obéma grafeny, které maji identické chemické slozeni, ale jiné fyzikalni cha-
rakteristiky.

0.08 NRU A549

E = GP1
S 0,061 -« GP2
0,
[«}]
S 0,041
®
e
5 0,02
[72]
Q
< 9,00 . ; .
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Obrazek 22. Test zachytu neutralni ¢ervené (NRU) po inkubaci dvou bunéénych linii A549 a HaCaT s dvé-
ma typy grafeni (GP1 a GP2)
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POCITANi BUNEK POMOCi OBRAZOVEHO CYTOMETRU
METODOU BARVENI JADER DAPI (TEST CYTOTOXICITY)

Teoreticky zaklad metodiky

Prosté pocitani bunék predstavuje jednoduchy zptisob, jak kvantifikovat cytotoxicitu. U vét-
Siny jadernych bunék lze predpokladat pfimou uméru: kolik jader, tolik bun¢k. Jadra fixo-
vanych bunék lze barvit fluorescencnim barvivem 4',6-diamidin-2-fenylindolem (DAPI).
Fluorochrom DAPI se vaze do dvojtetézce DNA v oblasti AT bazi a po navazani se intenzita
jeho fluorescence zvysi priblizn¢ dvacetkrat. V testu je sledovana fluorescence pii emisnim
maximu 461 nm (excita¢ni maximum 358 nm).

Podrobnéjsi popis metodiky
Zasobni roztok DAPI Sigma D9542: 1 mg / 1 ml redestilované vody

Postup:

1. Po inkubaci s NM 1x proplachnéte v PBS bez iontt (200 ul/jamku).

2. Fixujte 5 minut 70% ethanolem (100 ul/jamku) nebo 15 minut pii —24 °C (ice-cold metha-
nolem): typické pro imunofluorescenci (http://www.cellsignal.com/learn-and-support/
protocols/protocol-if-methanol-fixation).

3. Vyklepnéte, nechte odpatit nebo 1x proplachnéte PBS + 100 ul PBS a ulozte do chladnic-
ky.

4. Barveni DAPI (1000 fedény zasobni roztok v redestilované vod¢; 5 minut; 100 ul/jamku)
proved’te optimalné v ten samy den jako méteni fluorescence.

5. Vyklepnéte a dvakrat proplachnéte v PBS bez iontti (200 ul/jamku).

Zméite fluorescenci na piistroji ImageXpress.

7. Vyhodnot'te pocty jader a vztahnéte na kontrolni pocty.

o

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

Barveni jader DAPI pfedstavuje pfimou metodu méfeni cytotoxicity, pii které nedochazi
k zatizeni vysledkt faleSnym zvySovanim hodnot, jako tomu muize byt u testt zalozenych na
metabolické pfeméné substratii. Pocty bunék lze stanovit riznymi zptsoby: trypanovou mod-
i, poéitanim v Biirkerové komurce anebo vyuzitim vysokokapacitniho zobrazovaciho cyto-
metru. Pocitani v komurce je ¢asové naro¢né a test trypanové modii nemusi byt vzdy vhod-
ny (naptiklad bunky s akumulovanym grafenem jsou pii optickém stanoveni touto metodou
obtizné rozlisitelné). V pfipadé zobrazovaciho cytometru musi byt brana v ivahu moznost
stinéni (nebo zhaseni) fluorescence testovanym NM. Pfi testovani grafenu byly vhodné kon-
centrace pro testovani cytotoxicity do 30 pg/ml. Pti automatickém snimani nelze parametry
nastavit tak, aby bylo mozno potidit snimky vSech jamek. Pti expozici nastavené na kontroly
jsou jamky s vyssi vrstvou grafenu tmavé, pokud se expozice nastavi podle nich, jsou zase
zvysené exponované kontroly. Proto je nutno hledat kompromisni expozici pro zachyceni
vétsiny jamek (Obrazek 23).
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kontrola

grafen HK' 25 pg

grafen HK'6,25 pg

grafen HK 50 pg

grafen HK'12,5 pg

grafen HK 100 pg

Obrazek 23. Expozice 50 ms nastavena podle kontroly pfi rostouci koncentraci grafenu

grafen HK 100 pg/ml
expozice 20 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 300 ms

kontrola
expozice 20 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 50 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 400 ms

kontrola
expozice 100 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 100 ms

grafen'HK 100 pg/ml
expozice 600 ms

kontrola
expozice 300 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 200 ms

kontrola
expozice 600 ms

Obrazek 24. Grafen (100 pg/ml) pfi zvySujici se Girovni expozice (stejné snimané pole)




Souhrn nejzajimavéjsich vysledku

Byla provedena kultivace lidskych dermalnich fibroblasti (HDF) s grafenem o koncentracich
6,25, 12,5, 25, 50 a 100 png/ml po dobu 48 hodin. Po expozici grafenem byla obarvena jadra
DAPI dle vySe uvedeného protokolu a byly sledovany zmény fluorescence v zavislosti na
rostoucich koncentracich grafenu (Obrazek 23) a zmény fluorescence v zavislosti na rostouci
expozici pii stejné koncentraci grafenu 100 pg/ml (Obrazek 24).

Pfi expozici vhodné pro grafen se vysoce exponovana jadra u kontrol slévaji a analyza
obrazu je nerozliSuje. Jednotlivé koncentrace 1ze snimat zv1ast’ pii riznych expozicich a také
analyzovat po kazdé expozici zvlast’. Tento postup neni vhodny pro automatické odecitani.
Metoda je pouzitelna pro niz§i koncentrace NM a pro materialy, které opticky nestini.

DLOUHQDOBE SLEDOVANi BUNECNE PROLIFERACE
POMOCI KUMULOVANEHO POCTU POPULACNICH ZDVOJENI
(TEST CYTOTOXICITY)

Teoreticky zaklad metodiky

Kumulovany pocet popula¢nich zdvojeni (population doubling level; PDL) vyjadiuje nasob-
ky zdvojeni populace bun€k od ¢asu izolace (ptipadné od jiného definovaného ¢asového
bodu v historii bunécné linie). Tento ukazatel se bézné pouziva pii sledovani stafi primarnich
bunéénych linii, 1ze jej v§ak také vyuzit pro méfeni poklesu proliferace v ramci cytotoxickych
a genotoxickych studii.

Podrobnéjsi popis metodiky

PDL se pocita podle nasledujiciho vzorce:
PDL,, =3.32 (log Crlog C)) + PDL,
PDL,, = hodnota PDL na konci n-té pasaze
log C; = pocet bunék sklizenych na konci n-té pasaze
log C; = pocétecni pocet bunék nasazenych na zacatku n-té pasaze
PDL, ;)= hodnota PDL vypo¢itana v minul¢ pasazi

()

Kone¢na hodnota PDL po posledni pasazi je tedy souctem vSech hodnot dosazenych v pri-
béhu kultivace bunécné linie po celkovou definovanou dobu. V praxi se PDL stanovi nasle-
dujicim zptsobem:

Bunky jsou pravidelné pasazovany v souladu s jejich pozadavky. Béhem kazdé pasaze
se do kultivacnich nddob nasazuje konstantni pocet (C;) bunék. Po obdobi exponencidlniho
rustu jsou buniky sklizeny, spo¢itany, je zjisténa kone¢na dosazena koncentrace bunék v ramci
pasaze (Cy) a vypocita se PDL.

Poznamka: Pocatecni hustotu nasazeni bunék (C,) a interval pasazovani kultury je tfeba pfedem
optimalizovat pro dany typ bunék a kultiva¢nich podminek. Buniky je tieba sklizet jesté v obdobi
exponencialniho rustu, pfed dosaZzenim konfulence.
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Stanoveni PDL u linie normalnich dermalnich fibroblastt
béhem chronické expozice grafenovym nanocéasticim

Buiiky a material:

Lidské dermalni neonatalni fibroblasty (HDFn) byly zakoupeny od firmy ThermoFisher Sci-
entific (cat. no. C0045C). Byly kultivovany v médiu Human Fibroblast Expansion Basal
Medium (ThermoFisher Scientific, cat. no. M106500) s ptidavkem smési rustovych faktort
Low Serum Growth Supplement (LSGS, ThermoFisher Scientific, cat. no. S00310), podle
doporuceni dodavatele. Pro experiment byly vyuzity buiiky od 5. pasaze.

Grafenové nanocastice oznacené jako GP1 byly zakoupeny od firmy PlasmaChem GmbH
(Berlin, Némecko, cat. no. PL-P-G750), grafenové nanocastice oznacené jako GP2 byly
darovany institutem CRANN (Trinity College, Dublin, Irsko). Zasobni roztok byl pfipraven
o koncentraci 250 ng/ml grafenovych nanocastic v 0,02% vodném roztoku cholatu sodného,
sonikovan a skladovan pii pokojové teploté (Svadlakova et al.).3

Pocitaci komirka BLAUBRAND® Neubauer Improved Counting Chamber (cat. no.
BR717805), roztok Trypsin-EDTA (cat. no. 59417C) a trypsin-neutralizacni roztok (Trypsin
Neutralizing Solution, cat. no. C-41120) byly zakoupeny od firmy Merck.

Postup:

1. V pondéli jsme nasadili butiky do 25 cm? kultivaéni lahve. Po¢ateéni koncentrace byla
1 x 105 bunék na lahev, v 10 ml kultivaéniho média.

2. Ve stfedu jsme médium vymenili za 10 ml €erstvého média v ptipadé kontrolnich vzorkd,
nebo za 10 ml kultivaéniho média obsahujiciho 10 pg/ml GP1 nebo GP2. V§echny vari-
anty jsme testovali v triplikatech.

3. Bunky jsme nechali proliferovat do ptistiho pondéli.

4. V pondéli, tyden po nasazeni, jsme bunky sklidili:

a. Slili jsme médium a bunky oplachli 2 ml fosfatového pufru PBS (37 °C).

b. Opléchli jsme buiikky 2 ml roztoku Trypsin-EDTA a umistili do inkubatoru (37 °C,
5 % CO,) na 3 minuty.

c. Uvolnéné bunky jsme opatrné resuspendovali ve 3 ml trypsin-neutralizacniho roztoku
prenesli do 50 ml centrifugacni zkumavky.

d. Buiky jsme centrifugovali 5 minut pfi 500 rpm, poté jsme slili trypsin-neutralizacni
roztok a bunécnou peletu jsme resuspendovali ve 3 ml kultivacniho média.

Pozndmka: Kultivacni médium doporucené pro kultivaci HDFn obsahuje pouze 2 % séra, pro-
to je potieba pouzivat trypsin-neutralizacni roztok ke v€asné inaktivaci trypsinu, aby nedoslo
k poskozeni bunék. V piipad¢, ze médium obsahuje dostate¢né mnozstvi séra, je mozné v kroku
4c resuspendovat bunky pfimo v cerstvém kultivaénim médiu. Je tfeba se fidit doporucenim
dodavatele bunééné linie, ptipadné vlastnimi zkusenostmi s danym typem bunck.

5. Do kazdé poloviny pocitaci komirky jsme pipetovali 10 pl vysledné bunécné suspenze
a spocitali pocet bun¢k v 1 ml suspenze.

6. Spocitali jsme celkovy pocet bunek ve 3 ml suspenze a ziskali tak hodnotu Cy.

Stanovili jsme hodnotu PDL podle vyse uvedeného vzorce.

8. Buné&énou suspenzi obsahujici 1 x 10° bunék jsme pienesli do nové kultivaéni lahve
a doplnili jsme kultiva¢ni médium na celkem 10 ml.

~
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9. Kultiva¢ni lahve jsme umistili do inkubétoru (37 °C, 5 % CO,).
10. Kroky 4-9 jsme opakovali po dobu 6 tydna.
11. Po uplynuti této doby jsme ziskali kone¢nou hodnotu PDL.
12. Rozdil v kone¢né hodnoté PDL mezi ovlivnénymi a kontrolnimi vzorky byl hodnocen
v programu GraphPad Prism 7.0 za pouZiti neparového t-testu.

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

Primarni bunééné linie (naptiklad normalni fibroblasty) jsou geneticky stabilni a uchova-
vaji si své vlastnosti po mnoho pasazi. Zhruba po 60—70 populacnich zdvojenich (pocitano
od izolace primokultury) vstupuji do stavu senescence (starnuti), kdy dale prezivaji, ale jiz
neproliferuji a vykazuji typicky (se senescenci asociovany) fenotyp. Vyzkumnik ma tak k dis-
pozici fadu tydnt pro provedeni (sub)chronického experimentu. Navic je mozné monitorovat
bunky az do stadia senescence a zkoumat vliv testovanych latek na jeji nastup a na zmény
charakteristického bunééného fenotypu.

Vyhodou metody je jeji jednoduchost. Pocitani bunék v pocitaci komurce je ekonomicky
nenaro¢ny a pfitom velice pfesny zptisob monitorovani bunécné proliferace. Nevyhodou je
pracnost a ¢asova naro¢nost. Komtirku 1ze nahradit automatickym pocitacem bungk, je vSak
vzdy nutno ovéfit, zda tento postup poskytuje validni vysledky i pii nizkych koncentracich
bunek.

Urcitou nevyhodou metody je nutnost vétsich objemi testovanych NM. Dalsi problém
predstavuje klesajici mira proliferace béhem experimentu, coz ma za nasledek pokles poctu
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10 =o— kontrola

PDL

== GP1 10 ug/ml
— GP2 10 ug/ml

o N b~ O

5 6 7 8 9 10
Cislo pasaze
Obrazek 25. Vyvoj kumulativniho poctu populacnich zdvojeni (PDL) beéhem chronické expozice normal-
nich koznich fibroblasti nano¢asticim grafenu
Pozndamka: Smérodatné odchylky byly v grafu pro ptehlednost vynechany — nedosahly 7 % primérné hodnoty PDL

vypocitané ze tfi méteni. Statisticky vyznamny rozdil v kone¢né hodnoté PDL u obou ovlivnénych vzorkl oproti
kontrole, neparovy t-test, ** statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou, p < 0,05.
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bunék pro nasazeni do naslednych pasazi. Pokud by tedy byl experiment zakon¢en napiiklad
testy genové exprese, je nutno vcas rozdélit kultivace do paralelnich vzorkd. To dale zvySuje
naroky na mnoZzstvi testovaného materialu a na casovou naro¢nost experimenttl.

Povazujeme za nutné upozornit na skutecnost, ze chronické expozice NM mohou vykazo-
vat toxické ucinky i v koncentracich, které se v kratkodobych experimentech jevi jako neto-
xické (biokompatibilni). Pfi hodnoceni rizika je proto naprosto nezbytné vénovat pozornost
(vedle vysledku in vitro testli akutni a subakutni toxicity) rovnéz vysledktim testit subchro-
nické a chronické toxicity.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledkd

Grafenové nanocastice obou typti béhem Sestitydenni chronické expozice vyznamné snizily
proliferaci bun¢k stanovenou jako kumulativni pocet populacnich zdvojeni (Obrazek 25).
Vysledky byly publikovéany v praci Sestakové et al.2

TEST METABOLICKE AKTIVITY WST-1 (TEST CYTOTOXICITY)
Teoreticky zaklad metodiky

Stabilni tetrazoliova sil WST-1 je komplexnim bunéénym mechanismem §tépena na rozpust-
ny formazan, ktery se vyskytuje primarné na bunééném povrchu. Uvedena bioredukce je do
znacéné miry zavisla na glykolytické produkci NAD(P)H v Zivotaschopnych bunkach. Mnoz-
stvi vytvofen¢ho formazanového barviva koreluje s po¢tem metabolicky aktivnich bun¢k
v kultufe.

Podrobnéjsi popis metodiky

Kultivace:

Buiiky se kultivuji v aMEM bez fenolove cervené s 10% FSB, 1% antibiotiky (penicilinem,
streptomycinem), 10mM Hepes, 1mM pyruvatem sodnyn a 2mM L-glutaminem. Poté se
nasadi do 96jamkovych desticek v koncentracich 5000—10 000 bunék na jamku (vzdy s prv-
nim sloupcem jamek bez bunék; blank) a nechaji se inkubovat pres noc. Po 24 hodinach se
médium vymeéni za médium s NM (100 pl/jamku) a nasleduje inkubace po dobu 1-72 hodin.

Zasobni roztok WST: Roche 1 644 807

1. Pridejte 5 ul roztoku WST-1 do kazdé jamky (postup 1). Lze pouzit i alternativni postup,
kdy po inkubaci s NM je veskeré médium z jamek odsato a nahrazeno novym médiem
s WST-1 v poméru 1:20 (postup 2).

2. Proméite absorbanci v ¢ase 0 h pi 450/650 nm (650 nm — referencni vinova délka).

Inkubujte 1 nebo 2 hodiny v termostatu 37 °C, 5 % CO.,.

4. Nejprve vypoctéte rozdil absorbanci v case 1 h (eventuelné 2 h) a 0 h. Od naméfenych
absorbanci odectéte blank. Naméfené hodnoty 1ze vyjadrit jako % kontroly.

W
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Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic

Metoda je rychla a reprodukovatelna. Je ale nutno zvazit, jakou variantu ptidavku WST-1
provést (zda ptidat pouze 5 pl do jamky s testovanym NM nebo vyménit cely obsah média
v jamce). S tim souvisi i sloZzeni média, konkrétné ptitomnost FBS (fetalniho bovinniho séra),
viz dale. U druhého postupu sice predpokladame vyssi zatéz bunék, ale zaroven dochazi
k odstranéni testovaného materialu, ktery miize interferovat s méfenim absorbance (jak tomu
je naptiklad u grafenu). Nékteré metodiky pouzivaji ke kultivaci médium bez FBS. Jednim
z dGivodu je tvorba proteinové korony na povrchu ¢astic, ktera nasledné ovliviiuje jejich bio-
logické interakce. Na druhou stranu je FBS dulezité pro vlastni kultivaci bun€k a zaroven
zlepSuje disperzi NM v médiu.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledku

Byly porovnany oba vysSe uvedené postupy provedeni metody WST-1, liSici se zpisobem
pridani substratu. V experimentu byl kultivovan NM oxid titani¢ity (TiO2; Plasmachem)
o koncentracich 1, 10 a 100 pg/ml s buné¢nou linii A549 (5 000 bb/ml) v médiu bez FBS.
Inkubace trvala 4 a 24 hodin (Obrazek 26; Tabulka 6). Zjistili jsme, Ze pfi pouziti druhého
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Obrazek 26. Porovnani dvou postupt provedeni WST-1 pii 4hodinové a 24hodinové inkubaci
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postupu (vyména celého obsahu jamky za médium se substratem) dochazi v médiu bez FBS
ke zvySovani metabolické aktivity bun¢k. Z této skutecnosti 1ze usuzovat zat¢z bunék médiem
bez FBS a rovnéz tak i vyménou média pfi provedeni testu WST-1.

Tabulka 6. Hodnoty z obrazku 6 vyjadieny v procentech kontroly (expozice TiO,)

Koncentrace 4h 24 h

TiO, (ng/ml) prvni postup druhy postup prvni postup druhy postup
0(K) 100,0 100,0 100,0 100,0

1 101,0 1045 1059 105.2

10 98,0 119,7 103,6 116,7
100 98,6 149,1 104,7 158.5

V dalsim kroku byl také studovan vliv slozeni pouzitého média (s FBS a bez FBS) na
vysledky WST-1. V experimentu byl kultivovan TiO, (koncentrace 1, 10, 100 a 200 pg/ml)
s bunécnou linii A549 (5 000 bun¢k/ml) v médiu s piitomnosti a bez pfitomnosti FBS (1, 4,
24 a 48 hodin). WST-1 byl provadén druhym postupem (Obrazek 27). Jak vyplyva z vysled-
ka, test provadény bez ptitomnosti FBS vedl k vyznamnym zménam metabolické aktivity
bun¢k (v porovnani s kontrolou). Podrobnéji je tato problematika popsana v ¢lanku Jany
Bacové et al.#
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Obrizek 27. Kultivace A549 s TiO, v rozdilném médiu (s a bez FBS) pfi pouZiti druhého postupu WST-1

193



Vyznamnou roli pfi méfeni absorbance maji hodnoty absorban¢niho pozadi. Z tohoto
divodu byl u metody WST-1 posuzovan vliv pfitomnosti grafenu (GP1) na hladinu absor-
ban¢niho pozadi metody WST-1. Grafen byl inkubovan pouze s roztokem WST-1 po meta-
bolické aktivaci bez bunék po dobu 1 a 2 hodin v koncentracich 5, 15 a 30 pg/ml (Obrazek
28; Tabulka 7). Nejdiive byla zméfena hodnota absorbance samotné suspenze grafenu bez
substratu a byly sledovany jeji zmény v case (1-2 hodiny). Z vysledkt vyplyva, ze gra-
fen vykazuje (v zavislosti na koncentraci) urcitou hodnotu pozadi, nicmén¢ tato hodnota je
pro danou koncentraci stabilni a 1ze ji odecitat od hodnot absorbance naméfenych hodnot
vzorki.>
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Obrazek 28. Vliv pfitomnosti grafenu (GP1) a doby kultivace na hladinu absorbance (metoda WST-1,
experiment bez bun¢k)

Tabulka 7. Hodnoty z obrazku 8 vyjadieny v procentech kontroly (expozice GP1)

Doba inkubace K 5 pg/ml 15 pg/ml 30 pg/ml

lh 100 100,6 104,6 110,6

1 h — pozadi 100 99,1 99,2 99,7

2 h — pozadi 100 98,7 99,2 99,0
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METODIKY USTAVU HISTOLOGIE
A EMBRYOLOGIE VE SPOLUPRACI
S USTAVEM LEKARSKE BIOFYZIKY

(Lékarska fakulta v Hradci Kralové)

LDH TEST (TEST CYTOTOXICITY)
Teoreticky zaklad metodiky

LDH test je kolorimetrickou metodou, kterou Ize kvantitativné analyzovat bunéénou cytoto-
xicitu. Jeji princip je zaloZen na méfeni mnozstvi extracelularni laktatdehydrogenazy (LDH).
Tento enzym je pfitomen v Siroké skale sav¢ich bunék a konkrétné je lokalizovan v bunééném
cytosolu. Extracelularni vyskyt LDH je spojovan s narusenim integrity bunééné membrany,
a proto se tato metoda pouziva pro kvantifikaci bunééné viability. Uvolnénd LDH je konver-
tovana na pyruvat prostiednictvim NAD™" redukce na NADH, ktera je nasledné redukovana na
tetrazoliovou stl, jejiz mnozstvi koreluje s mnozstvim LDH uniklého v kultivaénim médiu.
LDH test byva pomérné ¢asto pouzivan pro stanoveni vlivu exogennich ¢i endogennich agens
na bunéénou populaci.

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup CyQUANT™ LDH (ThermoFisher) cytotoxické analyzy pro zji$téni vlivu gra-

fenu na adherentni linii myoblasti C2C12

1. Nasad’te C2C12 myoblasty na 96jamkovou desticku (0,5 — 2 x 10% bunék/jamka) ve
100 ml bezfenolového kultivacniho média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB). Bezfenolové
médium snizuje fale$nou pozitivitu vysledku. Mnozstvi bunék na jamku je nutno volit dle
konkrétni bunééné linie (pfili§ vysoka koncentrace bun€k se muze projevovat faleSnou
pozitivitou ve smyslu vyssi cytotoxicity). Vyrobce také doporucuje pouzivat tuto esej
s bunkami, které byly kultivovany v pfitomnosti séra. Pfi kultivaci bun¢k v podminkach
bez séra mize dochazet k uvoliovani endogenni LDH do média, coz s sebou piinasi rizi-
ko falesné pozitivnich vysledkd. Na desti¢ce je nutné vyclenit dvé skupiny bunék, které
slouzi jako kontrola: spontanni LDH reakce (SLR) a maximalni LDH aktivita (MLA).

2. Inkubujte builky po dobu 24 hodin pti 37 °C a 5 % CO,.

3. Odsajte kultivaéni médium tak, aby nebyla porusena adherovana monovrstva bunék
a nasledné pridejte grafen suspendovany v pozadované koncentraci (5—100 mg/ml; tripli-
kat) v bezfenolovém kultivaénim médiu. Inkubujte nasledujicich 2448 hodin.

196



4.Do jamek, kde je triplikat pro SLR, aplikujte 10 ml sterilni, ultracisté vody. Do jamek
s MLA aplikujte 10 ml lyzac¢niho pufru (10x). Ob¢ reagencie inkubujte 45 minut pii 37 °C
a5%CoO,

5. Odsajte 50 ml média z kazdé jamky, pieneste do jiné 96jamkové desticky (i SLR, MLA)
a pfidejte 50 ml reakéni smési. Reakeéni smés obsahuje ,,substrate mix“ a ,,assay buffer®
(600 ml) a vystaci pfiblizné na dvé 96jamkové desticky. Tato smes vydrzi pti —20 °C pfi-
blizné 3—4 tydny. Centrifugacni zkumavku s timto mixem je potieba chranit pred svétlem
(zabaleni do alobalu).

6. Inkubujte builky s reakéni smési po dobu 30 minut pii laboratorni teploté bez dosahu
svétla (zabalte do alobalu).

7. Pfidejte 50 ml ,,stop solution®.

8. Michejte po dobu 1 minuty na vortexu.

9. Zméfte absorbanci pfi 490 nm na spektrofotometru; referencni vinova délka by neméla
byt vyssi nez 680 nm.

10. Vypocet pro stanoveni cytotoxicity:
cytotoxicita v procentech.

absorbance oSetfenych bunék — SLR
MLA-SLR

% 100. Takto vychazi

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM
a souhrn nejzajimavéjsich vysledku

LDH analyza je pomérné ¢asto vyuzivanou metodou pro stanoveni miry cytotoxicity bunéc-
nych populaci vyvolané prostiednictvim NM. Jeji vyhodou je sensitivita, ktera je vyssi nez
u ptivodné uzivanych metod podobného principu (XTT, MTT). Také je stabilnéjsi a rychlejsi
neZ zminéné MTT nebo XTT.! Tato metoda neni naro¢na na pfistrojové vybaveni a ve stan-
dartné vybavené laboratofi ji 1ze snadno pouzit. S vyhodou je mozné provést jak LDH, tak
WST-1 analyzu najednou. U LDH testu se spotiebovava pouze ¢ast ovlivnéného kultivacni-
ho média, naproti tomu u WST-1 se pouzivaji ovlivnéné bunky. Timto zpisobem se usetfi
¢as pro analyzu obou metod, snizi se pocet bun¢k a vysledky obou metod je mozné srovnat
a vyhodnotit.

Nevyhodou pouziti této metody miize byt uziti bezfenolového média, které mtze zpi-
sobovat falesnou pozitivitu (je zde tedy vhodna vyssi investice v podob¢ specifického typu
kultiva¢niho média). Navic je nutné pocitat s kultivaci bun¢k v kultivaénim médiu s obsa-
hem séra, coz mtze byt problém u bunéénych linii, které se standardné kultivuji v prostiedi
bez séra. Toto jsme fesili u embryonalnich kmenovych bunék, které se zacinaji diferencovat
v ptitomnosti séra v kultivaénim médiu.2 Nicmén¢ existuji varianty séra, které nezpisobuji
diferenciaci bunék. Jejich pofizovaci cena je vSak mnohonasobn¢ vyssi nez u béznych kulti-
vacnich médii.

LDH analyza byla pouzita pro kvantitativni stanoveni cytotoxicity tfi typti NM (dva druhy
grafenu a oxid titanicity) vici riznym bunéénym populacim (C2C12 myoblastim, mySim
embryonalnim fibroblastim, plicnim alveolarnim epitelovym buitkdm a embryonalnim kme-
novym buitkdm). Byla zjisténa koncentracni i casova zavislost cytotoxicity u grafent, nikoliv
vSak u oxidu titani¢itého. Podobné vysledky byly popséany i v publikacich Liho et al. a Zhanga
etal34
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MTT TEST (TEST CYTOTOXICITY)
Teoreticky zaklad metodiky

MTT test je kolorimetrickou metodou, kterou lze kvantitativné analyzovat bunécnou viabilitu,
proliferaci a cytotoxicitu. Metoda je zalozena na hodnoceni metabolické aktivity zkoumanych
bunék. Béhem analyzy dochézi (plisobenim mitochondridlnich dehydrogenaz) ke konverzi
ve vodé rozpustného MTT (3-/4,5-dimethylthiazol-2-yl/-2,5-difenyltetrazolium bromidu)
na nerozpustny formazan. Schopnost pfemény MTT na formazan je vdzana na metabolicky
aktivni buniky; ¢im vice metabolicky aktivnich bunék kultura obsahuje, tim vétsi mnozstvi
formazanu vznikd. Krystaly formazanu jsou nasledné rozpustény v DMSO (dimethylsulfo-
xidu) a roztok je proméfovan pomoci spektrofotometru.

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup MTT (SigmaAldrich) cytotoxické analyzy pro zjiSténi vlivu grafenu na adherent-

ni linii myoblasti C2C12.

1. Nasad’te C2C12 myoblasty na 96jamkovou desticku (0,5 —2 x 10 bunék/jamku), 100 ml
kultivaéniho média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB).

2. Inkubujte buiiky po dobu 24 hodin pti 37 °C a 5 % CO,.

3. Odsajte médium tak, aby nebyla porusena adherovanad monovrstva bunék, a nasledné pii-
dejte grafen, suspendovany v pozadované koncentraci (5—100 mg/ml; triplikat) v kultivac-
nim médiu. Inkubujte nasledujicich 2448 hodin.

4. Do kazdé jamky pipetujte 100 ml zasobniho MTT roztoku (1 g tetrazoliové soli MTT +

200 ml PBS pufru). Hotovy MTT roztok je prefiltrovan a uchovava se (v objemech po

10 ml) v mrazicim boxu pii —20 °C; takto pfipraveny roztok je mozné skladovat po dobu

6 mésict.

Inkubujte MTT roztok s butikami po dobu 4 hodin pti 37°C a 5 % CO,.

Odeberte médium a pfidejte 100 ml DMSO (rozpusténi formazanovych krystali).

Michejte po dobu 10 minut na vortexu.

Na spektrofotometru zméfte absorbanci pii 490 nm; referencni vinova délka by neméla

byt vyssi nez 680 nm.

XN

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM
a souhrn nejzajimavéjsich vysledku

MTT analyza je pomérné ¢asto vyuzivanou metodou kvantifikace bunécéné viability. Jedna
se o rychlou, jednoduchou a pfistrojové nenaro¢nou metodu. Nevyhodou MTT testu je nizka
stabilita formazanové soli a moznost interferenci v pfipad¢ pritomnosti metabolicky vysoce
aktivnich bunék. Tyto bunky disponuji vy$§im mnoZzstvim mitochondrii a z toho plyne vyssi
kapacita premény MTT na formazan. Uvedeny jev zvysuje riziko fale$né pozitivnich vysled-
k. Navic u bunék podléhajicich apoptoéze dochazi k redukci MTT z dtivodu intaktnich mito-
chondrii, coz se opét mize odrazet na kvalité vysledki.’ Tyto divody vedou k postupnému
nahrazovani MTT analyzy metodami s vyssi sensitivitou (napt. WST-1 a LDH).
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MTT analyza byla zpocatku zarazena do nasich experimentl s expozicemi NM (analyzy
bunééné viability kmenovych bunék). Po zjisténi niz§i miry validity vysledkt (v porovnani
se stabilnéjsimi a sensitivnéj$imi metodami jako bylo LDH nebo WST-1) bylo od pouzivani
této metody upusténo.

GENOVA KVANTIFIKACE PROSTREDNICTViM RT-QPCR
(REAL-TIME QPCR)

Teoreticky zaklad metodiky

Informace nutné pro tvorbu funkénich proteint jsou prenaseny z DNA na RNA a dale do pro-
cesu jejich strukturovani a produkce (transkripce, translace, genova exprese). Metoda genové
kvantifikace je zalozena na stanoveni mnozstvi RNA. Protoze RNA nemuze byt stanovovana
pfimo, je nutné ji nejdiive transformovat (pomoci reverzni transkriptazy) do formy, ktera se
nazyva komplementarni DNA (cDNA). Ta je nasledné amplifikovana prostrednictvim genoveé
specifickych ,,primer(* za pfitomnosti interkala¢nich barviv (SYBR green) nebo hybridizac-
nich sond (Tagman). Hladina fluorescenéniho signalu potom koreluje s mirou genové expre-
se. Metody genové kvantifikace jsou vyuzivany pro rychlé stanoveni miry genové exprese.
Mnozstvi RNA je stanovano pomoci pfedem charakterizovanych ,,housekeeping gend, které
tvofi vnitini standard pro normalizaci hladiny genové exprese cilového genu. Real-time gPCR
je vykonné a sensitivni zafizeni pro studium malych zmén genové exprese.

Podrobnéjsi popis metodiky

Izolace RNA
1. Provedte lyzu bunék prostfednictvim 500 ul TRI Reagent (kombinace fenolu a guanidin
isothiokyanatu).

2. K lyzovanému vzorku pridejte 500 pl ¢istého etanolu (bez pfitomnosti nukleaz).

3. Sm¢s pteneste na ,,silica spin column® (zde se zachyti vzorek) a po dobu 30 vtefin odstie-
d’ujte pti 16 000 x g spolecné s ependorfkou na zachyceni odpadu vzorku.

4. Odstraiite ependorfku s odpadem a opatfit ,,silica spin column® novou ependorfkou. Pfi-
dat 400 pl RNA ,,wash buffer do silica spin column® a po dobu 30 vtefin odstiedujte
pti 16 000 x g. Pridejte 75 pl ,,DNA digestion buffer k 5 pl ,,DNazy I“; ob¢ reagencie
promichejte a pfidejte ,,do silica spin column®. Natraveni DNA probiha po dobu 15 minut
pfi laboratorni teploté. Tento krok odstraniuje genomickou DNA, ktera by mohla pfi kvan-
tifikaci vytvaret faleSnou pozitivitu.

5. Do ,silica spin column® pfidat 400 ul ,,pre-wash buffer” a po dobu 30 vtetin odstfed’ujte
pii 16 000 x g.

6. Odstranit ependorfku s odpadem a opakovat krok 5.

7. Do ,silica spin column® pridejte 700 ul ,,RNA wash bufferu“ a pro kompletni odstranéni
pufru odstred’ujte po dobu 2 min pii 16 000 x g. Odstrante odpadni vzorek a obsah ,silica
spin column® pfeneste do ependorfky, ktera je prosta nukleaz.

8. Extrahujte RNA pfidanim 50 pl ultradisté vody (bez pfitomnosti nukleaz) a po dobu
30 vtefin odstred’ujte pti 16 000 x g.

9. Nasleduje syntéza cDNA (zbyla RNA je uchovavana pii —80 °C).
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Syntéza cDNA

1. Pro cDNA syntézu pouzijte 500 ng RNA.

2. RNA rozpust'te v ultracisté vod¢ (bez pritomnosti nukleaz) na vysledny objem 10 pl.
3. Komponenty a jejich mnozstvi pro syntézu ,,cDNA enzym mixu‘:

Komponenty Objem pro jednu reakei
10X RT buffer 2,0 ul
25X dNTP mix (100 mM) 0,8 ul
10X RT Random primer 2,0 ul
MultiScribe Reverse transcriptase enzyme 1,0 pl
Ultracista voda 4,2 ul
Celkem 10,0 ul

4. 10 pl cDNA mixu pfidejte k 10 pl rozpusténé RNA.
5. Nastaveni pro cDNA syntézu:

Nastaveni Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
Teplota 25°C 37°C 85 °C 12 °C
Cas 10 min 120 min 5 min 0

Real-time qPCR

1. Procedura ,,Real-time qPCR* byla provadéna pomoci sady firmy Roche (Roche Light-
Cycler 480 SYBR Green I master mix) v pfitomnosti primeru komplementarniho ke zkou-
manému genu (koncentrace 400 nM). Celkovy objem roztoku byl 15 pl.

2. Genova exprese je vztazena k referenénimu genu B-aktinu. Pro kvantifikaci bylo pouzito
10 ng cDNA (vzorky byly analyzovany v triplikatech).

3. Mg¢feni bylo provadéno na piistroji firmy BioRad CFX96 Touch s takto nastavenymi para-
metry:

Nastaveni Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4 Krok 5

Kfivka tani

Teplota 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C Opakovéni (60 °C a2 95 °C)
20 kroku; Kontimualnd
Cas 5 min 10s 20s o S 40 cykli Ovr{tlon uamt
(ptirdstek) ptirdstek

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM
a souhrn nejzajimavéjsich vysledku

Vysledky metody ,,RT-qPCR*“ mohou byt ovliviiovany interferencemi NM s komponentami
pouzitymi v metodice. To klade velky diiraz na prubézné ovétovani vysledku. Nékteré refe-
rencni geny se navic mohou v pfitomnosti NM stat nestabilnimi a volba stabilniho referenc-
niho genu se tak stava jednim z kli¢ovych krokti metody.
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Obrazek 29. Analyza genové exprese riznych bunék linie embryonalnich mysich bunék (ES) D3 linie
Pozndamka: Vysledky prezentuji rozdil v genové expresi diferenciovanych ES D3 bunék a nediferencovanych ES D3
bunék. B-aktin byl pouzit jako referencni gen a vysledek je po 6 dnech od zac¢atku bunééné diferenciace. Data jsou
vyjadiena jako primeéry se smérodatnou odchylkou.

V naSich experimentech jsme prostiednictvim malych molekularnich inhibitorti a LIF izo-
lovali neuralni kmenové buiilky z mysich embryi. Kombinace CHIR99021, XAV939, LDN
193189, SB431542 a LIF indukuje neuroektodermovy potencial v embryonalnich kmeno-
vych bunkach. Tyto buiiky pak exprimuji neurogenni markery jako je Sox1 a Pax6, spolecné
s pluripotentnimi markery Pou5fl, Sox2 a Nanog (Obrazek 29). Uvedené markery by mohly
slouzit k analyze zmén genové exprese vlivem expozice NM.

XCELLIGENCE (BUNECNA PROLIFERACE, ADHEZE,
VIABILITA, MORFOLOGIE)

Teoreticky zaklad metodiky

Systém xCELLigence firmy Roche je elektronicky systém s biosensory, které umoziuji
v realném cCase sledovat bunécnou proliferaci, adhezi, viabilitu, morfologii a kvantifikovat
Cly, (cell index). Pro sledovani tohoto ,,biologického statusu buiky neni zapotiebi znaceni
buné¢k, méfi se zmena elektrické impedance prostfednictvim zabudovanych mikroelektrod na
dné specialnich desti¢ek. Sledovani téchto zmén v redlném case je umoznéno prostiednictvim
softwaru, ktery uzivateli poskytuje moznost analyzovat data v pribéhu experimentu. Jakmile
buiitky pfisednou na dno jamek s mikroelektrodami, dojde ke zméné CI. Jestlize bunky na
dno jamky nepfisednou, je hodnota CI nulova; v ptipadé adheze hodnota CI roste imérné
k mnozstvi adherovanych bunék. Do celkové hodnoty CI se promitd rovnéz zména bunécného
tvaru, viability a proliferace.
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Podrobnéjsi popis metodiky

Protokol pro RTCA DP systém xCELLigence pro zjisténi vlivu grafenu firmy na adhe-
rentni linii myoblasta C2C12

Pozndmka: Je nutné dobfe promyslet rozlozeni desticky (layout). Kazda desticka ma 16 jamek,
kazda pojme az 200 ml kultivaéniho média s buitkami. Dulezité je pfedem nastavit paramet-
ry experimentu (méfeni vSech desticek najednou nebo separatné€, pocet bunek v jedné jamce,
koncentrace NM, ¢as pridani NM, doba méteni a pocet sweeps za hodinu/minutu). Dilezita je
informace o Case, ve kterém buiiky dosdhnou faze ,,platé. V této fazi je vhodné piidavat NM.

1. Nasad’te C2C12 myoblasty na desticku pro RTCA DP systém (100—1500 bun¢k/jamku)
ve 100 ml kultiva¢niho média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB).

2. Inkubujte builky po dobu 24 hodin pti 37 °C a 5 % CO,.

3. Pfipravte média s riznymi koncentracemi grafenu (5-100 mg/ml; triplikat). Pfidejte
100 ml kultivaéniho média s grafenovou suspenzi na desticku. Nedoporuc¢ujeme zcela
odsat ptivodni kultivaéni médium a pridat nové médium s NM: dochazi pak k poruSeni
adherované monovrstvy, coz ma za nasledek zménu CI.

4. Inkubujte nasledujicich 2448 hodin.

5. Vyhodnotte plot a hodnoty CI.

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic
a souhrn nejzajimavéjSich vysledku

Na rozdil od b&ézné€ dostupnych testi (WST-1, LDH, XTT a MTT) neni xCELLigence rozsiie-
nou metodou pro sledovani bunééné proliferace a cytotoxicity. Hlavnim diivodem jsou vyssi
investice do pfistrojového vybaveni a do desti¢ek s mikroelektrodami, které 1ze pouzit pouze
jedenkrat. Na druhou stranu metoda xCELLigence umoziiuje zachycovani Sirokého spektra
zmeén v bunécné viabilité, proliferaci, adhezi a morfologii v realném Case a neni omezena tak
jako klasické ,,end-point“ analyzy.

Sledovani viability a adheze bun¢k metodou xCELLigence jsme pouzili pro zhodnoceni
cytotoxického vlivu tfi typti NM (dvou druhil grafenu a oxidu titani¢itého) na riizné bunéc-
né linie (C2C12 myoblasty, plicni alveolarni epitelové buitky a embryonalni kmenové buii-
ky). Byla zjisténa koncentracni i Casova zavislost cytotoxicity (snizeni viability) u grafend,
nikoliv vSak u oxidu titani¢itého. Monitorovani biologického statusu bun€k bylo pouzito
i v jinych studiich, které zkoumaly potencidlné toxicky vliv NM na bunécné kultury (Kvako-
va et al.).0

HISTOLOGICKA ANALYZA
Teoreticky zaklad metodiky

Techniky histologické analyzy se pouzivaji pro sledovani mikroskopické morfologie tka-
ni a organu ve fyziologickém stavu nebo po ovlivnéni exogennimi ¢i endogennimi faktory
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(zmény prostorového usporadani). Vzorky organu ¢i tkané mohou byt odebrany z zivého
(biopsie) ¢i nezivého (nekropsie) organismu. Zvlastni formou je peroperacni biopsie, ktera
se provadi beéhem chirurgického vykonu. Odebrany vzorek je v co nejkratsi dobé fixovan
(prevence autolytickych procest) a zpracovan do podoby zmrazeného fezu. Takto zhotoveny
fez je ptipraven k okamzitému vyhodnoceni, coZ umoziiuje sdélit operatorovi béhem vykonu,
zda se jedna o vzorek ve fyziologickém ¢i patologickém stavu.

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup histologického zpracovani organu po intratracheilni a peroralni expozici mysi

CS57Bl/6 nanocasticim grafenu:

1. Po expozici nanocasticim grafenu byly mysi usmrceny letalni davkou isofluranu. Nasled-
né byly odebrany organy (plice, srdce, zaludek, tenké stievo, jatra a ledviny).

2. Organy byly fixovany 10% formalinem (timto procesem dochazi k denaturaci bilkovin,
ktera inhibuje aktivitu autolytickych enzymt, jez by v ptipadé aktivace poskodily morfo-
logii organu ¢i tkan€) po dobu 3—4 dnti (délka fixace je umérna velikosti a komplexnosti
organu).

3. Po fixaci byly organy dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou (60—100% etanol)
a prosyceny xylenem ve tkanovém automatu (autotechnikonu).

4. Organy byly zality do roztaveného parafinu. Ztuhnutim vznikl parafinovy blocek pfipra-
veny pro krajeni fezi.

5. Z parafinového blo¢ku byly na mikrotomu nakréjeny fezy o tlouitce 5 um. Rezy byly
pfeneseny na podlozni sklo potazené Zelatinou, ktera usnadnuje pfilnuti fezu na povrch
skla.

6. Pied obarvenim byly fezy odparafinovany a hydratovany v roztocich Ottix plus
(2 x 7 minut) a Ottix shaper (2 x 7 minut). Rezy byly oplachnuty destilovanou vodou
a obarveny hematoxylinem, ktery obarvuje bazofilni struktury organu (napfiklad jadro ¢i
drsné endoplazmatické retikulum). V hematoxylinu byly fezy barveny 3—10 minut (délka
barveni zavisi na Cerstvosti a typu hematoxylinu) a poté oplachovany zhruba 10 minut
pod tekouci vodou. Dobarveni eosinofilnich struktur (cytoplazmy a mitochondrii) bylo
provedeno za pouziti eosinu; fezy byly barveny po dobu 3—5 minut (doba barveni se odviji
od Cerstvosti eosinu).

7. Obarvené fezy byly dehydratovany v roztocich Ottix shaper a Ottix plus a zamontovany
montovacim mediem DPX, které umoziiuje dlouhodobé uchovavani histologickych pre-
paratu.

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanomaterialti (NM)
a souhrn nejzajimavéjsich vysledku

Histologické zpracovani je rutinni zalezitosti, které je pouzivano ve vSech histologickych
laboratofich. Metody se lisi v roztocich, které jsou pouzivany pro ptipravu preparatt. Vedle
standardni pfipravy obarvenych tkanovych fezii 1ze provést také imunohistochemické detekce
antigent v tkani.” Vyhodou parafinovych fezil je moznost dlouhodobého skladovani, barve-
ni Sirokou skalou metod a zachovani morfologie organt. Pfi nesetrné fixaci muze dochazet
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Obrazky 30. Histopatologicka analyza plicni tkané
po chronické intratrachealni expozici nanocasticim
grafenu (21 dni). (A) Kontrolni vzorek bez
morfologickych zmén; (B) Sipky oznacuji mista
alveolarniho ztlusténi; (C) hvézdicky oznacuji
mista vyplaveni erytrocyti do intersticia plic
(méfitko 50 pm, barveno hematoxylin-eosinem).

k poru$eni antigennich epitoptl, coz znesnadiiuje imunohistochemickou analyzu. Chyby pfi
alkoholovém odvodnéni mohou mit za nasledek svrasténi tkané a tvorbu artefaktd.
Histologicka analyza byla pouzita pro zhodnoceni vlivu intratracheélni a peroralni expozi-
ce nanocasticim grafenu na tkané mysi kmene C57Bl/6. Byly pouzity dvé expozi¢ni koncen-
trace (5 a 50 mg/ml) v akutni, subakutni a chronické formeé expozice. Organy byly odebirany
po 1,7 a21 dnech expozice. Akutni ani subakutni forma expozic (intratrachealnich i peroral-
nich) neméla na morfologii organti zadny vliv. Vlivem chronické intratrachealni expozice

Obrizky 31. Histopatologicka analyza srde¢ni tkané po chronické intratrachedlni expozici (21 dni).
(A) Kontrolni vzorek bez morfologickych zmén; (B) Sipky oznacuji mista akumulace grafenovych nano-
Castic ve vazivu endokardu (méfitko 50 pm (A) a 20 pm (B), barveno hematoxylin-eosinem).
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doslo ke ztlusténi alveolarnich stén (ziejme v dusledku zanétlivé reakee) a k vyliti erytrocytt
do intersticialni plicni tkdné. V srdci byla zjisténa kumulace malych depozit grafenovych
¢astic ve vazivu endokardu (Obrazky 30 a 31). Nepozorovali jsme vSak kumulaci téchto Castic
v plicni tkani, tak jak to uvadéji jini autofi.’-?

Odborna literatura popisuje zmény morfologie organti po peroralni expozici grafenu.!0-12
V nasem (vyse uvedeném) experimentu jsme vSak zadné organové morfologické zmény nena-
lezli. Divodem by mohly byt nizké expozi¢ni koncentrace (v nasem experimentu), jejichz
negativni Gc¢inek byl eliminovan adaptacnimi a repara¢nimi mechanismy organismu (piijeti
xenobiotika bez vyvolani zanétlivych ¢i morfologickych zmén).

TRANSMISNi ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE
Teoreticky zaklad metodiky

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) umoziiuje vizualizovat NM a identifikovat jejich
lokalizaci v buiikach (in vitro) nebo ve tkanich laboratornich zvitat (in vivo). Po fixaci a zali-
ti biologickych vzorki (exponovanych bunck nebo vzorki tkani) do pryskyfice jsou nej-
diive pfipravovany polotenké fezy, které lze analyzovat ve svételném mikroskopu. Tak 1ze
vyhledat oblasti fezu vhodné pro vysetfeni v TEM. Nasledn¢ jsou zhotovovany ultratenké
fezy o tloustce 50-60 nm. TEM pracuje na principu prozafeni ultratenkého fezu svazkem
urychlenych elektronti. Nékteré elektrony fezem prochazeji bez ovlivnéni, u jinych dochazi
k interakcim s atomy a k jejich rozptylu. Vysledny obraz vznika na fluorescencnim stinitku.
Zvétseni a rozliSeni dosahovana TEM poskytuji moznost pozorovat ¢astice o rozméru néko-
lika nanometra.

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup zpracovani bunéénych kultur a jejich vySetfeni v TEM

1. Fixace bunék je provadéna ve dvou krocich. Nejdiive jsou buiiky fixovany 3% glutaral-
dehydem v 0,1 M kakodylatovém pufru (pH 7,2; Sigma) pii laboratorni teplot¢ po dobu
3 hodin. Po oplachu v 0,1 M kakodylatovém pufru jsou buiky ,,dofixovany* 1% oxidem
osmicelym v 0,1 M kakodylatovém pufru pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny. Nasle-
duje intenzivni oplach v 0,1 M kakodylatovém pufru. Fixace bun¢k se provadi pfimo
v kultiva¢nich nadobkach.

2. Po fixaci jsou buiiky dehydratovany etanolem (vzestupnou fadou 50%, 75%, 96% a 100%)
a propylenoxidem a infiltrovany smési pryskytic Epon 812 a Durcupan ACM (Sigma). Po
infiltraci jsou buiiky zality do Zelatinovych kapsli. Pryskyfice se necha polymerovat po
dobu 3 dnt pfi 60 °C za vzniku blocku.

3. Na ultramikrotomu (Ultrotome Nova, LKB, Svédsko) se z blo¢kii kraji ruéné zhotovenym
sklenénym nozem polotenké fezy o tloustce 0,5 nebo 1 pm, které jsou preneseny na skle-
néné podlozni sklicko, obarvi se toluidinovou modii a pozoruji ve svételném mikroskopu.
Na polotenkém fezu se identifikuje oblast vhodna pro vySetfeni v transmisnim elektrono-
vém mikroskopu. Poté se blo¢ek zmensi (aby se zredukovala plocha fezu), pfi¢emz oblast
zajmu zistava zachovana.
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4. Na ultramikrotomu jsou nasledné z blocku diamantovym nozem krajeny ultratenké fezy
o tloust'ce 50 az 60 nm. Ty jsou pieneseny na specialni médéné nebo niklové sitky, které
jsou potazené ,,formvarovym* filmem a ,,napraSené uhlikem. Pro zvySeni kontrastu se
ultratenké fezy dobarvuji (kontrastuji) uranyl acetatem a citratem olovnatym.

5. Ultratenké fezy jsou analyzovany v TEM JEOL JEM 1400Plus pfi 120 kV. Vysledné obra-
zy jsou nasnimany integrovanou 8Mpix CCD kamerou a zpracovany pomoci softwaru
TEM Center (Ver. 1.7.3.1537, JEOL, Japonsko).

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

TEM umoziyje identifikaci a charakterizaci tvaru a velikosti NM v bunkéch kultivovanych
v prostiedi in vitro nebo ve tkanich exponovanych laboratornich zvirat. TEM je jedinou
metodou, ktera poskytuje pfesné informace o nativnich (neznacenych) NM v bunécnych
kompartmentech (napiiklad v cytosolu, mitochondriich, autofagozomech nebo v jadre). Je
velmi vhodna pro elektrondenzni anorganické NM, jako je naptiklad TiO,, nicméné€ i nano-
¢astice grafenu dosahuji dostate¢ného kontrastu nezbytného k jejich vizualizaci. Obecnymi

an

Obrazky 32. Buriky linie A549 exponované nanocasticim TiO, v kultivaénim médiu s pfidavkem fetdlniho
bovinniho séra (A, B) a bez ptidavku fetalniho bovinniho séra (C, D)
Pozndmka: mitochondrie (m), tukova kapénka (Id), jadro (n); méfitko A, B,D 1 um, C 5 pm.
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nevyhodami TEM je ¢asova i finan¢ni narocnost a nutnost specializovaného pracoviste
s vyskolenymi pracovniky.

Mezi metodické problémy analyzy biologickych vzorkli s NM patii (1) pouzivani dia-
mantového noze pii krajeni ultratenkych fezl a (2) kontrastovani ultratenkych fezt. Pti kra-
jeni ultratenkych fezl biologickych vzorkd s internalizovanymi NM dochazi k poskozovani
ostfi diamantového noze. Vzhledem k tomu, Ze brouseni diamantového noze je financné vel-
mi nakladné, nabizi se alternativa krajeni ultratenkych fezl ru¢né zhotovenym sklenénym
nozem. Rezy nakrajené sklenénym nozem jsou viak vétsinou silngjsi, coz vede ke sniZeni
kvality obrazu.

Kontrastovani ultratenkych fezli ma n¢kdy za nasledek tvorbu artefaktii, které mohou
byt pfi pozorovani v TEM chybné povaZovany za NM. Identifikace nanocastic TiO, je diky
jejich charakteristickému tvaru a velikosti jednoznacna i na kontrastovanych ultratenkych
fezech. Naproti tomu nanocastice grafenu se v buiikach obvykle ¢aste¢né shlukuji a mohou
pfipominat vySe zminéné artefakty. Pfi pochybnostech je mozné kontrastovani fezli vynechat.
Tim sice dojde ke snizeni kvality kontrastu obrazu, ale zabrani se chybnému vyhodnoceni.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledkd

TEM potvrdila internalizaci nano¢astic TiO, (P25 disperze) bunikami linie A549 po expozici
v kultivacnim médiu s pfidavkem fetalniho bovinniho séra (Obrazky 32 A, B) a bez pfidavku
fetalniho bovinniho séra (Obrazek 32). Nanocastice TiO, se vyskytovaly v cytoplazmé bungk,
predevsim ve vaccich tvorenych biomembranou. Na volném povrchu bunék, ktery byl v kon-
taktu s kultivaénim mediem, se nachézely §tihlé cytoplazmatické vybézky, v jejichz blizkosti
se nano¢astice TiO, akumulovaly.!3

TEM potvrdila internalizaci dvou typt nanocastic grafenu (z Trinity College Dublin,
Irsko, a od firmy PlasmaChem) buiikami linie A549 po kratkodobé (48 h) i dlouhodobé (osmi-
tydenni) kultivaci. V experimentu byly pouzity tii koncentrace grafenti. Vétsina bunék linie
A549, exponovanych nanocasticim grafenu firmy PlasmaChem (o koncentraci 30 pg/ml)

Obrazek 33. Buriky linie A549 exponované nanoc¢asticim grafenu (z firmy PlasmaChem) po kratkodobé
(A) a dlouhodobé (B) kultivaci
Poznamka: mitochondrie (m), jadro (n); méfitko A 1 pm, B 2 um.
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po dobu 48 hodin, grafenové nanocastice internalizovala. Ve vétsiné ptipada byly kumulo-
vany v membranovych vaccich, mensi volné shluky byly pozorovany v cytoplazmé. Vacky
s nanocasticemi se vyskytovaly nejcastéji v blizkosti volného povrchu bun¢k. Po dlouhodo-
bé kultivaci (pii zachovani shodné koncentrace) se nanoc¢astice grafenu nachazely vyhradné
v membranovych vaccich, které dosahovaly vétSich rozmért, nez tomu bylo po kratkodobé
kultivaci. Tyto vacky se vyskytovaly ve vSech oblastech cytoplazmy (Obrazek 33).14
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METODIKY USTAVU KLINICKE
IMUNOLOGIE AALERGOLOGIE

(UKIA, Fakultni nemocnice Hradec Kralové)
ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem veterinarniho
lékarstvi, v. v. i. (VUVel)

PRIPRAVA SUSPENZE NANOMATERIALU
PRO TESTOVANI IMUNOTOXICITY

Pfed vlastnim testovanim biologickych G¢inkt musi byt veskeré nanomaterialy (NM) fad-
n¢ charakterizovany a pievedeny do takové suspenze, aby nedochézelo k nadmife agregace
a aby samotné suspenzni médium neovliviiovalo viabilitu a aktivaéni stav modelovych bunék.
Idealni je suspenze ve vodé nebo v biokompatibilnim pufru (napt. PBS). V ptipadé hydro-
fobnich NM je nutné pfistoupit ke stabilizaci riznymi detergenty. Vhodné jsou detergenty,
které se nevazi kovalentné (napf. sodna sul kyseliny cholové), ptipadné proteiny. Je proto
dualezité, aby ptiprava suspenze vychazela ze spoluprace s materidlovymi fyziky a chemiky,
ktefi zajist'uji spravnou fyzikalné-chemickou charakterizaci a hodnoceni stability NM a NP
v zasobnich suspenzich. Detailni postup ptipravy a charakterizace nemodifikovanych grafe-
novych platki (GP) a karbonovych nanotrubic (MWCNT) lze najit v publikaci Svadlakové
et al. z roku 2020.!

Priklad

Ukazka tivodni optimalizace suspenze nemodifikovanych GP

(ivodni méfeni, porovnani hodnot)

Hodnoceni stability suspenze probihalo na zakladé hodnot hydrodynamického priméru
(Z-average), hodnot polydisperzniho indexu (Pdl) ziskanych na zakladé méteni dynamické-
ho rozptylu svétla DLS a hodnot Zeta-potencialu ({). Vysledky Z-average byly porovnavany
s transmisni elektronovou mikroskopii (hodnoty ziskané pomoci DLS v pfipadé planarnich
Castic byvaji spise orienta¢ni).

GP1 (Plasmachem):

Velikost (lateralni dimenze): <2 pm

Tloustka: 1-4 nm

Pfistrojové vybaveni: analytické vahy s ionizérem (Ohaus), ty¢ovy sonikator (QSonica 700/
Bandelin), Zetasizer Nano-Ultra (Malvern Panalytical Ltd)
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Piiprava (Tabulka 8):

1. Navazeni, cca 200 pg /ml 0,25 % cholatu sodného v destilované vode¢.

2. Sonikace 30 min, pulzy 1 son/ 1 s off — amplituda 75 %, tycovy sonikator.
3. Rozdéleni do vialek (kazda fedéna jinym rozpoustédlem) a méfeni DLS.

Tabulka 8. Hodnoty Z-average a PdlI pro reakéni slozky suspenze GP

Z-average

0,25% cholat 186,5_PdI 0,203 - 25°C
Redéno do: Oh 20h 96 h Teplota m.
voda filtr. 198,4 PdI 0,226 | 187,7_Pdl1 0,215 | 179,4 PdI 0,213 | 37°C
10% FBS 264,4 Pd10,250 |247,7 Pd10,221 |210,6 PdI0,226 | 37°C
PBS 239,7 Pd1 0,235 | 1173_PdI 0,529 2602_PdI 0,438 37°C
RPMI 1640 2279 Pd1 0,214 | 767,9_Pdl1 0,422 | 1125 PdI 0,354 37°C

Titrace koncentrace cholatu (Tabulka 9):
1. Priprava 250 pg/ml suspenze GP, rozdéleni do vialek s rozdilnymi koncentracemi cholatu.
2. Sonikace kazdé vialky 30 min, pulzy 1 s on/ 1 s off — amplituda 75 %, ty¢ovy sonikator.
3. Mg¢feni DLS, kontrola pohledem na pfitomnost agregatti.

Tabulka 9. Hodnoty Z-average a PdI pro rizné koncentrace cholatu

Z-average

Koncentrace cholatu (%) Oh 20 h

0,001 - 786,4 PdI 0,936
0,005 205,5 Pdl 0,216 215,7 PdI 0,175
0,007 175 PdI 0,102 204,4 PdI 0,257
0,01 184,7 PdI 0,195 187,7 Pd1 0,017
0,02 244 _PdI 0,006 196_PdI 0,347

Okem pozorovatelné agregaty rychle klesaji ke dnu, zejména nésledujici den, proto byla
vybrana koncentrace 0,02 %.

Méreni {-potencialu (porovnani riaznych rozpoustédel) (Tabulka 10):

1. Priprava 250 pg/ml suspenze GP v riznych detergentech (cholat, triton) nebo ve fosfatu.
2. Sonikace 30 min, pulzy 1 s on/ 1 s off — amplituda 75 %, ty¢ovy sonikator.

3. Méfeni.
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Tabulka 10. Hodnoty {-potencialu v zavislosti na rozpoustédle a Z-average

Suspenze GP, 250 pg/ml ve Z-z::)a ge | &p 8:3\1;; idl
H,O0 bez cholatu 942,5 -31,00
0,25% cholat, dale 5x fedéné - —-30,40
0,25% cholat, dale 3x centrifugace 20 000 x g Smin, 5% fedéné 119,9 —27,30
SmM fosfatu 800,3 -31,90
SmM fosfatu, dale centrifugace 1000 x g 10 min, supernatant 486,6 —35,80
SmM fosfatu + 0,125 % cholatu, dale 10x fedéné fosfatem 166,6 —40,70
SmM fosfatu + 0,125 % cholatu, dale fedéné kys. pH 2,5 - -5,49
SmM fosfatu + 0,02% Triton X 100, dale fedéno 10x fosfatem 320,2 -37,70
g,ellzél% cholat +0,1% BSA, dale centrifugace Air-fuge 3 x 30 min, 2125 ~33.30
0,02% cholat, dale fedéno 2x ¢istym RPMI bez FBS 754,6 -30,30
0,02% cholat, dale fedéno 2x plnym RPMI bez FBS 1012,0 —23,80
fedéno 2x plnym RPMI bez FBS ale s 0,1% BSA 768,1 —23,50
0,02% cholat, dale Fedéno 2x plnym RPMI + 10% FBS 226,3 -10,80

Suspenze grafenu pro nasledujici testovani bunék (Tabulka 11):

Priprava 250 pg GP na 1 ml 0,02% cholatu.

Nartedéni 1:1 s plnym RPMI + 10% FBS.
Meéfeni.

S

Sonikace, pulzy 1 s on/ 1 s off — amplituda 65 %, tycovy sonikator.
Sterilizace autoklavem, 121 °C, 20 min (dle métfeni nema vliv).

Tabulka 11. Hodnoty {-potencialu v zévislosti na rozpoustédle a Z-average

Z-average | (-potencial
Suspenze GP (nm) (mV)
v 0,02% cholatu, dale 2x fedéno H20 175,5 -333
v 0,02% cholatu, dale fedéno 1:1 pln. RPMI + 10 % FBS 212,8 -9,35
po expozici (50 pg/ml) 196,5 -6,95
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TESTOVANI BIOLOGICKE KONTAMINACE SUSPENZi NM

Hodnoceni kontaminace zasobni suspenze NM by mélo pfedchazet veskerému testovani
imunotoxicity a obecné toxicity. Piestoze suspenze nemusi byt nutné kontaminovany celymi
mikroorganismy, Casto se na jejich povrsich nachazeji jejich casti, jako je naptiklad lipopo-
lysacharid (LPS), ktery patfi mezi nejbéznéjsi kontaminace vyzkumnych laboratofi. Jeho
ptitomnost prokazatelné ovliviiuje jak pohlcovani nanocastic (naptiklad makrofagy), tak
i vyslednou imunitni odpovéd’. Logicky tak dochazi ke zkresleni a k chybné interpretaci
vysledku.

Nejcastéji pouzivany test na hodnoceni pfitomnosti LPS je LAL (Limulus Amoebocyte
Lysate), ktery ovSem Casto s nanomaterialy interferuje. LAL test je zalozen na LPS-induko-
vané koagula¢ni kaskadé vedouci k tvorbé gelové srazeniny. Bylo vSak zjisténo, Ze napfi-
klad oxidované karbonové NM adsorbuji pfitomny zymogen, coz vede k aktivaci koagulace
i v nepfitomnosti LPS. Jina alternativa je zalozena na nepiimém prikazu LPS pomoci detekce
TNF-a, produkovaného primarnimi lidskymi makrofagy v pfitomnosti nebo nepfitomnosti
polymyxinu B, inhibitoru LPS.2 Tento test je v§ak omezen cytotoxickym potencialem testo-
vanych nanomaterialt.. Dalsi alternativou je vyuziti specifickych reportérovych bunéénych
linii citlivych na toll-like receptor (TLR) agonisty, jakym je pravé LPS.

Bunéc¢na esej — TLR

Esej vyuziva reportérové bunécné linie vychazejici z HEK293 (human embryonic kidney
carcinoma), které maji vneseny gen pro sekretovanou alkalickou fosfatazu (AP). Gen je nava-
zany na signalni drahu NF-«B, ktera je vylu¢né spojena s konkrétnim TLR (v nasem ptipadé
TLR4 nebo TLR2). Po navazani pfislusného agonisty dochazi k aktivaci a produkci AP do
supernatantu, kde je detekovana médiem, které v pfitomnosti AP modra. Vysledna absorbance
je pfimo umérna hladin€ agonisty (naptiklad LPS nebo peptidoglykant).

Priklad

Postup stanoveni LPS v suspenzich nanomateriala

1. HEK-Blue™-4 (150 pl, Invivogen) se v bezfenolovém médiu (DMEM, 10 % FBS s niz-
kym obsahem endotoxinu, 2 mM glutamin, antibiotika) nasadi do 96jamkové kultiva¢ni
desti¢ky (5 x 10* bun&k/jamka) a inkubuji se 20-24 hodin pii 37 °C a 5 % CO, s 50 pl
vzorkit GP, MWCNTs nebo TiO,. Pouzivaji se nejvyssi pracovni koncentrace, piipadné
nejvyssi necytotoxické koncentrace, které by mély spadat do testovaného koncentra¢ni-
ho rozmezi pfi vlastnim hodnoceni imunotoxicity. Buiiky bez expozice (pfidani pouze
DMEM) a bunky kultivované s ultra ¢istym lipopolysacharidem (LPS _, 100 ng/ml) slouzi
jako kontroly.

2. Desticka se odstiedi pii 1000 x g, 10 min a 20 pl supernatantu se pienese do nové 96jam-
kové desticky.

3. K supernatanttim se ptida 180 ul detekéniho média a desticka se necha 30 minut az 3 hodi-
ny (prubézné kontrolujeme zbarveni) inkubovat pti 37 °C a 5 % CO,.

4. Vysledna absorbance je méfena na destickovém spektrofotometru (readeru) pii vinové
délce 630 nm proti referenéni vinové délce 750 nm, ktera se odecita.

up?
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Obrazek 34. Vysledky testovani biologické kontaminace testovanych suspenzi NM. Hodnoceni aktivace
HEK-Blue™-4

Poznamka: Data jsou prezentovana jako median s 95 % CI; *** p <0,001; ** p < 0,01 (statistickd vyznamnost ve
srovnani s neexponovanou kontrolou DMEM).

U TLR (i LAL) testu je nutné kontrolovat mozné interference a je nutné, aby testova-
né NM nebyly pro HEK toxické. Limitaci je i nutnost pouziti FBS s certifikovanym ultra
nizkym endotoxinem, coz déla metodu vice financné narocnou. Na druhou stranu se jedna
o velmi citlivou metodu (0,01 EU/ml). Zaroven lze hodnotit i absenci nespecifickych interakci
s konkrétnimi TLR receptory. V piipadé pozitivni odpovédi je nutné doplnit metodu jinou
alternativou.

Dostupné rizné varianty TLR bunék nabizi moznost hodnoceni vétsiho poctu moznych
kontaminantl. V ptipadé¢ HEK-Blue™-4 1ze metodu i kvantifikovat pomoci koncentra¢ni
fady standardniho LPS. Pomoci HEK-Blue™-4 a HEK-Blue™-2 (Invivogen) byla pribézné
kontrolovana sterilita vS§ech testovanych suspenzi NM. Pomoci bunék byla pozitivni odpovéd’
nalezena pouze u SiO, nanovlaken, které byly na zaklad€ toho z testovani imunotoxicity na
monocytech a makrofazich vytazeny (Obrazek 34).

Hodnoceni imunotoxicity
Imunotoxicita pfedstavuje negativni (toxicky) vliv daného faktoru na imunitni systém. Obec-

n¢ zahrnuje cytotoxické, imunosupresivni a imunostimula¢ni reakce. Hlavnim projevem imu-
notoxického plisobeni je zanét.
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Hodnoceni cytokin( jako mediator zanétu

Akutni zanét je komplexni obranné reakce organismu na naruSeni vnitiniho prostedi. Za
fyziologickych podminek odezniva bez nasledki. Jestlize dojde k selhani regulacnich mecha-
nismil nebo pretrvava-li stimulacni agens v organismu, piechazi akutni zdnét do chronického
zanétu. Dlouhodobé pietrvavajici chronicky zanét je patologicky proces, ktery miize vyustit
v nevratné poskozeni tkani, rozvrat imunitnich funkei a nadorové bujeni. Mezi kli¢ové media-
tory zanétu jsou fazeny cytokiny a zejména interleukiny (IL), signalni molekuly (obvykle
polypeptidy a proteiny) produkované imunokompetentnimi, ale i epitelovymi ¢i endotelial-
nimi bunikami.

Na zakladé stanoventi jejich hladiny v plazmé a séru (potazmo v supernatantech) 1ze hod-
minace NM jsou profesiondlni fagocyty. Jedna se o monocyty cirkulujici v krvi a z nich
diferencované makrofagy a tkanové (rezidentni) makrofagy. Z toho dtivodu je pro testovani
imunotoxicity in vitro vhodné pouzivat (jako bunéény model) pravé tyto buiiky, pfipadné
jejich varianty. Pti pouziti nadorovych linii je vhodné doplnit méfeni na vice typech bunek
nebo 1épe na primarnich burnikach.

ELISA

Enzymova imunosorbéni analyza (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) je standard-
ni metoda vyuzivana ke stanoveni protilatek nebo antigent, v¢etné interleukintl, v biologic-
kém vzorku. Principem je specificka interakce antigenu a protilatky, pficemz jeden z této
dvojice nese kovalentné navazany enzym (nejcasteji peroxidazu nebo alkalickou fosfatazu).
Enzym katalyzuje chemickou pfeménu bezbarvého substratu, ktery je pfidan do reakéni smé-
si, na barevny produkt. V pfipad¢ klasické sendvicové ELISA je pak vysledna absorbance
barevného produktu pfimo umérna koncentraci testovaného cytokinu.

Priklad

Postup stanoveni hladiny IL-10 v supernatantu metodou sendvi¢ové ELISA (Quantikine,

Biotechne) u primarnich monocytti exponovanych uhlikovym NM a nasledné teplem usmrce-

nym bakteriim; sledovani modula¢niho uc¢inku NM na reaktivitu vici bakteriim:

1. Sebrané supernatanty je nutné stocit pti 300 x g, 5 min, aby se odstranily buiiky (v nasem
pfipadé i nepohlcené bakterie), a pfenést do novych zkumavek. Pokud jsou stale pii-
tomné nanocastice, které by mohly interferovat s metodou, je nutné je znovu stocCit pfi
10 000 x g, 10 min.

2. Vysledné supernatanty 1ze rovnou pouzit nebo pfipadné uschovat zamrazenim pii —80 °C
(IL-10 Ize ponechat i pii 4 °C cca po dobu tii tydnt).

Dalsi postup vychazi z protokolu vyrobce:

3. Vsechny reagencie vcetné 96jamkové desticky se dle pokynl temperuji na laboratorni
teplotu (21 °C), ptipadné se upravi dle pokyni.

4. Do cistych polypropylenovych vialek se pfipravi kalibra¢ni fada standardti postupnym
(dvojkovym) fedénim. Posledni (osmad) vialka, obsahujici pouze pufr/rozpoustédlo, slouzi
jako standard o nulové koncentraci.
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5. Testované vzorky se pfedem pétkrat nafedi (nutné predem ovéfit) pomoci fediciho pufru.

6. Pfipravené standardy a testované fedéné vzorky jsou aplikovany (200 pl) do 96jamkové
desticky, ktera se zalepi ptilozenou folii a necha se 2 hodiny inkubovat pfi laboratorni
teplote.

7. VSechny jamky se odsaji a tikrat promyji (300 pl) promyvacim pufrem pomoci promy-
vacky, ptipadné multikanalové pipety. Po poslednim promyti se desticka diikladné (ale
kratce) vyklepe proti buni¢iné (nesmi zcela vyschnout).

8. Do vsech jamek se napipetuje 200 pl konjugatu a desticka zalepena novou folii se necha
1 hodinu inkubovat.

9. Promyti jako v bodé 7.

10. Do vsech jamek se napipetuje 200 pl substratu a desticka zalepend novou folii se necha
inkubovat ve tmé, kdy se prilezitostné kontroluje vznikajici modré zbarveni (max
30 minut).

11. Do vsech jamek se pfida STOP roztok (50 pl).

12. Vysledna absorbance se odecita pomoci spektrofotometru (readeru) pfi 450 nm proti
570 nm jako referencni vinové délce.

13. Koncentrace se vypocita pomoci hodnot kalibra¢ni fady standardu.

Ukazka vystupu méfeni (Tabulka 12; Obrazek 35):

Tabulka 12. Hodnoty absorbance kalibra¢ni kiivky (sloupec 1) a vzorka

5 6 7 8 lol1w]n]nn
A 0,810 | 0,888 | 1,022 Delta
B 0,503 | 0,473 | 0,487 Delta
c | o617 0,828 | 0,576 | 0,778 Delta
D | 0327 0,282 | 0,281 | 0,395 Delta
E | 0,173 0,025 | 0,024 | 0,025 Delta
F | 0,094 0,026 | 0,024 | 0,026 Delta
G | 0,050 0,027 | 0,027 | 0,028 Delta
H | 0,020 1,274 | 0,022 | 0,022 | 0,023 Delta

ELISA je nejvice vyuzivanou metodou ke stanoveni hladiny cytokinil v supernatantech.
Vyhodami jsou vysoka citlivost, kvantifikace vysledku, moznost automatizace a rozmanity
vybér v testovanych antigenech. VétSina eseji nevyzaduje slozitou pfipravu vzorku, nicmé-
né zejména sendvicova Uprava mize byt ¢asoveé narocna. To plati zejména v ptipadé, kdy
neni mozné odebrané supernatanty uchovavat. V zavislosti na typu sledovaného analytu
mize béhem uchovavani v mrazicim boxu dochézet k degradaci vzorku, coz snizuje kvalitu
vysledku.

Problémem eseje muze byt interference slozek reakéni smési s testovanymi NM. To lze
redukovat az eliminovat opakovanym promyvanim. Dalsi komplikaci pfedstavuje skutec-
nost, Ze NM mohou méfené cytokiny vyvazovat, coz vede k fale$sné negativnim vysledktim.
Z tohoto diivodu je nutné provadeét test interference, kdy se vzorek s definovanou koncentra-
ci cytokinu (naptiklad se standardem) nebo vzorek ziskany z bun€k pfedem stimulovanych

215



IL-10; kalibraéni kfivka
3,0

2,5
2,0

1,5

Delta

1,0

0,5

0,0 2
0

@

100 200 300 400 500 600
Koncentrace (pg/ml)

Obrazek 35. Kalibra¢ni kiivka

definovanym stimulantem inkubuje s NM a vysledky po centrifugaci (odstranéni NM s poten-
cialn¢ navazanymi cytokiny) jsou porovnavany se stejnymi vzorky bez NM. V pripadé
prokazané interference je nutné pristoupit k alternativnim metodam detekce proteinu nebo
k molekularnim metodam. V nasem piipad¢ testovani nemodifikovanych karbonovych NM
k vyznamnym interferencim nedochazelo.

Bunécné eseje

Alternativou hodnoceni cytokind jsou bunééné eseje, zalozené na reportérovych bunkach,
v nasem pfipadé na systému HEK-Blue™ (Invivogen). Princip eseje spociva ve vneseni genu
pro sekretovanou alkalickou fosfatazu (AP), ktery je navazan na signalni drahu ptislusného
transkripcniho faktoru. Draha je spojena s povrchovym receptorem specifickym pro konkrétni
cytokin. Po navazani cytokinu dochazi k aktivaci této drahy a nasledné k produkci AP, kterou
1ze v supernatantu detekovat pomoci média obsahujiciho substrat (dochazi k barevné zmeéne).
Vysledna absorbance je piimo imérna koncentraci ptivodniho cytokinu.

Priklad

Postup stanoveni hladiny IL-10 v supernatantu metodou HEK-Blue™ IL-10 u primar-

nich monocytti exponovanych uhlikovym NM a nasledné teplem usmrcenym bakteriim; sle-

dovani modulac¢niho G¢inku NM na reaktivitu vii¢i bakteriim

1. Sebrané supernatanty je nutné stocit pti 300 x g, 5 min, aby se odstranily buiiky (v nasem
pfipad¢ i nepohlcené bakterie) a pfenést do novych zkumavek. Pokud jsou stéle pfitomné
nanocastice, které by mohly interferovat s metodou, je nutné je znovu stocit pii 10 000 x g,
10 min.

2. Vysledné supernatanty 1ze rovnou pouzit nebo pfipadné uschovat zamrazenim pii —80 °C
(IL-10 Ize ponechat i pii 4 °C cca po dobu tii tydnt).
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Dalsi postup vychazi z protokolu vyrobce (nutno dodrzovat sterilni podminky). Soucasti

Jje predchozi kultivace reportérovych bunék v selekcnim bezfenolovem mediu (DMEM)

s obsahem 2 mM glutaminu, 10 % FBS, které musi byt inaktivované kviili eliminaci priro-

zené se vyskytujici AP, a s obsahem selekcnich antibiotik danych vyrobcem.

Kontroly a vzorky jsou aplikovany (20 pl; triplikaty) do 96jamkové kultivacni desticky.

4. Ke v8em vzorkim je pfidano 180 pl bun&¢né suspenze (0,28 x 106 bun€k/ml) v kultivad-
nim ,,bezfenolovém* médiu (bez selekcnich antibiotik) a bunky se nechaji 20-24 hodin
inkubovat pfi 37 °C a 5 % CO,.

5. Aplikace 20 pl supernatanti ze vzorkl a kontrol do nové 96jamkové desticky.

6. Pfidani 180 pl detek¢niho média (pfedem piipraveno smichanim 1 ml reagentu, 1 ml pufru
s 98 ml destilované vody) a necha se inkubovat (30 minut az 3 hodiny).

7. Vysledna absorbance je méfena pomoci spektrofotometru (readeru) pii vinové délce
630 nm.

W

Ukazka vystupu méfeni (Tabulka 13):

Tabulka 13. Hodnoty absorbance métenych vzorka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,042 | 0,042 | 0,043 | 0,042 | 0,041 | 0,043 | 0,042 | 0,041 | 0,041 | 0,043 | 0,042 | 0,042 | 630
0,041 0,600 | 0,654 | 0,643 | 0,043 | 0,042 | 630
0,040 0,311 | 0,293 | 0,325 | 0,043 | 0,041 | 630
0,043 0,596 | 0,354 | 0,473 | 0,043 | 0,043 | 630
0,042 0,233 0,262 | 0,256 | 0,043 | 0,042 | 630
0,041 | 0,137 | 0,159 | 0,149 0,158 | 0,144 | 0,17 | 0,15 | 0,146 | 0,112 | 0,044 | 0,041 | 630
0,041 | 0,105 | 0,147 | 0,106 | 0,041 | 0,044 | 0,043 | 0,043 | 0,042 | 0,041 | 0,043 | 0,041 | 630
0,044 | 0,043 | 0,042 | 0,042 | 0,043 | 0,043 | 0,043 | 0,042 | 0,046 | 0,043 | 0,042 | 0,043 | 630

=-RNoRE RN AR-A NN R--Ri=

Bunécné eseje jsou ptivodni metodou testovani cytokint. Na rozdil od ELISA nejsou
kvantitativni a mivaji nizsi citlivost. Casové naro¢nou souéasti testil je udrzovani bunéénych
linii. Vyhodou je naproti tomu moznost specifické detekce (pouze) bioaktivnich forem cyto-
kindl, coz u nékterych ELISA zajisténo neni (pfipadné neni jasn¢€ uvedeno, co se konkrétné
testuje). Pfi testovani vysokého poc¢tu vzorkl jsou bunééné eseje vhodné jako levna scree-
ningova metoda porovnani riiznych koncentraci stimulantti (naptiklad NM). Vlastni nasa-
zeni supernatantti k buitkdm zabere obvykle do 30 minut (sendvicova ELISA trva obvykle
4-6 hodin). Z tohoto pohledu pfedstavuji bunécné eseje vhodnou metodu stanoveni rychle
degradujicich cytokind ¢i souc¢asného stanoveni skupiny cytokinti.

V nasich experimentech dochézelo pfi testovani IL-1P k jeho degradaci v uskladnénych
zmrazenych vzorcich. Z tohoto diivodu byla pro stanoveni vybrana metoda bunééné eseje,
kdy byly supernatanty ihned pfenaSeny na nové desticky a inkubovany s reportérovymi buii-
kami. Jednou osobou tak mohly byt ve zbylych supernatantech provadény soucasné i dalsi
analyzy, napfiklad detekce LDH (viz viabilita). Podobn¢ jako u ELISA metody bylo nutné
i zde kontrolovat interference a zajistit, aby testované supernatanty neobsahovaly cytotoxické
koncentrace stimulantti. To je v pfipadé testovani NMs feSeno jejich odstiedénim na 10 000 g.

217



V nasich experimentech byly vyuzivany obé metodiky detekce cytokinid pro hodnoceni
imunotoxicity GP, karbonovych nanotrubic (MWCNT) a nano-TiO2. Pouzivani bunéénych
eseji ndm umoziovalo soucasny screening ne¢kolika prozanétlivych i protizanétlivych cytoki-
nii. Cast vysledk a detailni postup 1ze najit v publikaci Svadlakové et al.3

Porovnani ELISA a bunéc¢né eseje pri méreni hladiny IL-10

(Testovani modula¢nich u¢inkli nemodifikovanych karbonovych NM na cytokinovou odpo-
véd monocytd vici bakteriim)
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Obrazek 36. Produkce IL-10 u izolovanych monocytt stimulovanych GP (60 pg/ml), MWCNT (30 pg/ml)
a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1 x 107)

Poznamka: Data jsou prezentovana jako krabicovy graf od minima do maxima se v§emi body. Hodnoty ** p < 0,01
a * p < 0,05 oznacuje statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns — nesignifikantni.
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HODNOCENI AKTIVACE NLRP3

V ramci testovani mediatort zanétu (pii sledovani imunotoxickych ucinkii NM) je za nejvy-
znamng&j$i cytokin povazovan prozanétlivy cytokin IL-1p, jakozto produkt aktivace inflama-
zomu (intracelularniho makromolekularniho komplexu). NLRP3 inflamazom je klicovym
zprostifedkovatelem imunotoxicity NM. Dtivodem je jeho ,,univerzalnost™ a Siroké spektrum
moznych aktivatort, které maji charakter jak PAMP/MAMP (vzory spojené s mikrobidlni
kontaminaci), tak i DAMP (vzory spojené s poskozenim bun¢k). Pomoci stanoveni aktivace
NLRP3 Ize odhalit sterilni zanét, ke kterému vlivem expozice NM ¢asto dochazi.

Nejjednodussim zpisobem monitorovani aktivace NLRP3 je méfeni hladiny cytokinu
IL-1p. Nejcastéji se hodnoti kanonicka aktivace NLRP3, kterd probiha u makrofagt. Za timto
ucelem je vhodné vyuzit (jako in vitro bunéény model) prave lidské primarni makrofagy, které
ovSem nejsou snadno dostupné. Do jisté miry pfijatelnou alternativu pfedstavuji nddorové
linie, jejichz odpovédi v§ak nemusi byt zcela adekvatni k odpovédim nepozménénych bunék.
Jako optimalni se jevi pouziti geneticky modifikovanych (transfekovanych) linii, specificky
uréenych k hodnoceni konkrétniho mechanismu.

Pro nasSe experimenty byly zvoleny modifikované lidské monocyty THP1-null a THP1-
-deff, které umoznily specifické monitorovani aktivity NLRP3. Prace s témito liniemi je
analogickd préci s klasickymi THP-1 (bezfenolové RPMI1640, 10 % FBS, 2 mM glutaminu,
10 mM HEPES), s vyjimkou pouziti selekénich antibiotik v kultivacnim médiu. Pro vS§echny
imunitni bunky je vhodné, aby pouzité FBS bylo inaktivované (s certifikovanym nizkym
obsahem endotoxinu) a zabranilo se tak nechténym ,,pfedaktivacim® bunék a nasobeni reakci.
Postup hodnoceni vychazi z doporuceni dodavatele bunék.

Priklad

Postup stanoveni kanonické aktivace NLRP3 po expozici uhlikovym NM

1. THP1-null/deff (Invivogen) se v koncentraci 3,6 x 103 bunék/jamka / 200 pl nasadi do
96jamkové kultivaéni desti¢ky (alternativné I1ze pfedem THP1 v koncentraci 1,8 x 109
bunék/jamka / 200 pl 3 hodiny aktivovat pomoci phorbol-myristat acetatu (300 ng/ml)
a po vyméné média 72 hodin diferencovat v makrofagy).

2. Ke vSem bunkam véetn¢ negativni kontroly se pfida ultracisté LPS ve vysledné koncen-
traci 1 ng/ml a buiiky se nechaji 3 hodiny inkubovat pfi 37 °C a 5 % CO, (,,priming* —
nezbytny prvni signal piedchazejici kanonickou aktivaci, ktery ale k samotné aktivaci
nevede).

3. Ze vsech jamek se opatrné odsaje médium s LPS a ptida se 200 pl cerstvého média s riz-
nymi koncentracemi NM. K negativni kontrole se pfida pouze Cerstvé médium. Jako
pozitivni kontrola mize slouzit ATP, krystaly kyseliny moc¢ové nebo nanocastice SiO2.
Buriky se nechaji 24 hodin inkubovat pti 37 °C a 5 % CO2.

4. Supernatanty se dle potieby odstfedi (viz zpracovani supernatantll vyse) a pienesou se
po 50 ul do nové 96jamkové desticky, do které se prida po 150 pl suspenze HEK-Blue™
IL-1p (0,33 x 106 bunék/ml).

5. Dalsi postup je analogicky se stanovenim IL-10 (viz vyse). Pti slabé odpovédi 1ze nechat
buiiky inkubovat az 48 hodin.

Postup zahrnujici modifikované THP1 bunky s naslednou detekei IL-1B (pomoci bunééné
eseje) byl vyuzit i pro hodnoceni imunotoxicity TiO, nanoc¢astic. V prib&hu hodnoceni nebyla
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prokazana interference testovanych NM s esejemi. Problém by vSak mohl nastat u NM, které
jsou vyrazné cytotoxické a u kterych je nutné optimalizovat testovanou koncentraci. Moz-
nou nevyhodou uvedené metody je vyssi pofizovaci cena modifikovanych bunék, nicméné
dané buiiky lze namnozit a uchovéavat témét neomezené dlouhou dobu v parach dusiku nebo
v kapalném dusiku. Pro metodu je mozné vyuzit i zékladni linii THP-1, nicmén¢ v tomto pii-
pad¢ je nutna rozsahlejsi optimalizace. Deficientni buniky 1ze nahradit pouZzitim specifického
inhibitoru MCC950. Samotna metoda neni naro¢na na pfistrojové vybaveni, kdy je nutné
vlastnit pouze destickovy spektrofotometr s monochromatorem, piipadné s filtry pro dané
vinové délky.

Vysledek hodnoceni kanonické aktivace NLRP3

Detailni vysledky shrnujici prozanétlivy potencial karbonovych NM lze najit v publikaci Sva-
dlakové et al. z roku 2020.!
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Obrazek 37. THP1-null: produkce IL-1p po expozici GP1, GP2 a MWCNT
Poznamka: Data jsou prezentovana jako podil produkce IL-1p exponovanych buné¢k a neexponované kontroly (RPMI)

a zobrazena jako primér + standardni odchylka; ** p < 0,01 a *** p < 0,001 (statisticka vyznamnost ve srovnani
s RPMI).

Zasadni vyznam hodnoceni IL-1p se potvrdil béhem porovnavani n€kolika rizné¢ modi-
fikovanych MWCNT. Zatimco cytokiny neasociované s inflamazomem (IL-6 nebo TNF-a)
byly produkovany pouze v jednom piipadé, IL-1f byl produkovan vzdy. Prozanétlivy uci-
nek vsech testovanych typt MWCNT byl tak potvrzen pouze na zakladé IL-1B. Z uvedené-
ho vyplyva, ze hladina IL-1 by pfi testovani imunotoxickych t¢ink méla byt hodnocena
vzdy.4
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HODNOCENI VIABILITY

Nezbytnou soucasti sledovani imunotoxicity je hodnoceni viability bunék. Vedle sledovani
intracelularni distribuce je rovnéz nutné sledovat, zda danou cytokinovou odpovéd’ nedo-
provazi i zvysena umrtnost, zejména pyroptoza, ktera je nefyziologickou soucasti aktivace
NLRP3 a byva soucasti chronického zanétu. Za timto ucelem se vyuziva méfeni uniku lak-
tatdehydrogenazy (LDH). Vyhodou je mozné ,,parovani® s detekci IL-1p, kdy pozitivni nalez
produkce cytokinu a zaroven tniku LDH Ize hodnotit jako pyroptdzu, tedy specifickou smrt
buriky, pfi niz dochazi k jejimu prasknuti a vyliti siln€ prozanétlivého obsahu do svého okoli.
Dale LDH esej, konkrétné u nemodifikovanych karbonovych NM, predstavuje jednu z mala
robustnich cytotoxickych metod, pfi které nedochazi k interferencim. Nicméné€ NM je nutné
z reak¢ni smési odstranovat, protoze mohou vyvazovat formazan a branit tak barevné zméné.
Z uvedeného diivodu byl z palety nasSich testll vyfazen klasicky cytotoxicky test MTT. Varia-
bilita vysledkd WST-1 byla vazana na charakter pouzitych bunék.

LDH esej byla vyuzita pfi hodnoceni vSech nasich bunéénych modeld a dostupnych NM
(GP, MWCNT, TiO, a SiO,). Byla vyuzita i pro stanoveni pyroptozy, kdy jeho spolehlivost
byla ovétovana pomoci reportérovych bunék THP1-HMGBI1-Lucia™ (Invivogen).
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METODIKY USTAVU
PREVENTIVNIHO LEKARSTVI

(Lékarska fakulta v Hradci Kralové)

MIKRONUKLEUS TEST
(TEST GENOTOXICITY A CYTOTOXICITY)

Teoreticky zaklad metodiky

Mikronukleus test s blokaci cytokineze (cytokinesis block micronucleus test; CBMN) pomoci
Cytochalasinu B predstavuje robustni, levnou, rychlou a senzitivni metodu hodnoceni cyto-
toxickych/cytostatickych a genotoxickych potencialii chemickych latek. Je rovnéz vhodna
pro hodnoceni G¢inkti expozic NM v experimentalnich podminkach (in vitro 1 in vivo) a pro
biomonitoring exponovanych osob v epidemiologickych studiich.!-2

Metoda je zaloZena na detekci az deviti biomarkeri cytotoxického a genotoxického ucin-
ku testovaného materialu v cytoplasmé interfazickych bunék. V pfipadé hodnoceni cytotoxic-
kého potencidlu se jedna o ,,cytokinesis-block proliferation index* (CBPI), replika¢ni index
(RI), index déleni jader (nuclear division index; NDI) a s nimi asociované procento cytostazy
(% cytostasis) a pocet ¢i procentualni zastoupeni nekrotickych a apoptickych bunék. K hod-
noceni genotoxického potencialu je vyuzivana detekce poctu ¢i procentudlniho zastoupeni
binuklearnich bun¢k (BNC) s ptitomnosti mikrojadra (MN), jaderného pupenu (nuclear bud,
NBUD) &i nukleoplasmatického mustku (nucleoplasmic bridge, NPB) v cytoplasmé.?

Podrobnéjsi popis metodiky

Expozi¢ni scénaf vychazi z doporuceni OECD (2016). CBMN je provadén podle modi-
fikované metody dle Fenecha (Fenech 2007).

Buné¢na linie (v pripadé nasich experimenti THP-1) je v objemu 2,5 ml a koncentraci
bunék 2 x 105 bunék/ml nasazena do 6jamkové desti¢ky a exponovana zvolené koncentraci
NM (smichano 1,25 ml bunééné kultury o dvojnasobné koncentraci, tedy 4 x 105 bunék/ml,
a 1,25 ml suspenze NM o dvojnasobné koncentraci, nez je kone¢na testovana koncentrace
NM). Jsou zafazeny i pozitivni kontroly s genotoxickou latkou (v nasem ptipad€ cytosin
arabinosid v kone¢né koncentraci 5 a 20 ng/ml) a negativni kontrola (bunécna linie v médiu
bez ovlivnéni). Doba expozice (kultivace) NM je 1,5 az dvojnasobek délky bunééného cyklu,
aby byl zajistén i kontakt NM s jadernym obsahem a mitotickym aparatem buiiky béhem
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déleni. Dobu expozice je tedy nutné upravovat podle pouzité bunécné linie. V ptipadé THP-1
bunécéné linie je doba expozice 40 hodin.

Kultivace bun¢k probiha v inkubatoru pii teploteé 37 °C a 5 % CO,. Po skonceni expo-
zice jsou buiiky odstfedény pii 300 x g po dobu 5 minut a za sterilnich podminek dvakrat
oplachnuty PBS. Médium je vyménéno za Cerstvé a do vSech kultur je pfidan Cytochalasin B
v konecné koncentraci 5 pg/ml (kultivace pokracuje dalsich 30 hodin). Nasledné jsou kultury
pfeneseny do konickych zkumavek, odstiedény pii 200 x g (8 min) a v digestoii fixovany
v prvnim kroku 8 ml roztoku metanolu a ledové kyseliny octové v pomeéru 3:1 s piidavkem
225 ul 36-38% formaldehydu. V dalSich dvou krocich jsou fixovany 8 ml roztoku metanolu
a ledové kyseliny octové v poméru 3:1 pro kazdy vzorek (piiprava je nutna tésné pied zpra-
covanim a roztok je nutné uchovat v chladu). Mezi kazdym fixa¢nim krokem je provedeno
odstfedéni pfi 200 x g (8 min). Po poslednim odstfedéni (8 min, 200 x g) je odstranén témet
vSechen supernatant s vyjimkou cca 1 ml nad peletou, ve kterém je bunécna peleta resuspen-
dovana.

Ve finalni fazi je suspenze nakapana na dvé vychlazend, navlhcena, vodorovné ulozena
podlozni skla a ponechéana pres noc pfi laboratorni teploté. Nasledujici den jsou vzorky obar-
veny 5% roztokem Giemsa-Romanowski po dobu 10 minut, oplachnuty pod tekouci vodou
a nasledné demineralizovanou vodou a po oschnuti ulozeny do boxu na mikroskopické pre-
paraty. Dalsi skladovani je mozné v boxech pii laboratorni teploté.

PodlozZni skla jsou pied pouZzitim ponofena minimalné 24 hodin do chromsirové smési
(dichroman draselny a koncentrovana kyselina sirova). Po vynéti jsou tiikrat oplachnuta pod
tekouci vodou a dalsi dvé hodiny ponechédna v proudu tekouci vody. Nasleduje trojity oplach
demineralizovanou vodou. V ¢isté demineralizované vod¢ jsou skla ponechana do druhého
dne. Po vynéti jsou vylesténa latkou nepoustéjici vlakna, ulozena do boxu na mikroskopické
preparaty a uchovana pii —18 °C do doby pouziti.

Analyza vzorki je provadéna pomoci svételného mikroskopu pfi 400nasobném zvétseni.
V piipadé hodnoceni cytostatického potencialu je hodnoceno nejméné 500 bunék. Pii hodno-
ceni genotoxického potencialu je analyzovano 1000 binuklearnich bunék (BNC). K pocitani
BNC je pouzit rucni citac.

Pii hodnoceni cytostatického potencidlu jsou vyuzivany hladiny (n) mononuklearnich
(MONOC), binuklearnich (BNC), trinuklearnich (TRINC) a tetranuklearnich (TETRC) bun¢k
pro nasledujici vypocty:

nMONOC + 2 * nBNC + 3 * (nTRINC + nTETRC)

CBPI= . »
(celkovy pocet bunek)

nBNC + 2 * (nTRINC + nTETRC)
(celkovy pocet bunék)

nBNC +2 * (nTRINC + nTETRC)
(celkovy pocet bunék)

_ (mMONOC +2 * nBNC + 3 * nTRINC + 4 *nTETRC
(celkovy pocet bunek)

NDI
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T se vztahuje ke kulturam, které jsou exponovany testovanym NM; K se vztahuje ke kon-
trolni kultufe bez expozice (kultura pouze v kultivacnim médiu).
Procento cytostazy (% cytostasis) je pak vypocteno dle vzorce:

(CBP) T

% cytostasis = 100 — 100 * (CBP) K

K hodnoceni genotoxického potencidlu jsou pouzivana skoérovaci kritéria dle Fenecha
modifikovana dle AHEM (2003).34

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

Vyhodou CBMN (ve srovnani s jinymi testy detekujicimi poskozeni DNA) je: (1) CBMN
umozinuje hodnotit jakoukoli populaci bunék bez ohledu na karyotyp, (2) konecny vysledek
je jednoduse identifikovatelny (dvojjaderna buiika), (3) odpovéd mlze byt zjistovana i po
delsi dob¢ od expozice, (4) je mozné detekovat i latky, které poskozuji mikrotubuly déliciho
vieténka (aneugenni latky) a (5) bazalni frekvence MN je obvykle stabilni.’

Vlastni provedeni expozice NM se nelisi od provedeni u jinych testti. Mezi dalsi vyhody
CBMN patii relativni jednoduchost provedeni, finanéni nenarocnost, statistickd sila, moznost
ziskani rady parametri z jednoho vzorku (velka vytéznost) a nenarocnost na laboratorni vyba-
veni. Neni napfiklad nutné fluorescencni barveni a zobrazeni. V soucasnosti je vyhodnéjsi
manudlni analyza, kterd umoznuje detekci vSech deviti biomarkerti. Automaticka analyza
zatim umoziuje pouze detekci BNC s MN. Pfi manualni analyze je také redukovano riziko
zamény klastru NM a MN.

Mezi nevyhody testu patii naptiklad vyskyt pseudomikrojader a pii pouziti Cytochalasinu
B moznost ovlivnéni internalizace NM buiikou v disledku inhibice aktinu.>-6 Mezi dal$i nevy-
hody patii riziko zamény klastru NM za MN, nutnost pouzivani (pouze) délicich se bun¢k
a velkd narocnost na laboratorni ¢as a lidskou praci pfi manualni analyze. Riziko ovlivnéni
internalizace lze snizit pfidanim Cytochalasinu B az po ukonceni expozice bunék (protokoly
»delayed co-treatment* &i ,,post-treatment*). © P¥i dodrZeni postupt ,,delay co-treatment* &i
,,post-treatment* jsme nezaznamenali interakce s pouzitymi NM.

Rizikovéjsi (z hlediska vypovédni hodnoty) miize byt kombinace fluorescencniho barveni
a automatické analyzy. Diivodem je (1) zhaseni fluorescence (bylo popsano u nékterych NM)
a (2) zaména shluku NM za MN.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledkd

P1i testovani toxicity dvou typt grafentt (GP1 a GP2; koncentrace 60, 30 a 5 ug/ml; délka
expozice 40 hodin) vic¢i bunééné linii THP-1 jsme metodou CBMN nezaznamenali vyznam-
ny cytostaticky potencial ani jednoho z nich. Ve vSech piipadech se parametry cytostatického
potencialu pohybovaly do 20 % negativni kontroly.”

Mefeni cytostatického potencialu se zda byt citlivéjsi nez klasické metody hodnoceni
cytotoxického efektu NM, zalozené na detekei poskozeni bunééné membrany (napiiklad test
LDH nebo test trypanové modri) ¢i na metabolické aktivité bunék (naptiklad WST-1 nebo
MTT). V ptipadé detekce cytostatického (antiprolifera¢niho) potencilu jsou buiiky zivé, maji
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intaktni bunénou membranu a jsou metabolicky aktivni. Nejsou vSak schopné efektivniho
jaderného (buné¢éného) déleni, pfipadn¢ dochazi i k prodlouzeni bunééného cyklu (coz mize
byt zplisobeno 1 nutnosti reparace poskozené DNA). Buiiky také mohou byt poskozeny méné
zavaznym zpusobem a k jejich smrti dojde az v delsim ¢asovém horizontu.

Akumulace NM, zejména pokud se jedna o NM nebiodegradabilni, mize vyznamné naru-
Sovat normalni mitoticky proces. Pfi stejném experimentu (GP1, GP2 viz vyse) byl zazna-

menan na davce zavisly nartist poskozeni DNA, zejména nartist po¢tu BNC s MN, NBUD

Obrazek 38. Priklady poskozeni DNA; (A) binuklearni butika (BNC) s mikrojadrem (plna Sipka); (B) BNC
s jadernym pupenem (NBUD) spojenym s hlavnim jadrem tenkou stopkou (plna Sipka); (C) BNC s nuk-
leoplasmatickym mistkem (NPB; plna §ipka) a malymi agregaty GP v cytoplasmé (na bunééném povrchu;
prazdné Sipky); (D) jadro bez cytoplasmy béhem CBMN obklopené shluky GP (prazdné sipky)
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1 NPB, ktery jiz dosahoval statistické vyznamnosti. Bazalni poskozeni DNA bunécné linie
(vhodné pro testovani genotoxického potencialu) by se mélo pohybovat do 2 %.7 V nasem
pfipadé¢ se poc¢et BNC s MN pohyboval v priméru kolem 0,6 % (v maximu kolem 0,9 %).
Mizeme tedy pfedpokladat, Ze nami pouzita THP-1 bunécna linie je vhodna pro testovani
observed genotoxic effect level; LOGEL) byla pro GP1 nad 5 pg/ml a pro GP2 30 ng/ml.

V piipad¢ testovanych GP1 a GP2 se domnivame, Ze mezi mechanismy poskozeni DNA
miZe byt zafazena piima interakce GP s jadernym materidlem (odkrytym béhem bunécné-
ho déleni), naruseni jaderného déleni vlivem epigenetickych mechanismt a/nebo t¢inek na
cytoskelet buiiky a mitoticky aparat. Interakce s jadernym materiadlem ¢i cytoskeletem buiky
vede ke zvySeni poc¢tu BNC s NBUD; interakce s jadernym materidlem zase piispiva k naris-
tu poctu BNC s NPB.

Nevyznamné vyssi poCty sledovanych genotoxickych parametrt byly zaznamenany v pfi-
padé GP1 (mensi castice). Lze se domnivat, Ze genotoxicita u testovanych GP bude zaviset
jak na davce, tak i na velikosti ¢astic.

Priklady hodnocenych nalezti poskozeni DNA zobrazuje Obrazek 38. V popisovaném
experimentu (GP1 a GP2) jsme pozorovali, Ze jadra bez cytoplazmy jsou castéji obklopena
shluky GP nez jadra s cytoplazmou (Obrazky 38c a 38d). Je otazkou, zda shluky GP kolem
jaderné membrany jsou pficinou, ¢i naopak nasledkem ztraty cytoplazmy.

KOMETOVY TEST (TEST GENOTOXICITY)
Teoreticky zaklad metodiky

Kometovy test (comet assay, CA, single cell gel electrophoresis) je metoda pouzivana
k detekci poskozeni (zlomll) DNA v jadrech.”? Jedna se o vSestranné vyuZitelnou, relativné
jednoduchou a citlivou metodu, ktera je (v zavislosti na své variant¢) schopna detekovat jed-
nofetézcové i dvouietézcové zlomy DNA, ,,alkali* labilni (apurinové/apyrimidinova) mista
DNA, nekompletni reparaci DNA, oxidované purinové ¢i pyrimidinové baze, ,,cross-link*
vazby a apoptické buiiky.8-

Po lyze bunécné a jaderné membrany v solném roztoku dochazi vlivem elektroforetického
procesu k migraci fragmentli DNA z jadra (,,hlavy*) do pytlovitého utvaru za jadrem (,,oho-
nu®). Po vizualizaci vhodnym barvivem vznikne typicky obraz komety (¢im vice je DNA
fragmentovana, tim je ,,ohon“ mohutnéjsi). Pfi neutralnim pH lze detekovat pouze dvouretéz-
cové zlomy DNA, pii vy$§im (,,alkalickém*) pH jsou detekovany i zlomy jednofetézcové.8?

CA umoznuje detekovat jemnéjsi poskozeni DNA nez CBMN, je ov§em nutno brat v tiva-
hu, ze poSkozeni DNA je vétSinou rychle reparovano bez patologickych nasledkt pro buiiku.
V piipadé neuspésné reparace dochazi ke vzniku permanentni mutace nebo ke spusténi apo-
ptotickych mechanismi vedoucich ke smrti buiiky.

Podrobnéjsi popis metodiky

Expozice bunék vybranym NM probihala obdobné jako u CBMN. Byly zvoleny tii kon-
centrace NM bez vyznamného cytotoxického ucinku. Pro kazdou testovanou koncentraci
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(a pozitivni kontrolu) byly kultury nasazeny v duplikatech, pro negativni kontrolu v tetrapli-
katech. Experiment byl opakovan tiikrat.

Priprava podloznich skel zahrnovala jejich vyvateni po dobu 30 minut ve smési peroxidu
vodiku a vody (1:10). Po oschnuti ve svislé pozici (po dobu nejméné 3 hodin) byla na 10 vte-
fin ponoifena do podkladové agarozy (1% roztok standardni agarézy v trikrat destilované
vode) o teploté 95 °C. Prebytek agardzy ze spodni strany skla byl otfen a skla byla ulozena
na vodorovnou podlozku na dosuseni (60 °C po dobu 60 minut).

Po zchladnuti (nejlépe druhy den od dosuseni) skla rozlozime na chladici podlozku, apli-
kujeme 85 pl agardzy s vysokou teplotou tani (1% roztok agardzy v PBS) a ihned pfikryjeme
krycim sklickem. Kryci sklicko odstranime po uplném ztuhnuti agardzy (neklade odpor pii
snimani). Takto pfipravena potazena podlozni skla Ize skladovat v chladu (v boxu na mikro-
skopické preparaty) po dobu maximalné jednoho mésice.

Ke zpracovani vzorkd je tfeba pfipravit fadu roztoki. Jedna se o PBS puftr skladajici se
z 8,0 g NaCl; 0,2 g KCl; 0,2 g KH,PO, a 2,9 g Na,HPO,.12H,0. Po navaZeni jednotlivych
slozek se prida 800 ml vody, pH se upravi na 7,4 a voda doplni do 1000 ml. Lyzac¢ni roztok se
pripravi z 146,0 g NaCl; 29,2 g EDTA; 1,2g Tris a vody. Nasledné se pH upravi na 10 a dopl-
ni se do 1000 ml vodou. V den pokusu se pfida na 100 ml lyzac¢niho roztoku 1 ml Tritonu
X-100. Elektroforeticky roztok se sklada z 24 g NaOH a 4 ml 0,5M EDTA doplnénych do
2000 ml dvakrat destilovanou vodou. Neutraliza¢ni roztok se pripravi ze 48,5 g Tris a vody.
Po tprave pH na 7,5 se doplni vodou do 1000 ml vodou. Barvici roztok ethidium bromidu se
pripravuje z 250 pl zasobniho roztoku (2 mg ethidium bromidu v 5 ml vody) a 6 ml vody. Ve
vsech roztocich, pokud neni vedeno jinak, se pouziva pouze trikrat destilovana voda (roztoky
jsou uchovavany v chladu).

Po skonceni expozice v délce trvani 1,5 az 2 bunécnych cykld jsou bunky odstie-
dény (300 x g, 5 min), spocitany pomoci Biirkerovy komirky a nafedény na koncentraci
8 x 10° bun€k/ml. Objem 35 pul této bunééné suspenze je smichan s 85 pl agardzy s nizkou
teplotou tani (1% roztok agarézy v PBS) pfi teploté 38 °C a nasledné je 85 pl této smési
aplikovano na pfedem pfipravena podlozni skla potaZzena agarézami (skla jsou polozena na
vodorovné chladici podlozce). Kapku agardzy s buiikami ihned pfiklopime krycim sklickem
(sklicka opatrné sejmeme po ztuhnuti agar6zy — nekladou odpor pfi pokusu o sejmuti). Tento
a nasledujici kroky doporucujeme provadét v zatemnéné mistnosti pfi zlutém ¢i oranZovém
svétle k minimalizaci arteficialniho poskozeni DNA.

Skla s aplikovanou bunéénou suspenzi v agardze umistime do sklenénych barvicich kyvet
typ Hellendahl, do kterych nalijeme 100 ml lyza¢niho roztoku s 1 ml Tritonu X-100 (pfida-
nym tésné pred nalitim do kyvet), a nechame 60 minut lyzovat v chladu. Po dokonceni lyzy
roztok vylijeme, podlozni skla s buné¢nou suspenzi v agardze premistime do elektrofore-
tického tanku (umisténého v chladu), naplnéného chlazenym elektroforetickym roztokem
(sklicka na okraji lze pfimacknout sklenénou tycinkou, aby ,,neplavala“). Nasledn¢ po dobu
40 minut nechame ,,rozplétat“ DNA; po ukonceni rozplétani prob¢hne elektroforéza (25 'V,
300 mA, 30 min).

Po dokonceni elektroforézy sklicka vyjmeme z elektroforetického tanku, umistime do
kyvet typ Hellendahl, nalijeme 100 ml chlazeného neutralizacniho roztoku a nechame rea-
govat po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Tento (neutraliza¢ni) krok opakujeme ttikrat.
Nasledné¢ skla oplachneme pfi laboratorni teploté v tiikrat destilované vodé (vzdy po dobu
5 minut). Nakonec skla rozlozime na filtra¢ni papir agar6zou nahoru a nechame uschnout
pfi laboratorni teploté (nejlépe do druhého dne). Pied analyzou je nutno provést rehydrataci
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skel v trikrat destilované vodé (v kyveté typ Hellendahl, 60 min) a aplikovat na jejich povrch
20 ul barviciho roztoku ethidium bromidu (preparat nakonec piikryjeme krycim sklickem).
Mikroskopicka analyza se provadi pomoci fluorescencniho mikroskopu s CCD kamerou
(200nasobné zvétseni s pouzitim zeleného excitacniho filtru, excitace 510-550 nm, emise
590 nm) a softwaru MetaSystems CometImager.

Vysledky analyzy jsou vyjadreny jako primérny procentualni obsah DNA v ohonu kome-
ty (% tail DNA; % tDNA; 50 hodnocenych komet v kazdém vzorku). Hodnota udava, kolik
procent DNA migrovalo z ,.hlavy” komety do ,,ohonu. Parametr je povazovan za velmi
uzite¢ny pro kvantitativni hodnoceni poskozeni DNA (nabyva hodnot 0-100 %) a vyznacuje
se nizkou variabilitou vysledki v riznych studiich.!0:11

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

Poskozeni DNA lze pomoci CA detekovat v suspenzi kvasnic, protozoalnich, rostlinnych
i Zivo¢isnych bunék (bezobratli i obratlovci), a to jak délicich se, tak i nedélicich se bunék.8:12
Z uvedeného plyne velka univerzalnost metodiky a moznost testovat i u¢inky NM na bunééné
kultury (in vitro) a bunky tkani (in vivo).

Pravdépodobné nejvhodnéjsi je vyjadreni vysledku analyzy v podobé medianu nebo arit-
metického priméru celého vzorku, ktery by mél byt hodnocen v duplikatu.!® Automatické ¢i
semiautomatické systémy analyzy obrazu obvykle udavaji parametry, jako jsou délka ohonu
(tail leght; pm) a moment ohonu (tail moment; soucin % DNA migrované v ohonu a vzda-
lenosti DNA migrace v ohonu).!! Pojem délka ohonu je ov§em ponékud zavadgjici, protoze
tato hodnota je ovlivnéna jak podminkami elektroforézy, tak i mistem, odkud je métena (jako
vychozi bod se pouziva jak stfed hlavy, tak i misto pfechodu hlavy v ohon).10-13

CA je metoda finanéné€ nendro¢nd. V porovnani s CBMN a testem chromozomalnich
kamera a specialni SW pro vyhodnoceni) a na mnozstvi laboratorni praci. Metoda je citliva
na Cistotu materialu a kvalitu vody (ve vétsiné krokt je zapotiebi trikrat destilované vody).
Vliv na kvalitu vysledkd ma i stafi podloznich skel (neméla by byt star$i néz dva roky od data
vyroby). DNA bez jaderného obalu a bunéénych komponent (po lyzacnim kroku) je citliva
k arteficidlnimu poskozeni modrou slozkou denniho svétla a bilym zafivkovym svétlem.!2
Z tohoto diivodu je nutné metodu provadét v zatemnéné (a nejlépe i chlazené) mistnosti
pfi osvétleni zlutooranzovym svétlem (pii cerveném svétle se zhorSuje presnost laboratorni
manipulace).

Metodou nelze urcit velikost fragmentli DNA, nicméné 1ze predpokladat, ze vétsi frag-
menty by mély migrovat dale od hlavy komety.® Problémem muZe byt replikace bunék béhem
elektroforézy. Za alkalickych podminek se replika¢ni vidlice chovaji jako jednofetézcové
zlomy, coz zvySuje mnozstvi DNA v ohonu komety. Za neutralnich podminek dochézi naopak
k snizeni migrace DNA do ohonu.8 U bungk s velmi dobfe strukturovanou cytoplazmou (epi-
telialni buniky) se mize projevit snizena efektivita lyzy. V téchto ptipadech je pro lyzu nutné
pouZit protedz, které v8ak na druhou stranu mohou ovliviiovat vysledek testu.!4

Zatim nebyl uspokojive popsan vztah mezi rozsahem poskozeni DNA (sledovaného v CA)
a jeho biologickym dopadem.® Omezeni metody pfedstavuje i klesajici senzitivita testu pii
nartstu po¢tu zlomti DNA nad 10 000 na diploidni savéi buiiku.®
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Pouziti automatické analyzy sniZzuje pravdépodobnost lidskych chyb, na druhou stranu
vSak mize byt zdrojem chyb dalSich. Jedna se naptiklad o situace, kdy shluky NM imituji
buriky. Rovnéz jev zhaseni fluorescence nékterymi NM muize pfi pouZiti automatické analy-
zy vést ke zkresleni vysledkt. Tato rizika lze sniZzovat semiautomatickou analyzou vzorkd.
Zavérem je nutno zminit dosud netspésnou standardizaci metody (rtizné laboratoie pouzivaji
jeji rizné modifikace), coz vede ke znacné interlaboratorni variabilité vysledki a nemoznosti
jejich pfimého porovnani.!4

Souhrn nejzajimavéjsich vysledki

Obrazek 39 zachycuje nalezy CA z experimentl s grafenem. Z vysledkl vyplyva, Ze test by
mohl byt pouzitelny pro hodnoceni genotoxického potencidlu NM vici THP-1 bunééné linii.
Protoze jsme si védomi nejistot souvisejicich s moznosti zhaseni fluorescence grafenovymi
platky, byly soubézné s expozici grafenu provedeny i expozice ttem formam nanocastic oxidu
titanicitého. Vysledky expozic THP-1 oxidu titani¢itému potvrdily zavéry z expozic THP-1
grafenu tykajicich se pouzitelnosti testu CA pro hodnoceni genotoxickych u¢inkt NM.

Obrazek 39. Priklady vystupti kometového testu: (A) bunécné jadro (nukleotid) s 10 % jaderného obsahu
uvolnéného do ,,ohonu®; (B) nukleotid se 40 % jaderného obsahu uvolnéného do ,,ohonu‘

TEST CHROMOZOMALNICH ABERACI (TEST GENOTOXICITY)
Teoreticky zaklad metodiky

Jako chromozomalni aberace (ABC) jsou ozna¢ovany zmény struktury a/nebo poctu chro-
mozomu. Mohou se objevovat spontanné nebo byt indukovany expozici chemickym ¢i fyzi-
kéalnim faktorim.!S ABC lze pozorovat v délicich se buitkich. Déleni je v této fazi cyklu
(metafaze) zastaveno pomoci mitotického jedu colcemidu, ktery narusi délici vieténko.1® Po
obarveni preparatl roztokem Giemsa-Romanowski 1ze analyzovat stav chromozomu a stu-
dovat jejich strukturalni aberace, jako jsou zlomy, gapy, acentrické fragmenty, dicentrické
chromozomy ¢i vymény a rovnéz numerické aberace, tedy zmény v poétu chromozomii.!” Na
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Obrizek 40. Ukazky aberaci chromozom lidskych monocytti po expozici latkdm s genotoxickym u¢in-
kem; (A) normalni mitoticka buiika, (B) polyploidni butika, (C) zlom (oznacen Sipkou), (D) dvojity frag-
ment (oznacen Sipkou), (E) minute (oznaceno Sipkou), (F) prstencity (ring) chromozom (oznacen Sipkou),
(G) translokace (oznaceno $ipkou), (H) mezichromozomova vyména (oznaceno Sipkou), (I) dicentricky
chromozom (oznaceno prazdnou Sipkou) a dvojity fragment (oznaceno plnou Sipkou)

Obrazku 40 jsou ukazky aberovanych chromozomu lidskych monocytl po expozici latkam
s genotoxickym ucinkem.

Podrobnéjsi popis metodiky

Expozice bun¢k vybranym NM probiha jako v pfipadé CBMN. Rovnéz je nutné volit alespon
tfi koncentrace NM bez vyznamného cytotoxického u€inku. Pro kazdou testovanou koncen-
traci a pozitivni kontrolu by kultury mély byt nasazeny v duplikatu, pro negativni kontrolu
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v tetraplikatu. Experiment je vhodné opakovat tfikrat. Podlozni skla pted aplikaci vzorku jsou
pfipravovana identickym zptsobem jako v ptipadé¢ CBMN.

Po ukonceni primarni expozice (kultivace) NM je k buitkdm pfidan roztok colcemidu
o koncentraci 0,24 pg/ml kultury a kultivace pokracuje dalsi 1,5 az 3 hodiny v zavislos-
ti na délce bunécného cyklu pouzité bunécéné kultury (u THP-1 po dobu dalsich 2 hodin).
Pted aplikaci colcemidu lze zatadit vymyvaci krok k odstranéni NM obdobné jako u CBMN.
Po ukonceni kultivace jsou buiiky odstfedovany (300 % g; 3 min), supernatant je odstranén
a buiiky jsou ve tfech krocich fixovany (v digestofi). Mezi kazdym fixacnim krokem se prova-
di odstedéni (300 x g; 3 min) a odstranéni supernatantu. V prvnim fixa¢nim kroku je pouzito
92 ml demineralizované vody, 3 ml metanolu a 5 ml ledové kyseliny octové.

V druhém fixa¢nim kroku je pouzit pouze metanol a ve tfetim roztok metanolu a ledové
kyseliny octové (3:1). Roztoky obsahujici metanol a ledovou kyselinu octovou je nutné po
pripravé uchovavat v lednici. Roztoky jsou pfipravovany tésné pied zahajenim zpracovani
vzorkl. Po tfetim fixaénim kroku nésleduje opét odstfedéni (300 x g; 3 min) a odstranéni
supernatantu s vyjimkou cca 1 ml nad peletou, ve kterém je bunécna peleta resuspendovana.
Nasledné je suspenze nakapana na dvé vychlazend, navlhéena, vodorovné ulozena podlozni
skla a ponechana uschnout pies noc pii laboratorni teploté. Nasledujici den jsou vzorky obar-
veny 5% roztokem Giemsa-Romanowski (po dobu 5 minut), oplachnuty pod tekouci vodou
a v demineralizované vod¢ a po uschnuti uloZzeny do boxu na mikroskopické preparaty. Skla-
dovani preparatli je mozné pti laboratorni teploté.

Analyza ABC je provadéna pomoci svételného mikroskopu s pouzitim imerzniho oleje
(1000nasobné zvétsenti). Je hodnoceno 100 dobie rozestoupenych mitotickych metafazickych
bunék. K hodnoceni jsou pouZivana skorovaci kritéria AHEM 2007.16

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

Analyza ABC je metoda pomérné levna a jeji materialni a pfistrojova narocnost je srovna-
telna s CBNM. Vyhodou je standardizace provedenti testu, vyuzitelnost v epidemiologickych
studiich s pouzitim perifernich lymfocyti a rovnéz standardizace bazalni hladiny poskozeni
DNA perifernich lymfocyta v éeské populaci.!6-18

Analyza ABC je naro¢na na laboratorni praci, ¢as, a zejména zkuSenosti hodnotitele.
Z tohoto dtivodu se ustupuje od vyjadreni vysledkt analyzy ve formé konkrétnich poskozeni
(napriklad poctu zlomd, fragmentt a dicentrickych chromozomi na 100 buné€k) a uptednost-
nuje se vyjadieni poctu aberovanych bunék na 100 metafazickych bunck bez blizsi specifi-
kace.!® Gapy se do celkového poétu aberovanych bunék nezahrnuji, ale 1ze je prezentovat
jako samostatnou kategorii na 100 metafazickych bunék.!6 Pfi detekci numerickych aberaci
je standardni verze testu vhodna pouze pro hodnoceni polyploidii. Pfi analyze aneuploidii
muize dochazet k nadhodnoceni v disledku arteficidlni ztraty chromozomti pfi zpracovani.!?

Automatické vyhodnocovani preparatd je komplikované a mize byt zatizeno zna¢nou
chybou. Vhodnéjsim se zda byt semiautomatické vyhodnoceni pomoci vyhledavace metafa-
zickych bunék a dicentrickych chromozomtl.!3 Analyza ABC je ve srovnani s jinymi metoda-
mi detekce poskozeni DNA pomérné malo citliva, nicméné je stale pouzivana pii hodnoceni
akutnich (narazovych) expozic (napiiklad radiacni nehody) nebo rizikovych subchronic-
kych a chronickych expozic, zahrnujicich dlouhodobé pracovni vystaveni karcinogentim a/
nebo ionizujicimu zafeni.2%-2! Nevyhodou analyzy ABC je jeji neuniverzalnost, zejména pro
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bunécéné linie s variabilnim poctem chromozomti. Pouziti analyzy ABC pro testovani geno-
toxického potencialu NM komplikuje moznost piekryti metafazickych chromozomi shluky
NM (zejména pii pouziti vyssich koncentraci). Problémem mtize rovnéz byt zaména malych
shlukti NM za minutu (Obrazek 40). Analyzu ABC nepovazujeme za vhodnou pro testovani
genotoxického potencialu uvedenych NM na pouzitych bunécnych liniich, protoze obé¢ linie
vykazovaly vysoky bazalni pocet aberovanych bunek (pfes 50 %).

V jedné metafazické buiice bunécné linie THP-1 bylo nalezeno maximalné 48 chromo-
zomu (centromer). THP-1 bunécna linie je povaZzovana v soucasnosti za témét diploidni
bunécnou linii s 49 chromozomy, ale ptivodné byla popsana jako diploidni linie s karyoty-
pem 46 XY.22:23 Nékteti autofi uvadgji, Ze linie ziskané z riznych zdroji se mohou mirné
odlisovat.2* THP-1 bunééna linie tedy neni vhodna pro hodnoceni numerickych aberaci, kviili
nestabilnimu pocet chromozom, ani pro hodnoceni strukturalnich aberaci, kvili pfitomnosti
minimalné jednoho zlomu v kazdé druhé hodnocené metafazické burice. Linie by byla pou-
zitelna, pokud by se vysledek udaval jako pocet zlomt a dalSich nalezi na 100 hodnocenych
metafazickych bunék. Od tohoto hodnoceni se v§ak obecn¢ upousti pro velkou variabilitu
i mezi zku§enymi hodnotiteli.!® Z obdobnych diivodi neni ABC vhodny pro A549 bun&énou
linii, ktera je hypotriploidni (pocet chromozomt se pohybuje kolem 66) a vykazuje vysoky
bazalni podet mutaci.??

Souhrn nejzajimavéjsich vysledki

ABC se ukazal byt nevhodnym pro pouziti na bunécné linii THP-1. Nejcetnéjsi pocet cent-
romer (chromozomt) v jedné metafazické buiice byl u nami pouzité linie 48. THP-1 bunéc-
na linie je povazovana v soucasnosti ze téméi diploidni bunécnou linii s 49 chromozomy,
ale ptivodné byla popsana jako diploidni linie s karyotypem 46 XY.2223 Rovnéz se dochazi
k zavéru, Ze se linie ziskan4 z riznych zdroji mirné odlisuje.2* U nami pouzité linie jsme
zachytili vysoky bazalni pocet aberovanych bunék (ptes 50 %). Proto bylo rozhodnuto, ze
ABC je nevhodny test pro THP-1 bunécnou linii. Z obdobnych divodt neni ABC vhod-
ny pro A549 bunécnou linii, kterd je hypotriploidni (pocet chromozomu se pohybuje kolem
66) a vykazuje rovnéz vysoky bazalni pocet mutaci.2> ABC zistava viak vyznamnym tes-
tem s pouzitim perifernich lymfocyttli, zejména pak v epidemiologickych studiich, spole¢né
s CBMN a CA.
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16HBE
3HFWC
A549

ABCA-1
ALP

ALT
ARPE-19
AST
BAL
BEAS-2B
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BSA
BUN
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CaCo2
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cAMP
CAT
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CDHI1
CFU
CHCE-T
CNF
CNH
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CT
CVD

lidska bronchidlni epitelidlni bunééna linie (human bronchial epithelial cells)
hyper-harmonizovany vodni komplex hydroxylovaného fullerenu Cy
alveolarni epitelidlni buiky A549 (adenocarcinomic human alveolar basal
epithelial cells)

ATP-binding cassette transporter

alkalicka fosfataza

alaninaminotransferaza

imortalizované lidské retinalni butiky

aspartataminotransferaza

bronchoalveolarni lavaz

imortalizovana a nenadorova linie lidskych plicnich epitelidlnich bunék (bronchial
epithelial cells)

mozkové mikrovaskularni endotelialni bunky (bone marrow microvascular
endothelial cells)

bovinni sérovy albumin

blood urea nitrogen

fulleren

bunécna linie lidského kolorektalniho adenokarcinomu (human colon
adenocarcinoma cell line)

imortalizované lidské buiky kolorektalniho adenokarcinomu

cyklicky adenosinmonofosfat

katalaza

saze (carbon black)

uhlikové tecky (carbon dots)

kadherin 1

kolonie tvofici jednotku

lidské rohovkové epitelové buiky

uhlikova nanovlakna (cabon nanofibres)

uhlikové nanorohy (carbon nanohorns)

uhlikové nanomaterialy (carbon nanomaterials)

uhlikové desticky (carbon platelets)

centralni nervova soustava

uhlikové nanotrubice (carbon nanotubes)

calcineurin-like phoshoesterase domain containing 1

pocitacova tomografie

chemicka depozice z plynné faze
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DWCNT
ECs,
EEG
EKG
EPC
EPO
FBNI
FBS
FDT
FLG
FLGO
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FSH
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GGT
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HNEpC
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Hsp90
HT29
HUVEC
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ICAM-1
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LLC-PK1
LOX-1
LPS
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damage/danger-associated molecular patterns

dvousténné uhlikové nanotrubice (double-walled carbon nanotubes)
polovina maximalni i€¢inné koncentrace

elektroencefalografie

elektrokardiografie

endotelialni progenitorové bunky

eozinofilni peroxidaza

fibrilin 1

fetalni bovinni sérum

fotodynamicka terapie

vicevrstvy grafen (few layer graphene)

nékolikavrstvy grafen oxid (few-layer graphene oxide)

fibronektin

fibroblasty z kiize lidského obliceje

folikuly stimulujici hormon

fototermalni terapie

y-glutamyltransferaza

gastrointestinalni trakt

grafenové nanodesticky (graphene nanoplatelets)

oxid grafenu (graphen oxide)

oxid grafenu funkcionalizovany kyselinou 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-
-tetraoctovou

kvantové tecky oxidu grafenu (graphene oxide quantun dots)
grafenové platky

receptor sptazeny s G proteinem (G protein-coupled receptors)
grafenové kvantové tecky (graphene quantum dots)

histone family member X

kardiomyoblasty

imortalizované keratinocyty

buriky hladké svaloviny aorty (human aortic smooth muscle cells)
nenadorové buiiky lidského bronchidlniho epitelu

lidské epitelové spojivkové buiky

lidské epitelové buriky rohovky

hematoencefalicka bariéra

lidské embryonalni ledvinné buiky

bunky hepatocelularniho karcinomu

dospélé lidské buiiky proximalni tubularniho epitelu

lidské plicni fibroblasty (human lung fibroplasts)

primarni bunky lidského nosniho epitelu

hodin po fertilizaci

Hazard Communication Standard

heat shock protein 90

bunky lidského kolorektalniho adenokarcinomu s epitelidlni morfologii
endotelialni bunky lidské pupeénikové zily (human umbilical vein endothelial cells)
International Agency for Research on Cancer

solubilni intercelularni adhezni molekuly 1 (intercellular adhesion molecules)
interleukin

praseci buniky proximalniho ledvinného tubulu

lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor
lipopolysacharid
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SWCNT
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Vero
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microbe-associated molecular patterns
myeloperoxidaza
vicesténné uhlikové nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes)

mnohovrstvé uhlikové nanotrubice funkcionalizované polyvinylpyrrolidonem

MWCNT funkcionalizované tetraetylenpentaminem
nemalobunéény bronchoalveolarni karcinom

epitelové buiiky tlustého stieva

nanodiamanty

extracelularni neutrofilové pasti (neutrofil extracellular traps)
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
normalni lidské bronchialni epitelové buriky

lidské dermalni fibroblasty

National Institute for Occupational Safety and Health

blizké infracervené zareni

krysi epitelové bunky ledvin

NOD-like receptor

NOD-like receptor family pyrin domain containing 3
nucleotide-binding oligomerization domain

Occupational Safety and Health Administration

oxidované MWCNT

pathogen-associated molecular patterns

polyethylenglykol

polyetylenglykolované MWCNT

pattern recognition receptors

homolog fosfatazy a TENsinu (phosphatase and TENsin homolog)
retikuloendotelialni systém

redukovany GO

SkinEthic™ model rekonstruované lidské epidemirs

volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

retinlni pigmentovy epitel

rentgenové zafeni

epitelové buiky nizsich etazi dychacich cest (small airway epithelial cells)
maly vicevrstevny grafen (small few-layer graphene)
jednovrstvy grafen oxid (single-layer graphene oxide)
superoxiddismutaza

jednovrstvé uhlikové nanotrubice (single-wall carbon nanotubes)
transforming growth factor

transfornujici rastovy faktor B (transforming growth factor )
Toll-Like Receptor

dispergované Tweenem-80

tumor necrosis factor

solubilni vaskularni bunééné adhezni molekuly 1 (vascular cell adhesion molecule)

vaskularni endotelovy ristovy faktor
bunécna linie epitelialnich bunek ledvin z afrického kockodana zeleného
zonnula occludens-1
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SUMMARY

The present book deals with the biomedical use of carbon nanomaterials (CNMs) and the
evaluation of their potential health risks. The book was prepared following the results of
the NanoBio project (ERDF project; OP VVV), as you can read in the preface of the book.
The book is divided into a theoretical part which summarizes the information available to
the authors about the biomedical use of carbon nanomaterials, their toxicokinetics, biologi-
cal interactions, and potential danger (toxicity), and a practical part, which consists of the
significant results of the NanoBio project. The appendix of the book is a set of optimized
methodologies suitable for testing the hazard of selected CNMs.

CNMs have very specific physical and chemical properties, which significantly differenti-
ate them from the character of the same chemical substances on the micro and macro scale.
For this reason, they have found wide application in a number of manufacturing industries,
including electronics, agriculture, food, cosmetics, pharmaceuticals, and medicine. Graphene,
graphene oxide, carbon nanotubes, and fullerenes are currently the focus of interest in bio-
medicine. The biomedical use of CNMs is diverse and includes diagnostic areas (imaging,
EEG, ECG, photoacoustic diagnostics, biomarkers and electrochemical biosensors) as well as
therapeutic areas (adsorption, hemofiltration and hemodialysis, photodynamic and photother-
mal therapy, vaccination, drug transport, and gene therapy). The use of CNMs in the areas of
regenerative medicine (biocompatible CNMs in orthopedics, cardiology, and dentistry) and
in the area of radiation protection against X-ray radiation is also significant.

The effect of CNMs on biological systems depends on the structure of the materials, their
surface physicochemical properties, application (exposure) routes, the nature of distribution in
the organism, the method of penetration into the intracellular environment, and the mechanisms
of induction of cellular toxicity. These factors modulate CNM interactions with cell membranes,
cell internalization, and interference with cell functions. From the point of view of toxicoki-
netics, CNMs can interfere with all the main processes that influence the fate of xenobiotics
in the organism (absorption, distribution, accumulation, biotransformation, and elimination).

The book describes the effects of CNM on the respiratory, cardiovascular, gastrointesti-
nal, nervous, and genitourinary systems. The effect of CNM on the skin, eye, and genome of
the developing fetus is also discussed in detail. Toxicity depends on the type of CNM, dose
and duration of exposure. Some tissues are more sensitive to CNMs and, in their presence,
undesirable damaging effects are induced, such as increased oxidative stress, induction of
chronic inflammation, damage to genetic information, cellular processes essential for cell
life, which is also associated with the occurrence of malformations in fetuses. However, it
is also necessary to mention that some tissues, such as the skin, are more resistant, and even
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prolonged exposure may not cause damage. Some CNMs may even be protective, promoting
cell proliferation and differentiation, and reducing oxidative stress. The effects of CNMs on
cells are therefore very diverse.

The more significant results of the NanoBio project are commented on in the practical
part of the book.

In the study “The Effect of Chronic Exposure of Graphene Nanoplates on the Viability and
Motility of A549 Cells” (Sestakova et al.), the effect of graphene on the viability and motil-
ity of A549 cells (immortalized human lung adenocarcinoma cell line) was investigated. The
experiment did not confirm a negative effect on these cells.

The publication “The Dose- and Time-Dependent Cytotoxic Effect of Graphene Nano-
platelets: In Vitro and In Vivo Study (Bavorova et al.) focused on the evaluation of graphene
cytotoxicity against alveolar epithelial cells (PAEC) and on histopathological analysis of
organs of male mice (C57B1/6) after intratracheal and oral (acute and chronic) exposure to
graphene. The results confirmed the presence of dose-dependent cytotoxic effects. Neither
acute nor chronic oral exposure of mice induced pathological changes in the morphology of
harvested organs (only thickening of the alveolar septa and local accumulation of graphene
in the endocardium were found).

In the publications “Proinflammatory Effect of Carbon-Based Nanomaterials: In Vitro
Study on Stimulation of Inflammasome NLRP3 via Destabilisation of Lysosomes” and
“Carbon-Based Nanomaterials Increase Reactivity of Primary Monocytes Towards Vari-
ous Bacteria and Modulate Their Differentiation into Macrophages” (Svadlédkova et al.) the
pro-inflammatory effect of unmodified CNMs on the monocyte-macrophage system as a key
effector in the process of processing and elimination of nanomaterials in the organism was
investigated. Changes in immune cell behavior were observed, although the CNMs used did
not exert direct cytotoxic and pro-inflammatory effects. Therefore, it is possible to speculate
that some CNMs with low or no cytotoxicity could be immunotoxic.

According to the publication “In Vitro Assessment of the Genotoxic Potential of Pristine
Graphene Platelets” (Malkova et al.), when THP-1 cells (a monocytic human cell line from
the blood of a patient with acute leukemia) were exposed to graphene, there were no sig-
nificant changes in cell viability or induction of oxidative stress. However, a dose-dependent
increase in DNA damage was detected, probably due to direct interaction of graphenes with
“naked” DNA during cell division and/or direct interaction of graphenes with the cytoskeleton
and mitotic apparatus of the cells.

The set of optimized methodologies, which can be found in the appendix of the book,
includes tests for cytotoxicity, genotoxicity, immunotoxicity, gene quantification, cell prolif-
eration, adhesion, viability, and morphology, as well as histological analysis and transmission
electron microscopy methodologies.

An equally important chapter is the preparation of new or modified methodologies for
CNMs (in)security testing. A significant complication is the specific properties of nanopar-
ticles (significantly different from the properties of solid forms of materials or their solutions)
and the variability of the behavior of nanoparticles in the internal environment of organisms.

Finally, we would like to draw attention to the fact that a large part of the existing toxico-
logical data have been obtained from acute and subacute experiments in vitro and in vivo. In
the following phases of research, it is therefore necessary to focus on subchronic and chronic
experiments (which correspond more closely to the real situation) and on epidemiological
studies in the field of human exposures.
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