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Kniha se zabývá biomedicínským využitím uhlíkových nanomateriálů 
(CNM) a hodnocením jejich potenciálního zdravotního rizika. Je 
rozdělena na část teoretickou, ve které byly sumarizovány dostupné 
informace o biomedicínském využití uhlíkových nanomateriálů, jejich 
toxikokinetice, biologických interakcích a potenciální nebezpečnosti 
(toxicitě), a na část praktickou, kterou tvoří výsledky autorského 
kolektivu z oblasti testování nebezpečnosti nanočástic. Potenciální 
nebezpečnost nanočástic zahrnuje toxicitu respirační, kardiovaskulární, 
gastrointestinální, kožní, oční, reprodukční a vývojovou i hepatotoxicitu, 
neurotoxicitu, imunotoxicitu, genotoxicitu a toxicitu vůči močovému 
ústrojí. Jsou tu popsány výsledky výzkumů Ústavu lékařské biologie 
a genetiky, Ústavu histologie a embryologie, Ústavu lékařské biofyziky, 
Ústavu klinické alergologie a imunologie a Ústavu preventivního lékařství 
(pracoviště Lékařské fakulty v Hradci Králové a Fakultní nemocnice 
Hradec Králové). V příloze je představen soubor optimalizovaných 
metodik pro testování cytotoxicity, genotoxicity a imunotoxicity 
nanočástic.
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PŘEDMLUVA PŘEDSEDY  
SPOLEČNOSTI HYGIENY  
A KOMUNITNÍ MEDICÍNY ČLS JEP

Oboru hygiena přináší každá doba nové problémy a výzvy. V minulosti se jednalo primárně 
o boj s infekčními nemocemi, o zlepšení nutričního stavu populace (podvýživa, nedostatek 
vitamínů a stopových prvků) a o zajištění zásobování nezávadnou pitnou vodou. V součas-
nosti se objevují zdravotní hrozby v podobě nových nebo znovu se objevujících infekcí, 
klimatických změn či bioterorismu. Je nutné neprodleně reagovat na demografický vývoj 
populace, řešit zdravotní dopady migrace, zabývat se prevencí chronických neinfekčních one-
mocnění a v neposlední řadě věnovat pozornost zdravotním účinkům nových látek, materiálů 
a technologií. 

K posledně uvedenému nás vede i historická zkušenost. Učebnicovým příkladem je 
problematika rentgenového záření. Nikdo nepochybuje, že se jednalo o obrovský objev 
a Wilhelm Conrad Röntgen za něj právem získal první Nobelovu cenu za fyziku. Objev byl 
učiněn a publikován v roce 1895 a okamžitě vyvolal obrovský ohlas nejen v odborných kru-
zích. V krátké době došlo k masivnímu využívání technologie paprsků X. V českých zemích 
první rentgenový přístroj pořídil pro pobavení hostů majitel vyhlášeného hotelu U Černého 
koně v Praze, pro medicinské účely byl zakoupen následně zásluhou prof. Rudolfa Jedličky, 
který se tak stal zakladatelem české radiologie. Postupně se však ukázalo, že každá mince má 
dvě strany. Během následujících desetiletí významně narostl počet případů radiodermatitidy 
a onkologických onemocnění u lékařů, kteří byli záření exponováni. Samotnému profesoru 
Jedličkovi bylo amputováno několik prstů. Obětem průkopnické fáze radiologie je dokonce 
věnován památník v Hamburku. Dodatečně se pak začaly řešit možnosti ochrany zdraví léka-
řů, zdravotníků i pacientů. 

Další příklad může uvést sám autor předmluvy z oblasti svého odborného zájmu. Ztužo-
vání tuků prostřednictvím parciální katalytické hydrogenace olejů bylo vyvinuto na počátku 
dvacátého století. Metoda dosáhla masivního rozšíření a margaríny, které obsahovaly takto 
ztužené tuky, byly dokonce prezentovány jako zdravější náhrada másla. Teprve v osmdesá-
tých letech se začaly objevovat studie prokazující nepříznivý účinek transizomerů mastných 
kyselin, které při použití zmíněné technologie vznikají. Trvalo ještě víc jak třicet let, než 
se na úrovni EU přikročilo k jejich regulaci v potravinách. Podobných příkladů můžeme 
nalézt v naší historii mnoho. Patří k nim například výroba některých insekticidů, herbicidů, 
polychlorovaných bifenylů či brómovaných retardérů hoření. Jejich používání bylo sice po 
určité době ze zdravotních důvodů zastaveno, nicméně jejich zbytky v prostředí a v potrav-
ních řetězcích stále ještě přetrvávají.
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Hygienik bude samozřejmě vždy o krůček pozadu za realitou. Nelze dost dobře hodnotit 
rizika něčeho, co ještě nebylo náležitě prostudováno. Je velmi obtížné predikovat účinky, 
které se mohou projevit až s odstupem let, a navíc v kontextu s dalšími faktory působícími na 
člověka. Proto je důležité, aby ruku v ruce s vývojem a využíváním nových látek, materiálů 
a technologií bylo od počátku realizováno hodnocení potenciálních zdravotních rizik, které 
následně umožní odpovídající regulační kroky. Neodmyslitelnou součástí tohoto procesu je 
shromažďování objektivních informací o úrovních nebezpečnosti nově vznikajících agens.

Z výše uvedených důvodů proto velmi vítám monografii Uhlíkové nanomateriály. Bio-
medicínské aplikace a toxicita. Nanomateriály nacházejí pro své vlastnosti široké uplatnění 
v nejrůznějších oblastech včetně biomedicíny. Studium jejich účinků na organismus a hod-
nocení jejich potenciální nebezpečnosti je proto mimořádně důležité. Monografie podává 
detailní přehled využití nanomateriálů v medicíně, věnuje se jejich zdravotním rizikům vzhle-
dem k současnému stavu poznání a nastiňuje potřebné směry výzkumu v této oblasti. Kromě 
rozsáhlé teoretické části, která vychází z dostupných literárních pramenů a čtivou formou 
prezentuje recentní poznatky, obsahuje monografie i komentované výsledky autorského týmu, 
který se problematikou dlouhodobě a systematicky zabývá. 

doc. MUDr. Pavel Dlouhý, Ph.D.
přednosta Ústavu hygieny 3. LF UK

předseda Společnosti hygieny a komunitní medicíny ČLS JEP
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PŘEDMLUVA DĚKANA LÉKAŘSKÉ 
FAKULTY V HRADCI KRÁLOVÉ 

Vydáním monografie Uhlíkové nanomateriály. Biomedicínské aplikace a toxicita autorské-
ho kolektivu z pracovišť Lékařské fakulty v Hradci Králové Univerzity Karlovy a Fakultní 
nemocnice Hradec Králové, pod vedením prof. Ing. Zdeňka Fialy, CSc., a MUDr. Drahomíry 
Holmannové, Ph.D., se široké veřejnosti předkládá ucelené dílo zabývající se aktuálním téma-
tem použití nanomateriálů v medicíně a příbuzných biomedicínských oborech. 

Výzkum nanomateriálů patří dnes k dynamicky se rozvíjejícím vědním oblastem, jež 
nabízejí široké spektrum možností využití v řadě odvětví. Úplný rozsah aplikace však zatím 
pochopitelně nemůže být znám, nicméně dosavadní poznatky a výsledky výzkumu jsou 
z tohoto pohledu opravdu optimistické. 

V této knize jsou detailně popsány základní dosud známé uhlíkové nanomateriály, jejich 
struktura, složení a charakteristické vlastnosti, včetně možnosti využití v biomedicíně. Sou-
časně jsou však také pojednány jejich nežádoucí účinky a rizika s nimi spojená, především 
jejich toxicita, s možnými následky pro lidský organismus. 

Kniha staví na výsledcích rozsáhlého výzkumu projektu NanoBio, do kterého byla zapoje-
na řada specializovaných pracovišť nejen u nás, ale i v zahraničí. Veřejnosti se tak dostává do 
rukou ucelená, precizně propracovaná monografie, která přináší nejnovější poznatky v dané 
problematice.

prof. MUDr. Jiří Manďák, Ph.D.
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PŘEDMLUVA EDITORŮ

Nanomateriály bezesporu představují fascinující fenomén naší doby. Hlavním důvodem 
jejich velké popularity jsou unikátní fyzikální a chemické vlastnosti, kterými se významně 
odlišují od charakteru stejných chemických látek v makroměřítku. Nanomateriály se svými 
rozměry (a z nich vyplývajícími vlastnostmi) nacházejí v oblastech mezi makrolátkou, pro 
kterou platí klasické zákony fyziky, a atomárními nebo molekulárními stavy, pro které platí 
fyzika kvantová. Uhlíkové nanomateriály našly široké uplatnění v řadě výrobních odvětví, 
včetně elektroniky, zemědělství, potravinářství, kosmetiky, farmacie a lékařství. Nicméně, 
jako každý jiný výsledek lidské aktivity, mohou i ony za jistých okolností představovat zdroj 
nepříznivých zdravotních dopadů. 

Velmi malé rozměry uhlíkových nanomateriálů (nanočástic) umožňují jejich rychlou 
absorpci a distribuci prakticky do všech tělních orgánů a tkání, kde ovlivňují základní bio-
chemické a fyziologické mechanismy. Tak se stávají potenciálním rizikem pro zdraví člověka. 

Úroveň našich vědomostí v oblasti hodnocení zdravotních rizik uhlíkových nanomateriálů 
je zatím omezená a neodpovídá dynamice nanomateriálového vývoje a výroby. Značnými 
komplikacemi jsou přitom specifické vlastnosti uhlíkových nanomateriálů a variabilita jejich 
chování ve tkáních živých organismů. To snižuje validitu standardně používaných testů toxi-
city a akcentuje nutnost jejich optimalizace (modifikace) a vývoj testů nových. 

Z uvedených důvodů se kolegové z Lékařské fakulty v Hradci Králové Univerzity Karlo-
vy, Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice, Centra materiálů a nanotechno-
logií (CEMNAT) Univerzity Pardubice a Fakultní nemocnice Hradec Králové rozhodli pro 
realizaci široké mezioborové spolupráce ve výzkumu biologických interakcí nanomateriálů 
s živými organismy. Výsledkem jejich snah byl čtyřletý projekt NanoBio (projekt ERDF; 
OP VVV), ve kterém se sešli toxikologové, materiáloví inženýři, fyziologové, biologové, 
chemici, lékaři a experti na buněčnou mikrobiologii a mikroskopické techniky. Velmi důležitá 
byla projektová spolupráce s partnery z Trinity Translational Medicine Institute na Trinity 
College v Dublinu (prof. Yuri Volkov a Adriele Prina-Mello, Ph.D.) a z Výzkumného ústavu 
veterinárního lékařství, v. v. i., v Brně (skupina prof. RNDr. Jaroslava Turánka, DSc.). 

Vybraná pracoviště Lékařské fakulty v Hradci Králové a Fakultní nemocnice Hradec Krá-
lové se dlouhodobě zabývají hodnocením nebezpečnosti chemických látek (Ústav preven-
tivního lékařství, Ústav lékařské biologie a genetiky, Ústav histologie a embryologie, Ústav 
lékařské biofyziky a Ústav klinické imunologie a alergologie). V projektu NanoBio byla 
jejich aktivita orientována na hodnocení nebezpečnosti vybraných nanomateriálů, mezi nimiž 
dominovaly nanomateriály na bázi uhlíku. 
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Předkládaná kniha je rozdělena na dvě části. V části teoretické jsou sumarizovány auto-
rům dostupné informace o biomedicínském využití uhlíkových nanomateriálů, o jejich toxi-
kokinetice a biologických interakcích a o jejich potenciální nebezpečnosti (toxicitě). Prak-
tickou (výzkumnou) část tvoří soubor optimalizovaných metodik pro testování cytotoxicity, 
genotoxicity a imunotoxicity nanočástic s uvedením nejvýznamnějších výsledků projektu 
NanoBio. 

Závěrem považujeme za nutné zdůraznit skutečnost, že navzdory úspěchům na poli 
výzkumu charakteru biologických interakcí nanostruktur s živými organismy je úroveň našich 
vědomostí zatím stále ještě limitovaná. S ohledem na neustále se rozšiřující míru kontaktů 
člověka s těmito materiály je proto nezbytné analogicky rozšiřovat prostor pro studium pato-
fyziologických mechanismů, jakými mohou nanomateriály organismus ovlivňovat. Pozornost 
by přitom měla být soustředěna především na zdravotní důsledky expozic chronických (dlou-
hodobě opakovaných expozic nízkým dávkám). Zároveň je ale nutné si uvědomit, že zdravot-
ní hledisko (ve smyslu hodnocení úrovně rizika) je pouze jednou ze čtyř obecných součástí 
systému rozhodování o akceptování lidské aktivity s ohledem na její výsledky (výrobku, 
stavby a technologie), ve kterém neméně důležitou roli hrají i hlediska ekonomická, sociální 
a politická. A mezi všemi těmito hledisky je nutné hledat všeobecně přijatelný konsenzus.

Zdeněk Fiala a Drahomíra Holmannová
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ÚVOD

Uhlík je jedním z nejběžnějších a nejdůležitějších prvků našeho „vesmírného prostoru“. Je 
základní složkou makromolekul nepostradatelných pro život, jakými jsou proteiny, lipidy, 
nukleové kyseliny a sacharidy. Uhlík vykazuje jedinečné chemicko-fyzikální vlastnosti, které 
jsou dále umocňovány u jeho nanomateriálových forem.1,2

V souvislosti s uhlíkem i s výzkumem, jehož výsledky zde prezentujeme, považujeme za 
vhodné hned v úvodu připomenout jeho alotropii, vlastnost některých chemických prvků, kte-
rá znamená schopnost daného prvku vyskytovat se v několika různých strukturních formách, 
jež mohou mít výrazně odlišné chemicko-fyzikální vlastnosti.3 Nejznámějšími přírodními 
alotropy krystalického uhlíku jsou diamanty a grafit, amorfní uhlíkové alotropy představu-
je uhlí, dřevěné uhlí a lampová čerň. Uhlíkové nanomateriály (CNM) byly prvně popsány 
v osmdesátých letech dvacátého století a ve velmi krátké době dokázaly vytvořit široké spek-
trum uhlíkových individualit zahrnující amorfní uhlíkové nanočástice (ultrajemné uhlíkové 
částice, uhlíkové nanočástice a uhlíkové tečky), uhlíkové nanomateriály s hybridizací sp2 
(fullereny, uhlíkové nanotrubice, uhlíkové „nanohorns“, grafeny a kvantové tečky grafenu) 
a nanodiamanty.4,5

CNM jsou tvořeny čistým uhlíkem. Mají značnou stabilitu, vysokou elektrickou a tepel-
nou vodivost, mimořádné mechanické vlastnosti a vysokou biokompatibilitu s nízkou toxici-
tou. Díky hybridizaci sp2 jsou vysoce hydrofobní. Mezi nejvýznamnější CNM patří grafen, 
oxid grafenu, redukovaný oxid grafenu, uhlíkové nanotrubice, fullereny, nanodiamanty a gra-
fenové kvantové tečky.6

Grafen je dvojrozměrný materiál, monovrstva, kde jsou atomy uhlíku uspořádány ve 
voštinové mřížkové struktuře. Grafen má extrémně velký povrch, vysokou stabilitu a vyso-
kou tepelnou a elektrickou vodivost. Je pružný, elastický, ale zároveň tvrdý a odolný. Je 
strukturní bází dalších uhlíkových alotropů (grafenoidů), včetně „nanoringů“, jednostěnných, 
dvoustěnných a vícestěnných nanotrubic, grafitu, uhlíkových vláken a grafynu.7,8 Mezi klí-
čové technologie výroby grafenu jsou řazeny chemická nebo plazmová exfoliace surového 
grafitu, mechanické štěpení z přírodního grafitu, chemická depozice par a epitaxní růst grafe-
nu na křemíkové ploše karbidu křemíku. Grafen je možné připravit z derivátů grafenu cestou 
rozpojování uhlíkových nanotrubic nebo odpařováním fullerenu.9

Nejčastěji používané deriváty grafenu, oxid grafenu (GO) a redukovaný GO (rGO) lze 
připravit oxidací grafenu, respektive redukcí GO. Jako oxidační činidla bývají používána pro-
tonovaná rozpouštědla (kyselina dusičná, sírová, fosforečná nebo jejich směsi) a manganistan 
draselný. Proces vede k navázání karboxylových, hydroxylových a epoxidových skupin na 
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povrch grafenu a k modifikaci jeho vlastností. Příprava rGO zahrnuje chemickou, tepelnou 
nebo fototepelnou redukci GO (odstranění kyslíkových funkčních skupin).10,11 Nicméně ani 
intenzivní redukční reakce neodstraní všechny kyslíkové skupiny a nepřevede GO kompletně 
na grafen. Hlavní funkční rozdíly mezi GO a rGO jsou v elektrické vodivosti. GO vykazuje 
nižší elektrickou vodivost a nižší mechanickou pevnost ve srovnání s rGO či grafenem.11,12

Uhlíkové nanotrubice (CNT) jsou grafenové listy svinuté do válcového tvaru. Jsou klasi-
fikovány na základě počtu stěn (jednostěnné, dvoustěnné nebo vícestěnné). Stejně jako grafen 
vykazují CNT vysokou elektrickou a tepelnou vodivost, pevnost a elasticitu a velký povrch, 
který lze snadno funkcionalizovat.13

Fullereny (buckyballs) jsou třídou uhlíkových alotropů kulovitého nebo elipsoidního tva-
ru. Jejich velikost odpovídá počtu uhlíků (například C60, C70 nebo C80). Nejběžnější fullere-
nová struktura C60 je molekula, která se skládá z 60 atomů uhlíku uspořádaných jako dvacet 
pravidelných šestiúhelníků a dvanáct pravidelných pětiúhelníků. Fullereny jsou rozpustné 
v organických rozpouštědlech (zejména C60 a C70) a jsou snadno funkcionalizovatelné.14 
Fullereny jsou skvělé antioxidanty a jejich antioxidační kapacitu lze zvýšit funkcionalizací 
hydroxylovými skupinami.15,16

Mezi nejčastější metody syntézy CNT jsou řazeny chemická depozice z plynné fáze (CVD), 
obloukový výboj a pulzní laserová ablace. CVD je prováděna pomocí prekurzorových plynů 
obsahujících uhlík, jako je například CO2 (oxid uhličitý), C2H2 (acetylen) nebo C2H4 (ethy-
len). Teplota při CVD se pohybuje kolem 350–1000 °C. Růst CNT ovlivňuje řada parametrů, 
mezi které patří reakční doba, teplota, velikost částic katalyzátoru nebo typ/rychlost reakčního 
plynu.13,17 Metoda obloukového výboje umožňuje přípravu CNT a fullerenů. Stejnosměrné 
napětí oblouku je aplikováno přes grafitové elektrody ponořené do inertního plynu (helia). Na 
katodě vznikají vícestěnné CNT, fullereny se ukládají jako saze uvnitř komory. Pulzní lase-
rová ablace grafitu představuje rychlou a levnou metodu přípravy, nevyžaduje použití kataly-
zátoru nebo vakua a poskytuje vysoce čisté produkty požadované velikosti a morfologie.17,18 

Nanodiamanty se skládají z diamantového jádra (sp3 vázané atomy uhlíku) a amorfních 
uhlíkových vrstev (sp2 vrstvy) pokrývajících jádro. Nanodiamanty jsou chemicky inertní, 
mají vysokou tvrdost, optickou průhlednost a vysokou tepelnou vodivost. Povrch nanodia
mantů je možné funkcionalizovat skupinami hydroxylovými, karboxylovými, etherovými 
a  karbonylovými.19,20 Takto funkcionalizované nanodiamanty vykazují značnou afinitu 
k vodě a k polárním organickým rozpouštědlům. V olejích a v nepolárních organických roz-
pouštědlech vytváří aglomeráty.19,21 

Grafenové kvantové tečky (GQD) jsou kvazisférické nanočástice s pozoruhodnými foto-
chemickými a fotoluminiscenčními vlastnostmi, které lze připravit destrukcí větších uhlíko-
vých materiálů (grafenových nebo GO desek, uhlíkových vláken nebo CNT). K destrukci lze 
využít hydrotermální nebo solvotermální procesy nebo silné minerální kyseliny. GQD lze bez 
dalších chemických úprav rozpouštět ve většině polárních rozpouštědel. V roztocích vykazují, 
ve srovnání s jinými fluorescenčními barvivy, velmi dobrou stabilitu.22,23

Jak již bylo zmíněno v předmluvě, CNM našly v krátké době široké uplatnění v řadě 
výrobních odvětví a dynamika jejich vývoje a výroby má vzestupnou tendenci.24 Této dyna-
mice však neodpovídá úroveň našich vědomostí v oblasti hodnocení jejich zdravotních rizik 
pro člověka.25 Vedeni snahou o zlepšení stávajícího stavu provedli autoři knihy zhodnocení 
dostupných údajů o toxikokinetice, biologických interakcích, formách toxicity a biomedicín-
ských aplikacích CNP, které doplnili nejvýznamnějšími experimentálními výsledky projektu 
NanoBio. 
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1 �
BIOMEDICÍNSKÉ VYUŽITÍ 
UHLÍKOVÝCH NANOMATERIÁLŮ 

Uhlíkové nanomateriály (CNM) mají jedinečné vlastnosti, které mohou být využity v klinické 
diagnostice a léčbě. „Horkými kandidáty“ jsou grafen, grafen oxid (GO), uhlíkové nanotrubi-
ce (CNT, MWCNT) a fullereny. Uvedené materiály mají vysokou stabilitu, pevnost, odolnost, 
výbornou elektrickou a tepelnou vodivost a často i dobrou biokompatibilitu (která je dále 
zvyšována funkcionalizací). Většina aplikací CNM se zatím nachází ve stadiích preklinického 
výzkumu. Jedním z důvodů je i skutečnost, že zatím máme nedostatečné vědomosti o interak-
cích CNM s tělními tkáněmi a z toho plynoucí vyšší míru nejistoty odhadu toxického poten-
ciálu. V následujícím textu se pokusíme shrnout poznatky o oblastech medicíny, ve kterých 
se již nanomateriály s úspěchem využívají či se o jejich využití uvažuje.

1.1 DIAGNOSTIKA S VYUŽITÍM NANOČÁSTIC

1.1.1 Zobrazovací vyšetření

CNM zvyšují kvalitu výsledků a ve většině případů i snižují finanční náročnost vyšetřovacích 
postupů. Díky svým unikátním fyzikálně-chemickým vlastnostem se stávají součástí zobra-
zovacích metod, které identifikují různé patologické stavy (nádorovou tkáň nebo záněty).1,2 
Většina uhlíkových nanočástic má přirozenou schopnost emitovat fluorescenci po expozici 
odpovídajícímu záření (indukce fotoexcitace).3,4 Často jsou používány uhlíkové kvantové teč-
ky, grafen a uhlíkové nanotrubice. Poslední zmíněné látky, především vícevrstvé nanotrubice 
(MWCNT), mají extrémní plochu, na kterou lze navázat velké množství molekul s různými 
funkcemi. Ty mohou zlepšovat detekci cílových látek a zesilovat signál analytického proce-
su.5 Na tomto místě je však nutné zdůraznit, že pro výběr vhodného materiálu k zobrazova-
címu vyšetření jsou dvě klíčová kritéria. Prvním kritériem je vhodnost (vysoká efektivita) 
daného CNM pro konkrétní diagnostický účel. Druhým, neméně důležitým kritériem je jejich 
snadná exkrece z organismu po splnění diagnostického úkolu.6 

Díky přirozené rozmanitosti nanočástic a možnosti funkcionalizace je možné zacílit na 
zobrazení zcela určitých tkání, či dokonce buněk nebo organel. Pokusy in vivo i klinické 
studie přinášejí důkazy o tom, že využití uhlíkových nanočástic v zobrazovacích metodách 
může přinést mnoho výhod. Jednou z nich je i skutečnost, že CNM mohou pronikat prak-
ticky do všech tělních kompartmentů. Například po intravenózní aplikaci prostupují uhlí-
kové kvantové tečky poměrně rychle do tkání plic, jater a ledvin. Jsou schopny překonávat 
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i hematoencefalickou bariéru. Posledně uvedený fakt naznačuje možnost využívání uhlíko-
vých kvantových teček při zobrazovacích vyšetřeních CNS.7 

Další výhody CNM pro zobrazovací technologie představují procesy funkcionalizace. 
Například nanotrubice pokryté virem M13 mohou být specificky zachytávány v nádoro-
vých tkáních. Pokud jsou tyto částice označeny vhodným radionuklidem (například techne
ciem99m), je možné nádory detekovat pomocí pozitronové emisní tomografie.8,9 Obdobně lze 
značením nanočástic fluorescenčními látkami usnadňovat a zpřesňovat výsledky výpočetní 
tomografie a magnetické rezonance. U magnetické rezonance je možné dostáhnout lepších 
výsledků i díky nanodiamantům, a pokud jsou na ně navázány ještě ionty manganu, dochází 
k dalšímu zlepšení kvality zobrazení.10 Tento efekt je možný díky tomu, že nanodiamanty 
fungují jako hyperpolarizační prvek.11 Vyšetření má vyšší senzitivitu, kontrast a je možné 
detekovat více detailů.12

Uhlíkové nanočástice našly své uplatnění také při obrazové analýze hlubších vrstev tkání 
pomocí blízkého infračerveného záření (NIR). Vyšetření (Near Infrared Optical Imaging) 
využívá spektrum NIR-II (1000–1700 nm) a lze při něm získat údaje z nitra tkání ve velmi 
dobrém rozlišení bez autofluorescence. Díky tomu je možné provádět například celotělovou 
a mozkovou angiografii, při které je zobrazen krevní tok a mikrocirkulace. Vizualizace orgá-
nů a tkání umožňuje využít tento typ zobrazení rovněž při nádorové terapii a chirurgických 
zákrocích.13,14 

Další oblastí uplatnění uhlíkových nanočástic je zobrazování intracelulárních struktur 
a intracelulárního transportu. K tomuto účelu jsou využívány uhlíkové kvantové tečky nebo 
nanodiamanty (ND) s křemíkovým centrem, které jsou buňkami snadno pohlcovány, vykazují 
přijatelnou fotostabilitu a mají úzká emisní spektra v oblasti NIR.15,16 Uhlíkové kvantové 
tečky mohou interagovat také s kmenovými buňkami, kde vedle detekce dochází i k podpoře 
jejich diferenciace do specifických buněčných linií. Uvedený proces pak podporuje regene-
raci poškozených tkání.16

V průběhu operačních zákroků lze uhlíkovými nanočásticemi detekovat lymfatické uzliny 
s nádorovými buňkami, které je pak možné ještě během operace odstraňovat. Identifikace 
metastatických uzlin je důležitá pro snížení rizika rekurence nádorů. Autoři Li s kolegy sle-
dovali lymfatický transport a kumulaci uhlíkových nanočástic v uzlinách v průběhu gastre-
ktomie pokročilých nádorů žaludku. U jedné skupiny pacientů byly před gastrektomií apli-
kovány uhlíkové nanočástice do žaludeční subserózy, druhá skupina pacientů podstoupila 
standardní operační protokol. Po aplikaci uhlíkových nanočástic nedošlo k žádné nežádoucí 
reakci a nanočástice se přednostně kumulovaly v drénujících lymfatických uzlinách, které 
zabarvovaly načerno. Touto metodou bylo možné detekovat i menší uzliny s metastázami, 
které by jinak mohly být přehlédnuty.17 Stejné výsledky přinesly i studie zaměřené na paci-
enty s nádory štítné žlázy, karcinomu prsu, tlustého střeva a konečníku. Podané uhlíkové 
nanočástice pre- a perioperačně významně zvyšovaly úspěšnost detekce lymfatických uzlin 
s nádorovými buňkami.18–20 V případě karcinomů štítné žlázy mohou uhlíkové nanočástice 
navíc pomáhat při rozlišení příštítných tělísek a lymfatických uzlin.21 U kolorektálního kar-
cinomu je možné po endoskopické aplikaci nanočástic doslova „vytetovat“ oblast nádoru 
a prekancerózních lézí. Uvedené skutečnosti vedou k lepším operačním výsledkům i k reduk-
ci operačního traumatu.22
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1.1.2 EEG

EEG umožňuje základní vyšetření stavu mozkové aktivity. Použití uhlíkových nanomateriálů 
má oproti jiným materiálům výhody zejména u klíčového prvku EEG, u snímacích elektrod. 
Zvýšení intenzity snímaného signálu podporuje například grafen a od něj odvozené nano-
materiály. Garcia-Cortadella et al. popsali 64kanálový bezdrátový snímací systém na bázi 
grafenové suspenze, umožňující 24hodinové snímání mozkové aktivity. Systém byl použit 
u potkanů. Bylo jím možné snímat epikortikální mozkovou aktivitu volně se pohybujících 
zvířat a zkoumat asociace mezi chováním a nervovou aktivitou.23 Autoři Ko et al. navrhli 
snímací elektrody obsahující grafen a GO. Jejich výhodou je, že mohou být použity bez 
vodivého gelu, aniž by to snížilo kvalitu výsledků (vodivý gel může být pro některé pacienty 
velmi nepříjemný).24 K podobným (pozitivním) výsledkům dospěli také Faisal et al., když pro 
EEG použili „suché“ grafenové elektrody. Tyto elektrody zlepšily kontakt s pokožkou a měly 
v porovnání s komerčními suchými elektrodami vyšší výkonnost i po opakovaném použi-
tí. Přítomnost elektrolytů na pokožce (slané prostředí, pot) vedly k dalšímu zlepšení míry 
detekce.25 Na závěr nutno doplnit, že grafenové elektrody nejsou využívány pouze k účelu 
detekce, ale lze je použít také ke stimulaci (hluboká mozková stimulace, retinální a kochleární 
implantáty).26 

1.1.3 EKG

Vynikající elektrická vodivost uhlíkových nanočástic umožňuje jejich využití v řadě elektro-
technických komponent, například tranzistorů. Přítomnost nanočástic zesiluje získaný signál 
a redukuje nežádoucí šumy, což je velmi důležité pro snímání srdeční aktivity. Uhlíkové 
nanočástice (grafen, GO a MWCNT) byly rovněž použity pro přípravu snímacích elektrod 
EKG. Testování elektrod probíhalo pro krátkou a dlouhou monitoraci. Při dlouhé monitoraci 
byly elektrody součástí přenosného snímacího zařízení, což umožnilo snímání změn srdeční 
aktivity během celého dne.27–29 

1.1.4 Fotoakustická diagnostika

Fotoakustické zobrazování, využívané například ve fotoakustické mikroskopii nebo fotoakus-
tické počítačové tomografii (CT), je řazeno do skupiny neinvazivních vyšetření. Jeho princip 
je založený na fotoakustickém efektu, při němž jsou světelné či laserové pulzy absorbová-
ny exogenními nebo endogenními kontrastními látkami a konvertovány na termální energii 
s emisí ultrazvukového signálu. Fotoakustické CT má vysoké prostorově-časové rozlišení, 
které umožňuje zobrazení stavu hlubokých tkání, včetně diagnostiky nádorů mléčné žlázy, 
kůže, střeva a rekta. Jako kontrastního materiálu lze u této diagnostiky úspěšně využít uhlí-
kových nanočástic, například grafenu, CNT či GQD, které mohou být dále povrchově funk-
cionalizovány organickými polymery, peptidy, kovovými nanočásticemi nebo barvivy.30,31 
Takto upravené komplexy pak mohou být zacíleny na specifické tkáně. Například jednostěn-
né uhlíkové nanotrubice (SWCNT), funkcionalizované cyklickými Arg-Gly-Asp peptidy, 
jsou preferenčně vychytávány různými typy nádorů (nikoliv však tkáněmi zdravými).32 Do 
nádorových tkání snadno prostupují také GQD, které po vystavení NIR-II mnohobarevné 
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fluorescenci emitují fotoakustický signál.33 Poznamenáváme, že fotoaskustický jev nemusí 
mít využití pouze diagnostické, ale že lze jej využít také léčebně, ve spojení s fototermální 
terapií (viz dále). 

1.1.5 Biomarkery a elektrochemické biosenzory 

Pro správnou diagnostiku a posouzení průběhu nemoci je nezbytné průběžně stanovovat hla-
diny biomarkerů, které jsou pro dané onemocnění charakteristické. Jako biomarkery mohou 
sloužit například proteiny, nukleové kyseliny, hormony, antigeny, glukóza, lipidy a vitamíny, 
které je možné stanovovat v krvi (séru/plazmě), slinách, moči, sputu či vydechovaném vzdu-
chu.34,35 Některé biomarkery jsou však standardními postupy obtížně stanovitelné, nicméně 
právě užití uhlíkových nanočástic může tyto metodiky významně zjednodušit a zvýšit jejich 
výpovědní hodnotu. Týká se to například diagnostiky diabetu, karcinomu plic a žaludku, 
halitózy, astmatu, selhávání jater a snížení ledvinových funkcí ze sloučenin detekovaných ve 
vydechovaném vzduchu. Stanovované látky zahrnují v těchto případech například hydrogen-
sulfan, toluen, aceton, benzen, amoniak a oxid dusný.36 V případě 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.37 

Grafen, jeho deriváty a CNT jsou schopny vázat myoglobin, kreatinkinázu, troponin 
a B typ natriuretického peptidu. Tato vlastnost je předurčuje jako imunosenzory diagnostiky 
poškození myokardu (z tělních tekutin a sekretů).38,39

Velmi důležitým diagnostickým biomarkerem je glukóza. Její detekci je možné zlepšit 
použitím uhlíkových nanočástic (grafenu, CNT a GQD) konjugovaných s glukózovou oxidá-
zou. Senzory pak mají velmi vysokou senzitivitu a selektivitu, což bylo ověřeno při testování 
v přítomnosti dalších interferujících sloučenin, jako jsou acetoaminofen, kyselina močová 
nebo kyselina askorbová.40 Zajímavá je studie autorů Lin et al., kteří popsali SWCNT glu-
kozový senzor s detekčním limitem 50 μm a velmi rychlou odpovědí; vyhodnocení výsled-
ku trvá méně než 5 sekund. Senzor je možné propojit s chytrými telefony, které diabetiky 
průběžně informují o hodnotách glykemie.41 Hladinu glukózy je možné stanovovat rovněž 
neenzymatickou cestou pomocí grafenových elektrod funkcionalizovaných dalšími nanočás-
ticemi. Metoda významně snižuje detekční limit stanovení. Například detekční limit glukózy 
při použití elektrod z redukovaného GO, funkcionalizovaného oxidem cíničitým, je 13,35 µm, 
při použití elektrod z GO, funkcionalizovaného měděnými nanokostkami, je limit dokonce 
250 nM.42 

Souběžně s glykémií jsou standardně hodnoceny také hladiny cholesterolu. Analýzy 
zahrnují enzymatické i neenzymatické metody, při kterých mohou být využívány vlast-
nosti uhlíkových nanočástic. U enzymatických metod je možné na povrch částic navázat 
například cholesterol oxidázu.43 U neenzymatických byla popsána funkcionalizace grafenu 
β-cyclodextrinem. Methylenová modř (redox indikátor) vytváří s nanomateriály relativně 
nestabilní komplexy, ve kterých může být nahrazována cholesterolem. To může být základem 
elektrochemické detekce (methylenová modř je uvolňována do média).44 

Uhlíkovými nanočásticemi lze detekovat také některé biomarkery spojované s neurodege-
nerativními onemocněními. Například grafen konjugovaný nanočásticemi zlata umožňuje sta-
novení plazmatických hladin α-synukleinu (Parkinsonova nemoc). Autoři Aminabad s kolegy, 
kteří tuto metodu popsali, uvádějí detekční rozsah 4–128 ng/ml.45 
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Nanouhlíkové biosenzory významně usnadňují a urychlují diagnostiku infekčních one-
mocnění. Například grafen konjugovaný se specifickými protilátkami může na svém povrchu 
vázat řadu patogenů (Escherichia coli, Salmonella typhimurium či virus Zika). GO nanomate-
riály zase dobře detekují virus dengue a rotaviry.46 V nedávné době se objevily studie, v nichž 
byly uhlíkové nanočástice s úspěchem použity k detekci SARS-CoV-2, a to nejen z tělních 
tekutin, ale také z vydechovaného vzduchu.47–49 Je zřejmé, že detekční metody založené 
na uhlíkových nanočásticích jsou ve většině případů efektivnější a levnější než standardní 
metody detekce patogenů.

Metoda „real-time“ monitorování je proces, při kterém je možné průběžně sledovat 
uvolňování neurotransmiterů v nervovém systému. Ku příkladu Wu s kolegy prezentovali 
implantovanou aptamer-grafenovou mikrotranzistorovou sondu, která u myší vysoce senzi-
tivně monitorovala uvolňování dopaminu ex vivo i in vivo. Časový monitoring neurotrans-
miterů – jak ukázala mimo jiné tato studie – výrazně přispívá k pochopení fyziologických 
zákonitostí změn nervového systému a je důležitým nástrojem pro vývoj léčby neurologic-
kých onemocnění.50

1.2 OCHRANA PROTI RTG ZÁŘENÍ

Diagnostické a terapeutické postupy používané v radiologii a nukleární medicíně představují 
zvýšené riziko expozice ionizujícímu záření pro pacienty i obsluhující personál. Optimálně 
by měly být materiály používané pro ochranu před tímto zářením netoxické, lehké a měly by 
vykazovat vysokou míru redukce průchodu záření. Aktuálně jsou dostupné tradiční, velmi 
hmotnostně těžké stínící materiály obsahující olovo. Další skupinu stínících materiálů tvoří 
směsi olova s jiným, lehčím, prvkem, například cínem. Tyto materiály jsou přibližně o 25 % 
lehčí než standardní olověná stínění. Do třetí skupiny pak patří materiály, ve kterých je olovo 
nahrazeno jiným prvkem, například cínem, antimonem, wolframem či vizmutem. Jedná se 
o lehčí materiály (zhruba o 35–40 % oproti olovu) s jednoduchou recyklovatelností po vyřa-
zení z provozu, která u stínění s obsahem olova není možná.

Další varianty materiálů, dále se přibližující k optimálním charakteristikám, by mohly být 
připravovány s využitím nanočástic. Například studie provedená Hashemim et al. testovala 
materiál (polyanilin) bez pokrytí GO a s pokrytím GO. Materiál pokrytý GO redukoval míru 
průchodu RTG záření významně více než materiál bez pokrytí.51 Bylo zjištěno, že nanokom-
pozit polyvinylidenfluoridu (PVDF) a síranu barnatého redukuje míru průchodu RTG záření 
zhruba o 9 %. Přidáním GO se míra redukce zvýšila zhruba na 25 %.52 CNT redukují míru 
průchodu významněji než pyrolytický grafit a fullereny (C60). Pokrytí textilie 25mm vrstvou 
CNT redukovalo průchod RTG zhruba o 70 %.53 Autoři Viegas et al. porovnávali stínící vlast-
nosti GO, pyrolytického grafitu, MWCNT a amorfního uhlíku (sazí) nanesených na PVDF. 
Nejvyšší míra redukce RTG záření byla zjištěna v případě GO.54 Autoři Zarei s kolegy navrhli 
stínící materiál tvořený polyanilinem, vločkami GO a komplexem wolfram-vismut-cín. Mate-
riál velmi efektivně redukoval míru průchodu RTG záření a autoři jej doporučili pro výrobu 
zástěr k ochraně pohlavních orgánů a štítné žlázy při RTG vyšetření.55 Autoři Türkaslan et al. 
modifikovali komerčně dostupné tkaniny, používané k výrobě plášťů pro klinický personál, 
nanočásticemi GO. Modifikované tkaniny významně redukovaly průchod RTG záření a sou-
časně byly i velmi flexibilní, skladné, lehké a prodyšné.56
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1.3 LÉČBA S VYUŽITÍM UHLÍKOVÝCH NANOČÁSTIC

1.3.1 Adsorpce, hemofiltrace a hemodialýza

Díky své vysoké adsorpční kapacitě mohou uhlíkové nanočástice odstraňovat toxické látky 
ze systémové cirkulace (ionty, reaktivní intermediáty, prozánětlivé proteiny a toxické meta-
bolity). Autoři Yishan Zheng s kolegy popsali adsorpci prozánětlivých cytokinů IL-6, IL-8 
a TNF v cirkulaci na povrchu grafenu. Redukce hladiny cirkulačních cytokinů měla za násle-
dek zmírnění průběhu septických stavů a snížení rizika multiorgánového selhání s následným 
úmrtím na sepsi. Inkorporace grafenu do flexibilního polytetrafluoroetylenového (PTFE) fil-
tru významně zvyšuje účinnost hemofiltrace.57 Seredych et al. hodnotili míru schopnosti gra-
fenu a grafenu kombinovaného s PTFE odstraňovat z cirkulace prozánětlivé cytokiny IL-6, 
IL-8 a TNF-α. Oba uvedené typy materiálů vykázaly velmi dobré výsledky (bylo dosaženo 
téměř 100% účinnosti).58 Obdobná míra účinnosti byla popsána také u ND při odstraňování 
IL-1β, IL-4, IL-6, IFN-γ a TNF-α.59 

Vedle prozánětlivých cytokinů mohou CNM na svém povrchu adsorbovat také celou řadu 
endogenních substancí. Například studie Wua et al. popsala redukci vysokých hladin biliru-
binu v cirkulaci pomocí CNT s navázaným lyzinem a chitinem. Je však důležité poznamenat, 
že bilirubin vykazuje určitou míru toxicity vůči CNS; zvýšené hladiny bilirubinu jsou pak 
vyvolávány dysfunkcemi hepatobiliárního systému nebo mohou být důsledkem hemolýzy. 
Použití zmíněných modifikovaných CNT významně zvýšilo clearance bilirubinu.60 Muha-
mmad Ifran a jeho kolegové navrhli novou variantu hemodialyzační membrány, obsahující 
MWCNT. Autoři uvádějí biokompatibilitu, vysokou efektivitu filtrace (zejména při odstraňo-
vání močoviny a kreatininu) a sníženou míru „zanášení membrány“ (až o 30 %).61 Adsorpce 
na povrchu CNM je využívána také pro snižování hladin cholesterolu (rizikový faktor atero-
sklerózy a hepatosteatózy) a uplatňuje se u léčby geneticky podmíněných hypercholestero- 
lémií.62

1.3.2 Fotodynamická terapie

Fotodynamická terapie (FDT) je využívána k cílené destrukci nádorových buněk pomocí 
reaktivních kyslíkových intermediátů (ROS). ROS (OCl-, OH-, H2O2, O2, 1O2, .OH, .O2

-, 
.O2

-2) vznikají v široké škále po expozici CNM světlu o určitých vlnových délkách. Například 
SWCNT indukují primárně superoxidový aniont (.O2

-), zatímco GQD spíše singletový kyslík 
(1O2).63,64 FDT je považována za velmi účinnou neinvazivní terapii s minimálními nežádou-
cími systémovými účinky. Pro aktivaci nanočástic je často používáno NIR, které penetruje do 
hlubších tkáňových vrstev než UV záření.65,66 FDT je používána také k léčbě bakteriálních 
a mykotických infekcí. Cuadrado et al. testovali antibakteriální a antimykotické účinky nano-
kompozitu složeného z GO a MWCNT. Nanokompozit byl přidán k bakteriálním a myko-
tickým kulturám a následně vystaven dávce ozáření 65 mW/cm2 / 630 nm. Tímto postupem 
byly deaktivovány struktury Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Candida albicans. 
V případě použití samotného GO byly deaktivovány pouze struktury bakterií.67 Chen et al. 
prokázali, že funkcionalizovaný GO účinně deaktivuje (po expozici odpovídajícímu záření) 
struktury meticilin rezistentního Staphylococcus aureus.68
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1.3.3 Fototermální terapie 

Fototermální terapie (FTT) je velmi blízká FDT a v praxi lze úspěšně obě metody kombino-
vat. FTT je založena na schopnosti CNM (většinou GO nebo CNT) transformovat světelnou 
energii na teplo. Tento proces umožňuje selektivní likvidaci nádorových buněk a uvolňování 
léčivých substrátů adsorbovaných na povrchu CMN (Obrázek 1).69,70 

Jako v případě FDT je i FTT minimálně invazivní, selektivní, dobře kontrolovatelná ve 
smyslu lokalizace a rozsahu použití a kombinovatelná s jinými terapiemi. Příkladem může 
být lokální nebo systémová chemoterapie u léčby nádorových onemocnění. Protinádorová 
léčiva jsou navázána na CMN a následně dopravena do postiženého tělního kompartmentu. 
Zde po ozáření NIR dochází k uvolnění tepla a navázaných léčiv. Postup významně zvyšuje 
účinnost onkologické léčby. 

Obrázek 1. Princip fototermální terapie 
GO je v prvním kroku redukován na rGO a následně funkcionalizován vybranými substráty (například 
léčivy či proteiny; zelené ovály). Po vystavení funkcionalizovaného rGO záření NIR (I, II) dojde k uvolnění 
tepla i navázaných substrátů.
(Drahomíra Holmannová; pro přípravu obrázku byl použit: Servier Medical Art. Servier, licensed under a Creative  
Commons Attribution 3.0 Unported License.)



30

In vitro a in vivo studie prokázaly, že pomocí FTT lze efektivně léčit nádory prsu, plic, 
močového měchýře a maligní melanom.71,72 Důležitá je skutečnost, že při FTT dochází, ved-
le destrukce nádorových buněk, k indukci protinádorové imunitní odpovědi. Apoptotické 
a nekrotické buňky při tomto procesu uvolňují s nádory asociované antigeny s charakterem 
DAMP (damage/danger-associated molecular patterns – molekuly, které iniciují a zároveň 
udržují neinfekční zánětlivou odpověď), stimulující vrozenou i specifickou imunitu.73 

Autoři Cheng et al. použili CNM s navázaným docetaxelem k léčbě metastáz v lymfatic-
kých uzlinách u myší. Nanočástice byly po aplikaci do cirkulace preferenčně vychytávány 
v uzlinách s metastatickými buňkami. Po laserové iradiaci došlo k lokálnímu uvolnění léku 
a lokálnímu zvýšení teploty, což vedlo k destrukci nádorových buněk.74 Yunjian Li s kolegy 
popsali použití ND při léčbě karcinomu tlustého střeva u potkanů, při které byly ND s navá-
zaným léčivem aplikovány orálně. Po adekvátním časovém úseku byla oblast tlustého střeva 
ozářena NIR-II, což mělo za následek lokální zvýšení teploty a uvolnění navázaného léčiva. 
Terapie vedla k významnému omezení růstu nádoru.75 Pro FTT je možné využít také mezopo-
rézní uhlíkové nanočástice, které mají vyšší absorpční koeficienty než grafen nebo SWCNT 
a v oblasti NIR-I a NIR-II indukují silnější fototermální i fotoakustický signál.76

1.3.4 Výroba vakcín

Vakcíny jsou základním nástrojem primární prevence infekčních onemocnění, nicméně je 
lze s úspěchem využít i v terapii nádorových onemocnění či v imunoterapii. Velmi zjedno-
dušeně můžeme říci, že vakcíny předkládají imunitnímu systému antigen, proti němuž se 
má rozvinout imunitní obranná reakce.77 Důležitou součástí vakcíny však není jen složka 
nesoucí antigenní informaci, ale také „adjuvans“, které aktivuje imunitní systém. Jak již bylo 
zmíněno výše, na povrch CNM lze adsorbovat velké množství různorodých agens, včetně 
mikrobiálních a nádorových antigenů (či jiných imunogenních molekul), které zvyšují imu-
nitní odpověď po očkování, a tedy i produkci protilátek a vznik paměťových buněk. Navíc 
poměrně dobře stimulují vrozenou imunitu. Nanočástice mohou v tomto procesu sloužit jako 
nosiče i jako adjuvans.78 V experimentech in vivo (myši, potkani) byla porovnávána účinnost 
standardní vakcíny a vakcíny využívající CNT s navázanými antigeny patogenů a nádorových 
buněk. U vakcíny s CNT byla zaznamenána významně vyšší úroveň imunitní odpovědi. Byla 
zvýšena produkce neutralizujících specifických IgG proti patogenům a cytolytická aktivita 
T lymfocytů namířená proti patogenu nebo nádorovým buňkám.79 Dong et al. popsali expe-
riment s chřipkovou vakcínou využívající GO funkcionalizovaný polyetyleniminem. Po apli-
kaci myším vyvolala vakcína silnou protilátkovou i buněčnou imunitní odezvu, která dosta-
tečně chránila před infekcí po vystavení patogenu.80 Autoři Ho et al. použili v experimentu 
na myších chřipkovou vakcínu obsahující ND. Po aplikaci došlo k trojnásobnému navýšení 
produkce neutralizačních protilátek v porovnání s běžnou vakcínou.81

1.3.5 Platformy/nosiče léčiv

Při systémovém podávání je někdy obtížné dosáhnout dostatečných koncentrací léčiva v cílo-
vých kompartmentech (místech nádoru nebo infekce). Další zvyšování dávek bývá problema-
tické z důvodu zvýšeného rizika poškození zdravých tkání. V předchozím textu bylo zmíněno, 
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Obrázek 2. Nanočástice jako nosič léčiva
Na grafen je v prvním kroku navazován doxorubicin a receptor pro specifický antigen, který je exprimován 
cílovými buňkami. V druhém kroku komplex interaguje s antigenem a membránou a vstupuje do buňky, kde 
dochází k uvolnění navázaného léčiva.
(Drahomíra Holmannová; pro přípravu obrázku byl použit: Servier Medical Art. Servier, licensed under a Creative 
Commons Attribution 3.0 Unported License.)

že modifikací CNM je možné dosáhnout jejich preferenční kumulace v určitých typech tkání. 
CNM disponují velkou adsorpční plochou, na kterou mohou být navazována léčiva ve vyso-
kých koncentracích, případně i kombinace léčiv. Použitím CNM jako nosiče tak lze dosahovat 
potřebných koncentrací léčiv v místech jejich maximálního účinku (Obrázek 2). 

V buňkách je léčivo z komplexu CNM nosiče uvolňováno teplotou, změnou pH nebo 
enzymy.82 Zacílení léčby vede ke snížení hladiny léčiva v celém systému a tím i ke snížení 
pravděpodobnosti výskytu nežádoucích reakcí. 

Mezi CNM, které lze takto funkcionalizovat, bývají často řazeny CNT, grafeny a ful-
lereny. Funkcionalizujícími substráty bývají protinádorová a antimikrobiální léčiva či pro-
teiny (například monoklonální protilátky).83 V probíhajících experimentech in vitro i  in 
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vivo jsou na CNM navazovány cisplatina, oxaliplatina, doxorubicin, metotrexát, paklitaxel, 
tamoxifen a rituximab.84 Například Lay et al. navázali na polyetylenglykolované MWCNT 
(PEG-MWCNT) paklitaxel a tento komplex inkubovali s nádorovými buněčnými liniemi 
HeLa (karcinom děložního čípku) a MCF-7 (karcinom prsu). PEG-MWCNT vykazovaly 
nízkou cytotoxicitu a vysokou účinnost v likvidaci nádorových buněk (po uvolnění pakli-
taxelu).85 Yu et al. připravili CNT s PEG, estradiolem a loboplatinou, což představuje tera-
peutickou kombinaci pro léčbu nádorů prsu. Účinek této kombinace byl potvrzen v in vitro 
i in vivo studiích. Důležitým zjištěním bylo, že na rozdíl od standardní protinádorové léčby 
měla léčba s účastí CNT méně systémových nežádoucích účinků a účinnost si udržela i při 
nižších dávkovacích schématech.86 Jako nosič lze použít také GO. Buskaran et al. navázali na 
GO protokatechovou, chlorogenní a listovou kyselinu, což vedlo k úspěšné likvidaci buněk 
karcinomu jater. Obdobně jako u předchozí práce byla pozorována dostatečná účinnost tera-
peutického komplexu i při relativně nízkých koncentracích léčiva.87 

Léčba s využitím CNM může být zacílená také pomocí molekul, které jsou exprimovány 
určitými typy buněk. Například nádorové buňky obecně exprimují vyšší množství receptorů 
pro kyselinu listovou. CNM s povrchově adsorbovanou kyselinu listovou budou tedy atra-
hovány k nádoru. K zacílení je možné použít rovněž specifické antigeny nádorových bu- 
něk či patogenů, resp. monoklonální protilátky, které se na antigeny a receptory cílových 
buněk vážou.88–90 Li et al. použili komplex GO s navázaným doxorubicinem v kombinaci se 
specifickým antigenem HN-1. Nanočástice byly intenzivně vychytávány buňkami orálního 
skvamózního karcinomu (CAL27), na který byly zacílené. Účinnost komplexu převyšovala 
účinnost samotného doxorubicinu.91 

Kromě grafenu a jeho derivátů a CNT je možné jako nosiče použít také fullereny. I tento 
typ nanočástic je možné osadit léčivy, např. 5-aminolevulenovou kyselinou nebo doxorubi-
cinem. Takto vzniklý komplex je schopen proniknout až do buněčného jádra.92,93 Snadný 
prostup tělními bariérami je obecně velkou výhodou CNM nosičů. Řada z nich proniká i přes 
hematoencefalickou bariéru a může léčiva dopravovat do CNS (léčba gliomů).94 

Vedle protinádorové léčby se CNM mohou uplatňovat i v dalších terapiích, například 
v procesu reparace poškozených tkání, kdy jsou na povrch CNM navazovány růstové faktory. 
Příkladem může být vaskulární endotelový růstový faktor (VEGF), který podporuje angio-
genezi v ischemií poškozené srdeční tkáni. CNM mohou transportovat také látky s antimi-
krobiálním účinkem.38,95,96 Pokud hovoříme o antimikrobiálním efektu nanočástic, je nutné 
zmínit skutečnost, že ten mají i samotné nanočástice. Mohou urychlovat virovou clearance 
a pomáhají překonávat bakteriální antibiotickou rezistenci (Escherichia coli, Staphyloco-
ccus aureus, Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas aeruginosa, 
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium). Jejich přirozené antimikrobiální účinky 
je možné dále zvyšovat adsorpcí nanočástic stříbra.97 CNM mohou být využity také v léčbě 
zánětlivých onemocnění (například nespecifických střevních zánětů). Na jejich povrch jsou 
v tomto případě adsorbovány protizánětlivé či imunomodulační látky, které zasahují do prů-
běhu zánětlivé odpovědi.98



33

1.3.6 Genová terapie

CNM se uplatňují také jako nosiče genetické informace v genových terapiích.99 Běžně se 
v genové terapii používají jako nosiče viry a touto formou je možné do buňky a jádra vnášet 
plazmidovou DNA, miRNA či siRNA.82,100,101 Genomové součásti pak mohou regulovat či 
inhibovat genovou expresi cílových genů (selektivně je blokovat). Postup je využíván napří-
klad u léčby nádorových onemocnění, kdy lze blokací vybraných genů omezit dělení a růst 
nádorových buněk.

Andersen et al. publikovali metodu genové terapie s využitím SWCNT, na jejichž povrch 
navázali specifickou siRNA. V experimentu provedli inkubaci buněk karcinomu sliniv-
ky (PANC-1) ve dvou variantách, a to se samostatnou siRNA a dále s komplexem siRNA 
a SWCNT. Volná siRNA pronikala do buněk velmi obtížně, komplex siRNA a SWCNT však 
dosáhl transfekce téměř 92 %. Po internalizaci se siRNA uvolnila a interagovala s cílovým 
mutantním genem K-Ras, což vedlo k poklesu exprese mRNA K-Ras zhruba o 67 %.102 
Studie autorů Wang et al. popsala experiment s komplexem GO s navázanou siRNA, který 
autoři inkubovali s buňkami karcinomu prsu. I v tomto případě pozorovali vysokou míru 
internalizace komplexu a inhibici dělení a růstu nádorových buněk.103

Podobným způsobem je možné využít také grafeny, fullereny, GQD a ND.101

Pomocí genové terapie je možné léčit také řadu dalších patologických stavů. Příkladem 
může být inhibice zánětlivých procesů u nealkoholické hepatosteatózy cestou zacílení siRNA 
na CCR5 gen, tento výzkum je zatím ve fázích testování in vitro.104 Využití genové terapie 
je stále rozšířenější a použití biokompatibilních nanočástic je pro elevaci její účinnosti jed-
noznačně přínosné.

1.4 STENTY A BIOKOMPATIBILNÍ UHLÍKOVÉ NANOMATERIÁLY 
V ORTOPEDII, KARDIOLOGII A STOMATOLOGII

Biokompatibilita je nejdůležitějším předpokladem pro použití materiálů v medicíně. Běžně 
se pracuje se standardními netoxickými materiály, jejichž biokompatibilita je dále zvyšována 
speciálními povlaky. Tímto postupem lze vyrábět například stenty, kloubní náhrady nebo 
srdeční a zubní implantáty. Povrchová aplikace CNM na standardní materiály zlepšuje nejen 
jejich biokompatibiltu, ale i fyzikálně-chemické vlastnosti finálního produktu. CNM zlepšují 
odolnost, pevnost, hemokompatibilitu a antitrombotické vlastnosti materiálů, zvyšují míru 
reepitelizace a regenerace, zabraňují restenóze a chrání před infekcemi a tvorbou biofilmu.105

Nerezová ocel s označením 316L vykazuje velmi dobrou biokompatibilitu a je dobrým 
kandidátem pro výrobu srdečně-cévních stentů. Negativem v jejím případě je skutečnost, že 
může zvyšovat riziko trombóz a restenóz. Vellayappan et al. zjistili, že pokrytí stentů vyro-
bených z oceli 316L s několika vrstvami grafenu výrazně zlepšuje jejich fyzikálně-chemické 
vlastnosti a snižuje trombogenitu a riziko restenózy.105 Autoři Wawrzyńska et al. uvedli, že 
úprava oceli 316L pomocí grafenu nejenže nezvyšuje toxicitu takto upraveného materiálu 
vůči buňkám lidského primárního arteriálního endotelu (HPCAEC), ale naopak podporuje 
jejich adhezi, proliferaci a metabolickou aktivitu, což v konečném efektu podporuje regenera-
ci poškozené cévy. Navíc se díky grafenu snižuje adheze trombocytů a tím i tvorba trombů.106 
Zajímavou studii provedli Ösmer Burak İstanbullu a Gulsen Akdogan, kteří navázali SWCNT 
metodou spin-coating na stenty vyrobené z 316L, 316LVM, CoCr-slitiny a Ti-slitiny. Takto 
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ošetřené stenty byly více inertní, nereagovaly se složkami a buňkami krve a také lépe odolá-
valy poškození. Autoři dále uvádějí, že polarizační odpor 1,433 kΩ cm2 a elektrochemická 
impedance 1,07 kΩ cm2 povlakem SWCNT zvýšily na 142,8 kΩ cm2 a 141,3 kΩ cm2, tj. zvý-
šila se korozní odolnost, a to až k 90 % v případě 316LVM se SWCNT.107

CNM jsou používány také pro výrobu umělých srdečních chlopní. Například Hastalex, 
který je tvořen funkcionalizovaným poly(carbonat-urea)urethanem (GO PCUU), má výborné 
mechanické vlastnosti, hemokompatibilitu a je odolný proti vzniku kalcifikací. Umělé srdeční 
chlopně je dále možné modifikovat polyuretanem a CNM s navázaným heparinem, což výraz-
ně snižuje koagulaci a riziko vzniku trombů.108,109 

U kardiostimulátorů je problémem nízká kapacita baterií a nutnost jejich periodické 
výměny. Některé studie prokázaly, že GO v kombinaci s polyvinylidendifluoridem by mohl 
fungovat jako nanogenerátor v samonapájecích kardiostimulátorech. Když autoři Azimi et al. 
implantovali takto upravené kardiostimulátory psům, zjistili, že nanogenerátor je schopen zís-
kávat energii 0.487 μJ z každého srdečního úderu. Tato hodnota je vyšší než prahová energie 
nutná pro stimulaci lidského srdce.110 V kardiologii se mohou uplatnit také ND, které snižují 
riziko vzniku trombů, omezují adhezi a aktivaci trombocytů a inhibují tvorbu fibrinových 
depozit. Navíc disponují protimikrobiálními účinky.111

CNM nacházejí uplatnění i v ortopedii a ve stomatologii. Nanomateriály na povrchu 
náhrad a implantátů podporují regeneraci, přilnutí osteoblastů k náhradě a proliferaci. Tím 
se zlepšuje a urychluje vhojení náhrady a vznik kvalitní kostní tkáně. CNM rovněž zvyšují 
odolnost povrchu náhrad proti poškození a otěru a prodlužují jejich životnost.112 

Ve stomatologii je možné přidávat ND do zubních výplňových hmot, což zvyšuje pev-
nost v ohybu, pružnost a drsnost povrchu a snižuje otěr. Pro prevenci stomatitidy spojené se 
zubními náhradami je důležitá skutečnost, že ND v zubní pryskyřici snižují adherenci Can-
dida albicans.113–115 Obdobně lze do stomatologických výrobků přidávat i CNT, které mají 
antibakteriální účinky a potlačují i Streptoccoccus mutans, který je součástí zubního kazu. 
CNT aplikované na scaffoldech podporují významně regeneraci kostní tkáně po resekci zubů 
a vkládání implantátů. Implantáty pokryté CNT zvyšují pravděpodobnost jejich úspěšného 
vhojení do kosti.116

1.5 SCAFFOLDY, REGENERAČNÍ MEDICÍNA

CNM jsou biokompatibilní a mohou pozitivně ovlivňovat životaschopnost, diferenciaci, dedi-
ferenciaci, proliferaci a adhezi mnoha typů buněk. Tyto vlastnosti předurčují použití CNM 
v systémech scaffoldů, umožňujících rychlou regeneraci tkání. Nejčastěji se jedná o tkáně 
nervového, kardiovaskulárního a pohybového systému (Obrázek 3).117,118 

Ve studiích tymů autorů Ning Liho a Rossany Rauti byl popsán pozitivní vliv grafenu na 
růst myších neuronů z hipokampu a na zvýšení počtu neuritů a prodloužení jejich délky. Gra-
fen rovněž podporuje synaptogenezi a neurální aktivitu.119,120 Zhou et al. implantovali sca-
ffold s grafenem potkanům po poranění mozku, které bylo spojené se zánikem buněk a roz-
vojem zánětu. Přítomnost scaffoldu ve striatu a v subventrikulárním prostoru vedla k omezení 
aktivace mikroglií a astrocytů (potlačení zánětu), což se v konečné fázi projevilo nižší mírou 
zjizvení mozkové tkáně.121 Jak ukázali Yan Zhang, Shu Qang a Ping Yang, GO a CNT jsou 
schopné indukovat diferenciaci myších embryonálních buněk do dopaminergních neuronů, 
což by mohlo být využíváno při léčbě Parkinsonovy nemoci.122 
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CNM trojrozměrné verze scaffoldů imitují mikroprostředí nervové soustavy a pozitivně 
ovlivňují chování neuronů a formování nervové tkáně. Severino et al. aplikovali neurony 
z hipokampu na trojrozměrný grafenový scaffold. Byla pozorována intenzivní proliferace 
neuronů a tvorba nových spojů. V porovnání s dvojrozměrnými scaffoldy docházelo i k vyšší 
míře synchronicity.123 Lopéz-Dolado et al. implantovali potkanům trojrozměrný GO sca-
ffold do oblasti míšního poškození. Následkem byla zvýšená intenzita regeneračních procesů 
v míše a zvýšená úroveň angiogeneze. Rovněž byly zjištěny nové neurony, axony a funkční 
cévy.124

Vedle CNS ovlivňují CNM také regeneraci periferního nervového systému. Autoři Zhao 
et al. popsali pozitivní vliv scaffoldu s grafenem na růst a proliferaci Schwannových buněk.125 
Ke stejným výsledkům dospěli také Pi et al., kteří v první části své studie kultivovali Schwa-
nnovy buňky se scaffoldem s CNT a neurotropním faktorem. Bylo pozorováno zvýšení proli-
ferace, růstu a produkce myelinu. Ve druhé části studie byl tento scaffold použit na poškozený 
sedací nerv, což mělo za následek obnovení jeho funkcí.126 

Obrázek 3. Regenerační potenciál nanočástic
CNM (například grafen) mohou podporovat diferenciaci kmenových buněk a tvorbu tkání (například  
vytvoření myokardu či součástí nervové soustavy).
(Drahomíra Holmannová; pro přípravu obrázku byl použit: Servier Medical Art. Servier, licensed under a Creative  
Commons Attribution 3.0 Unported License.)
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Kromě tkání nervové soustavy mohou uhlíkové nanočástice zlepšovat i stav kostí, chru-
pavek, pokožky a svalové tkáně.127 Poškození kostí (v důsledku úrazů) se v některých přípa-
dech špatně hojí a vyžaduje operační řešení s použitím kostních štěpů. Problémem je ovšem 
jejich dostupnost a výrazně by pomohla příprava této funkční tkáně v laboratorních pod-
mínkách.128 Experimentální studie potvrzují, že CNM podporují diferenciaci kmenových 
buněk do osteoblastů a zvyšují osteogenezi a ektopickou tvorbu kostní tkáně. Například 
autoři Nie et al. popsali použití trojrozměrného porézního nanohydroxyapatitového scaffoldu 
s GO, který v in vivo experimentu na králíkovi s cirkulárním defektem kalvy (4mm průměr) 
umožnil jeho rychlé a plné vyhojení. Scaffold významně podpořil osteogenezi, buněčnou 
proliferaci a vznik kolagenových depozit.129 K obdobným výsledkům došla i studie autorů 
Daneshmandiho et al., ve které byl použit trojrozměrný scaffold s funcionalizovaným grafe-
nem a fosforečnanem vápenatým. Scaffold indukoval diferenciaci lidských mezenchymálních 
kmenových buněk do osteoblastů v in vitro experimentu a navodil rychlé vyhojení defektu 
kalvy v experimentu in vivo na myších.130 Li et al. použili k léčbě defektu femorálního epi-
kondylu u králíků implantát z titanové slitiny pokryté grafenem. Grafenový povrch významně 
urychlil osteogenezi a kvalita nově vytvořené kosti, kostní mineralizace a vrůst implantátu 
do kosti byly lepší než u kontrolní skupiny, která dostala implantát bez grafenového krytí.131

CNM prokázaly svou účinnost také při regeneraci oční sítnice. Poškození sítnice je spo-
jeno s ireverzibilním zhoršením zraku a slepotou a jedinou možností, jak zrak zlepšit/obnovit 
je regenerace sítnice. Autoři Chemla et al. popsali, že CNT a uhlíková nanovlákna (CNF) 
podporují diferenciaci lidských embryonálních kmenových buněk do prekurzorových buněk 
fotoreceptorů, které by mohly být v klinické praxi (v rámci regeneračního procesu) implan-
továny do oční sítnice.132 

Kardiovaskulární onemocnění patří k nejčastějším příčinám populační morbidity a mor-
tality. Ischemická choroba srdeční vede k nevratnému poškozování srdečního svalu, který 
má limitovanou regenerační kapacitu. Dochází tak postupně k neléčitelným ztrátám srdeč-
ních funkcí, případně až k srdečnímu selhání. Zatím jedinou formou terapie tohoto stavu je 
transplantace srdce (ta má ovšem své zásadní omezení v podobě omezené dostupnost orgá-
nu). Studie dokladují, že CNM, aplikované v podobě scaffoldu nebo injikované v podobě 
hydrogelů (samostatně či s kmenovými buňkami), mohou indukovat regeneraci poškozené 
srdeční tkáně. Scaffoldy z CNM imitují extracelulární matrix, dávají mechanickou podporu 
a stimulují signály pro maturaci a diferenciaci kmenových buněk. Jejich velkou výhodou je 
biokompatibilita, mechanické vlastnosti a elektrická vodivost, nutná pro vytvoření funkční 
srdeční tkáně. Smith et al. použili ve své studii scaffold z PEG a scaffold z PEG/GO osazené 
neonatálními myocyty z komor potkanů. Scaffold z PEG/GO významně zvýšil úroveň růstu 
srdečních buněk, jejich vodivost i kontraktilitu.133 Autoři Saravanan et al. připravili biodegra-
dabilní chitosanový scaffold s GO/zlatými plátky a testovali jej v experimentech in vitro a in 
vivo (na izolovaném srdci a na potkaním modelu infarktu myokardu). Scaffold byl netoxický 
vůči buňkám potkaního hladkého svalu a fibroblastů a lidským kardiomyocytům a neaktivo-
val imunitní systém (nevyvolával zánětlivou odpověď) v prostředí in vitro. V potkaním mode-
lu byl indukován infarkt podvazem jedné z větví levé koronární arterie a aplikován připravený 
scaffold. Po pěti týdnech bylo pozorováno (dle EKG) zlepšení srdeční vodivosti, přenosu 
vzruchů a kontraktility v postižené tkáni. Ultrazvukové vyšetření potvrdilo zvýšení ejekční 
frakce.134 Nutno doplnit, že regenerace srdce (i ostatních tkání) významně závisí na stavu 
cévního systému. Scaffoldy s uhlíkovými nanočásticemi zlepšují angiogenezi a přispívají 
k obnovení krevního průtoku v poškozených oblastech.38 V této souvislosti potvrdila studie 
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autorů Mukherjee et al., že GO a redukovaný GO významně zvyšují úroveň angiogeneze.135 
Polykaprolaktonový scaffold s GO, připravený Quianem et al., podpořil nejen růst Schwan
nových buněk, ale také angiogenezi, která je nezbytná pro regeneraci poškozeného nervu.136

Regenerační potenciál CNM je využíván i při hojení poškozených částí kůže, obzvláště 
v situacích obtížně se hojících ran. Například diabetická poškození kůže (rány) jsou velmi 
rezistentní k jakékoli léčbě a mohou skončit i amputacemi končetin. Literatura uvádí, že pou-
žití CNM snižuje riziko infikování poškození kůže a urychluje její vyhojení s proliferací fibro-
blastů a reepitelizací, a to i v případě zmíněných diabetických ran či závažných popálenin.137 
Khalid et al. zjistili, že bakteriální celulóza, osazená MWCNT, indukuje u myší rychlejší 
uzávěr diabetické rány, reepitalizaci a vytvoření zdravé granulační tkáně. Nově vytvořená 
tkáň vykázala snížené hladiny prozánětlivých cytokinů (IL-1α a TNF-α) a zvýšené hladi-
ny vaskulárního endotelového růstového faktoru (VEGF).138 Antimikrobiální účinky CNM, 
v tomto případě grafenu, potvrdili Du et al. Nitrocelulózová membrána s grafenem, přiložená 
na myší ránu, zabránila infekci Escherichia coli a Staphylococcus aureus a urychlila uzavření 
a vyhojení rány.139 

1.6 ZÁVĚR

CNM mají jedinečné fyzikálně-chemické vlastnosti, které umožňují jejich využití v klinické 
medicíně. Mohou výrazně zefektivnit, zrychlit, zpřesnit i zlevnit mnohé diagnostické i tera-
peutické postupy. Mohou najít uplatnění v tak zásadních klinických oborech, jako je onko-
logie (diatnostika i léčba), biochemie či regenerační medicína. V současné době však stále 
vyvstává nedořešená otázka toxicity CNM. Zatímco využití v klinické biochemii či při EKG 
a EEG představuje minimální riziko, u přímého podání musíme zvažovat riziko toxicity a pří-
nosu CNM. Ve prospěch využití CNM v klinické praxi hovoří fakt, že se často jedná o jed-
norázové vystavení nepříliš vysokým dávkám CNM. Vyšším rizikem je opakované podání či 
podání vysokých dávek. 
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2 �
TOXIKOKINETIKA A BIOLOGICKÉ 
INTERAKCE UHLÍKOVÝCH 
NANOMATERIÁLŮ

Chování uhlíkových nanomateriálů (CNM) v biologických systémech je ovlivňováno mnoha 
faktory a prozatím neumožňuje formulaci ucelenějších závěrů. Konečný toxický/terapeutický 
účinek CNM silně závisí na fyzikálně-chemických vlastnostech, aplikačních (expozičních) 
cestách, charakteru distribuce v organismu, způsobech prostupu částic do intracelulárního 
prostředí a na mechanismech indukce buněčné toxicity. Uvedené faktory modulují interakce 
CNM s buněčnými membránami, buněčnou internalizaci a interference s buněčnými funk-
cemi. Z pohledu toxikokinetiky mohou CNM zasahovat do všech hlavních pochodů, které 
ovlivňují osud xenobiotik v organismu (absorpce, distribuce, kumulace, biotransformace 
a eliminace).

2.1 FYZIKÁLNĚ-CHEMICKÉ VLASTNOSTI

Uspořádání atomů v nanočásticích (krystalická struktura) významně ovlivňuje funkčnost 
CNM.1 Podle krystalické struktury lze rozlišit sférické CNM (například fullereny a nano-
diamanty), jednorozměrné CNM (například CNT), dvojrozměrné CNM (například grafen) 
a trojrozměrné CNM (například nanodiamanty a grafit).2

Velikost a povrch částic významně modifikují jejich absorpci, distribuci, kumulaci, bio-
transformaci a eliminaci. Velikost částic determinuje prostup CNM do systémové cirkulace 
po všech formách expozice, mimo aplikaci nitrožilní (v případě agregace částic je determinu-
jícím faktorem velikost agregátů). Menší částice mají obecně vyšší míru translokace s vyšší 
biologickou dostupností. Po vstupu do systémové cirkulace jsou částice s průměrem vět-
ším než 2 µm separovány plicními kapilárními cévami. Menší částice se distribuují do tkání 
a orgánů (mimo kostní dřeň) a velmi malé částice s průměrem pod 100 nm vstupují (vedle 
ostatních tkání a orgánů) i do kostní dřeně.2,3

Vlastnosti povrchu CNM, reprezentované především nábojem, hydrofilitou/hydrofobitou 
a funkčními skupinami, určují charakter jejich interakcí s biologickými systémy. Ty mohou 
mít povahu elektrostatických či hydrofobních interakcí, vodíkových vazeb nebo π–π inter-
akcí.4,5 Vysoká interakční aktivita může významně omezovat prostup a chování částic CNP 
v biologickém systému.

Povrchový náboj významně určuje míru translokace částic do intracelulárního prostředí. 
Kladně nabité částice jsou translokovány snadněji než částice neutrální či částice záporně 
nabité. Povrchový náboj ovlivňuje rovněž vazbu částic na plazmatické proteiny, jejich průnik 
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hematoencefalickou bariérou a jejich interakce s krevními buňkami (hemolýzu a agregaci 
krevních destiček).6 Pozitivní povrchový náboj bývá často spojován s toxickými projevy 
a prozánětlivým potenciálem. Bylo prokázáno, že vyšší hustota pozitivního povrchového 
náboje úzce souvisí s oxidačním stresem, mitochondriální dysfunkcí a produkcí IL-8.7,8

Rovněž tvar částic významně modifikuje proces jejich přestupu přes buněčnou membránu 
do intracelulárního prostředí (endocytózu).9 Různé tvary částic jsou pohlcovány odlišnými 
způsoby, přičemž endocytóza sférických CNM je obecně rychlejší než endocytóza jiných 
tvarů (tyčinky, pláty nebo hranoly).6 Tvar má vliv i na variabilitu distribuce absorbovaných 
částic v organismu. Například fullereny (kulatý tvar) a CNT (tubulární tvar) sice vykazují 
podobný distribuční obraz, avšak liší se charakterem kumulace v retikuloendoteliálním sys-
tému (RES). Oxidované vícestěnné uhlíkové nanotrubice (MWCNT) a oxid grafenu (GO) 
s velmi podobnými povrchovými funkcemi prezentují zcela odlišné distribuční obrazy.7,10 
Tvar částic má rovněž vliv na toxicitu. Například MWCNT (na rozdíl od sférických částic) 
jsou schopny blokovat autofagický tok.11 Expozice makrofágů RAW246.7 nanočásticím sazí 
(carbon black) a nanografitu vyvolala apoptózu a nekrózu, zatímco MWCNT tento efekt 
nevykázaly.12,13

Povrchová modifikace/funkcionalizace (kovalentní a nekovalentní formy) se často pou-
žívá k ovlivnění biologických vlastností/stability, biokompatibility, biologické rozložitelnos-
ti, farmakokinetiky, distribuce, kumulace a toxicity CNM. Povrch může být modifikován 
širokou škálou atomů a molekul, včetně polymerů.2 Mezi typické modifikátory lze zařadit 
kovy, např. stříbro, zlato, dále polyethylenglykol (PEG), fluorescenční sondy, kyselinu ethy-
lendiamintetraoctovou (EDTA) atd.14,15

Tvorba korony představuje spontánní adsorpci biomolekul, zejména proteinů, na povrch 
CNM.16 Proteinová korona se může skládat ze stovek proteinů, které mění velikost CNM, 
jejich náboj, morfologii, stav agregace a charakter interakcí s jinými molekulami. Těmito 
cestami může korona ovlivňovat absorpci, distribuci, kumulaci, biotransformaci i eliminaci 
CNM.17 Kromě uvedených typických toxikologických deskriptorů může proteinová korona 
významně ovlivňovat i aktivitu imunitního systému (aktivaci komplementu) a koagulaci.18–20

Mezi další důležité faktory, které ovlivňují chování CNM v biologických systémech, patří 
agregace, povrchová energie, chemická reaktivita a biologické prostředí (pH, iontová síla, 
viskozita a anorganické či organické sloučeniny), stabilita částic, mezimolekulární interakce, 
tvorba komplexů, proces přenosu náboje a konformační změny biologických makromolekul 
při interakcích s částicemi.7,21

2.2 APLIKAČNÍ (EXPOZIČNÍ) CESTY A DISTRIBUCE 
V ORGANISMU

Míra a intenzita toxického účinku CNM úzce souvisí s velikostí dávky a formou expozice. 
Základními expozičními formami, které přicházejí v životním (pracovním) prostředí obec-
ně v úvahu, jsou inhalace, ingesce a dermální expozice.22,23 Nejčastější formou medicínské 
aplikace bývá naproti tomu aplikace intravenózní, která představuje téměř 100% biologickou 
dostupnost.24

Inhalační absorpce vede k vysoké akumulaci částic v respiračním traktu s jejich následnou 
translokací do přilehlých struktur (pohrudnice, poplicnice) a do systémové cirkulace. Para-
lelně dochází k jejich eliminaci z organismu prostřednictvím mukociliárního systému.25,26 
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K absorpci a následné translokaci do systémové cirkulace dochází rovněž po perorální expo-
zici. Po intraperitoneálním podání se částice dostávají do kontaktu s orgány v dutině břišní 
a různou měrou prostupují do jejich tkání.27,28

Prostup CNM do tkání závisí na typu buněk, jejich proliferační a regenerační aktivitě a na 
obranných mechanismech jejich povrchových vrstev (přítomnost povrchově aktivních látek, 
slzného filmu či hlenu a pohyb řasinek).29 Některé tkáně a orgány jsou schopny ve zvýšené 
míře CNM vylučovat (ledviny, dýchací cesty), jiné, zejména retikuloendoteliální tkáně, CNM 
kumulují (lymfatické uzliny, plíce, slezina, játra).30,31

Hlavním mechanismem záchytu CNM v RES je pravděpodobně opsonizace. Snížení míry 
této formy záchytu je možné dosáhnout oslabením interakcí mezi CNM a opsoniny, například 
cestou redukce povrchového náboje nebo zvýšením hydrofility částice.32 Jednu z nejúčin-
nějších forem funkcionalizace CNM za účelem dosažení proteinové rezistence představuje 
potažení částic PEG.33,34 Výsledky studií uvádějí, že CNM pokryté PEG cirkulují déle a jsou 
RES zachycovány méně. Další důležitou vlastností CNP je jejich schopnost procházet hema-
toencefalickou bariérou.35,36

2.3 PROSTUP DO INTRACELULÁRNÍHO PROSTŘEDÍ 
A MECHANISMY BUNĚČNÉ TOXICITY

Na buněčné úrovni závisí translokace CNM do intracelulárního prostoru především na 
míře a charakteru interakcí částic s buněčnou membránou, které jsou, společně s interakce-
mi částic s vnitrobuněčným prostředím hlavními determinujícími faktory buněčné toxicity 
a genotoxicity.6,37 

Mezi nejznámější formy internalizace nanočástic jsou řazeny fagocytóza, makropinocytó-
za a mikropinocytóza, endocytóza závislá na klatrinu, endocytóza nezávislá na klatrinu, endo-
cytóza závislá na kaveolinu, difúze atd.38–40 CNM tak mohou pronikat přímo do cytoplazmy, 
mohou do ní být uvolňovány z endozomů nebo mohou být internalizovány do vezikul vytvo-
řených z buněčné membrány během endocytózy (endozomy, fagozomy a pinozomy).41,42 

V intracelulárním prostředí CNM interagují s mitochondriemi, endoplazmatickým reti-
kulem a jádrem. Mohou ovlivňovat genom a interferovat se signálními cestami. V závislosti 
na charakteru CNM dochází v intracelulárním prostředí k jejich modifikaci. CNM (či jejich 
modifikované formy) jsou z buněk odstraňovány exocytózou.43

Mezi nejznámější mechanismy buněčné toxicity (indukované CNM) patří narušování 
buněčných membrán, včetně membrán organel a jádra (poškození buněčné integrity a funkcí 
organel), tvorba reaktivních forem kyslíku (ROS), interakce s enzymy, změny stability buněč-
ného skeletu, změny buněčného cyklu, redukce mitózy, indukce apoptózy, interakce s DNA, 
indukce genové transkripce (prozánětlivé cytokiny) a epigenetických změn, změny replikace 
a translace, narušení opravných mechanismů DNA, spuštění zánětlivé odpovědi, sestavování 
multiproteinových komplexů (inflamazomů), produkce prozánětlivých cytokinů, uvolňování 
alarminů a prezentace intracelulárních antigenů.12,44
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2.4 ZÁVĚR

CNM představují vysoce heterogenní skupinu látek, jejíž členové se výrazně odlišují svými 
fyzikálně-chemickými vlastnostmi, a hlavně chováním v živých organismech. Mají různou 
schopnost pronikat do organismu a tkání, interagovat s buňkami a vstupovat do nich, ovliv-
ňovat buněčnou aktivitu, a jsou také různě úspěšně eliminovány z organismu, tj. někdy může 
docházet ke tkáňové kumulaci. Velmi pestrá paleta interakcí s vnějším i vnitřním prostředím 
se tak stává základem pro jejich široké využití CNM nejen v medicíně, ale i v dalších oborech 
lidské činnosti. Zároveň s tím je však nutné mít na paměti, že CNM mohou vykazovat také 
určitou míru toxicity a vést k poškození životního prostředí, flóry a fauny včetně člověka. 
V následujících kapitolách bychom se oběma aspektům chtěli věnovat podrobněji.
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3 �
RESPIRAČNÍ TOXICITA

Dýchací systém je řazen k nejvýznamnějším cestám vstupu škodlivin do organismu. Inhalační 
expozice uhlíkovým nanomateriálům (CNM) může indukovat širokou škálu reakcí, včetně 
patologických procesů reprezentovaných rozvojem akutního nebo chronického zánětu s infil-
trací tkáně imunitními buňkami a zvýšenou hladinou oxidačního stresu. Dalšími příklady 
patologických dějů souvisejících s expozicí CNM mohou být poškození genomu a rozvoj 
nádorového bujení. Důležitým fenoménem patologických procesů je změna složení mikrobio-
ty dýchacích cest indukovaná expozicí, která zánět a související poškození dále posiluje. Na 
buněčné úrovni dochází v důsledku inhalační expozice CNM k narušení buněčných membrán, 
apoptóze, poškození DNA, epigenetickým změnám, mitochondriální a lysozomální dysfunk-
ci, narušení cytoskeletu a mitózy, transformaci buněk a k formování kolagenních deposit (fib-
rotizace) či tvorbě granulomů. CNM nepoškozují pouze respirační epitel, s nímž jsou v první 
fázi vniknutí do dýchacích cest v přímém kontaktu, ale také podslizniční tkáň, kde se nachází 
svalovina dýchacích cest a další tkáně. Ovlivňují též složení surfaktantu. 

Intenzita a rozsah poškození respiračního systému je dán fyzikálně-chemickými vlast-
nostmi CNM. Velikost, průměr, tvar, plocha a komponenty navázané na povrch částic (funk-
cionalizace) modifikují vstup částic do různých regionů dýchacího systému. Zde mohou 
CNM vytvářet depozita nebo mohou být translokovány mimo dýchací cesty mechanismem 
transcytózy skrze epitelové buňky (a bariéru vzduch–krev) nebo mechanismem translokace 
pomocí fagocytujících buněk. Další možností jejich translokace je mukociliární či fagocytární 
clearance. Penetrační potenciál mají hlavně vláknité nanočástice, které se poměrně snadno 
dostávají do pleury, lymfatických uzlin, jater, ledvin, kardiovaskulárního systému a mohou 
vyvolávat řadu orgánových onemocnění.1–3 Některé CNM ve tkáních perzistují; příkladem 
může být grafen, který zůstává deponován ve tkáních delší dobu než jeho oxidované formy, 
které jsou snáze rozložitelné enzymy exprimovanými neutrofily (například myeloperoxidáza) 
či oxidačními procesy.4

Bylo uvedeno, že CNM mohou vyvolávat nežádoucí reakce akutního či chronického cha-
rakteru. Z tohoto důvodu jsou některé z nich v pracovním prostředí považovány za rizikové.5 
V roce 2013 vydal National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) bulletin, 
v němž shrnuje výsledky padesáti čtyř in vivo studií, ve kterých byla experimentální zvířata 
exponována jednovrstevným (SWCNT) a vícevrstvým (MWCNT) nanotrubicím. Expozice 
vyvolávaly lokální i systémovou odpověď, která zahrnovala zánět, tvorbu granulomů a plicní 
fibrózu.6 V roce 2014 klasifikovala International Agency for Research on Cancer (IARC) 
MWCNT-7 jako skupinu 2B, tedy jako potenciální lidský karcinogen.7 
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3.1 IN VITRO STUDIE

In vitro pokusy testující respirační toxicitu byly doposud nejčastěji prováděny na primárních 
bronchiálních epitelových buňkách, alveolárních epitelových buňkách, rezidentních imunit-
ních buňkách a na vrstvách, které chrání sliznici dýchacích cest (například na surfaktantu). 
Většina těchto studií prokázala toxické účinky CNM v podobě indukce zánětu a senescence, 
zvýšení hladiny oxidačního stresu, poškození DNA, epigenetických změn a změn v proteo-
mu a lipidomu. Nejčastěji testovanými CNM jsou grafen, oxid grafenu (GO) a jeho deriváty, 
uhlíkové nanotrubice (CNT) a uhlíkové nanorohy (CNH).

Autoři Frontiñan-Rubio et al. testovali na normálních lidských bronchiálních epitelových 
buňkách (NHBE) a na nádorových buňkách lidského plicního karcinomu (A549) toxicitu 
GO, vícevrstevného grafenu (FLG) a malého vícevrstevného grafenu (sFLG). Již po šesti 
až dvaceti čtyřech hodinách indukovala expozice CNM četné buněčné nekrózy a apoptózy. 
Cytotoxicita se zvyšovala po dobu sedmi dní, 90% úmrtnosti buněk bylo dosaženo při kon-
centracích 5 µg/ml. Jako rezistentnější vůči expozici se jevila buněčná kultura A549.8 

V jiných studiích hodnotily týmy vedené Nafisehem Nasirzadehem a Srikanthem Val-
labanim toxicitu grafenu a GO na dvou typech buněk dýchacích cest. Jednalo se o buněč-
nou linii A549 a nenádorovou plicní epitelovou buněčnou linii (BEAS-2B). V obou studiích 
byla potvrzena cytotoxicita obou testovaných CNM. Toxicita byla závislá na výši a délce 
expozice. Inhibiční koncentrace grafenu (IC50) byla 40653 µg/ml, koncentrace bez účinku 
0,059 µg/ml.9,10

Hodnocení cytotoxického účinku derivátů grafenu vůči buňkám respiračního traktu se 
věnovala i skupina autorů Mittal et al. Ve svém experimentu porovnávala cytotoxický účinek 
GO, teplem redukovaného GO a chemicky redukovaného GO na BEAS-2B a A549 buněčné 
linie. I tato skupina autorů prokázala závislost míry respirační toxicity na fyzikálně-chemic-
kých vlastnostech CMN. Vyšší toxicitu vykazovaly částice s redukovanou laterální velikostí 
a vyšším počtem funkčních skupin. Zajímavým poznatkem bylo zjištění, že různé typy GO 
indukují rozdílné typy buněčné smrti. Smrt byla ve většině případů vyvolána zvýšenou hla-
dinou oxidačního stresu. Jako senzitivnější se v těchto experimentech jevila buněčná linie 
A549.11 

Velmi důležitou kapitolu v testování respirační toxicity CNM tvoří experimenty s CNT. 
Například autoři Azari et al. studovali toxicitu krátkých a dlouhých MWCNT (8–26 nm 
a 2,11–7,20 μm) a grafitu vůči buněčné linii A549. Oba typy MWCNT vykazovaly cytotoxi-
citu již od koncentrace 8 μg/ml, zatímco u grafitu byla hraniční koncentrace 16 μg/ml. Auto-
ři nalezli významně zvýšené úrovně oxidačního stresu a peroxidace lipidů. Oba ukazatele 
negativně korelovaly s viabilitou buněk. Z testovaných materiálů vykazoval nejnižší toxicitu 
grafit.12 Ve studii Barthel et al. byla testována toxicita dvou typů MWCNT (NM-403 a Mit-
sui-7) vůči buněčné linii BEAS-2B. Buňky byly exponovány koncentracím 0,125-1 µg/cm2 
po dobu šesti týdnů. Již po čtyřech týdnech expozice indukovaly oba typy MWCNT nevrat-
né morfologické změny, epiteliální mezenchymální tranzici, mitotické abnormality a tvorbu 
mikrojader.13

Poněkud odlišné výsledky prezentovali Phuyal et al. Ani třináctitýdenní expozice nená-
dorových buněk lidského bronchiálního epitelu (HBEC-3KT) MWCNT (koncentrace 
1,92 mg/cm2 a 0,96 mg/cm2) neovlivnila viabilitu buněk a nepoškozovala jejich DNA. Na 
druhou stranu autoři pozorovali sníženou míru buněčné proliferace, zvýšenou hladinu oxi-
dačního stresu a změny proteomu a lipidomu. Posledně uvedené zahrnovalo zvýšenou expresi 
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proapoptotických molekul Bax, HIF-1α (hypoxia-inducible factor 1-alpha) a HSP70 (heat 
shock protein 70). Poněkud překvapivé byly nálezy zvýšených koncentrací triglyceridů, sfin-
gomyelinu, ceramidů, fosfatidyletanolaminů a cholesterolu.14 

Některé CNM zřejmě zasahují i do epigenetických charakteristik biologických systémů 
formou změn genomových metylací. Autoři Li et al. exponovali buněčnou linii A549 níz-
kým koncentracím fullerenu, MWCNT a SWCNT. Z výsledků vyplývá, že již koncentra-
ce 0,1 mg/l zvyšovaly míru globální metylace a redukovaly expresi DNA metyltransferázy, 
hlavně DNMT3b. Pozorovaný jev ovlivňuje expresi řady genů, což má za následek změny 
v proteomu.15 Další důkazy o schopnosti CNM zasahovat do exprese genů přinesla studie 
autorů Chena et al. Jejich experiment byl prováděn na buňkách BEAS-2B, které byly expo-
novány po dobu šesti měsíců subchronickým dávkám SWCNT (0,1 μg/ml). Autoři pozorovali 
spuštění maligní transformace aktivací signálních cest Akt/p53/Bcl-2, zvýšení exprese pro-
teinů z rodiny Ras a antiapoptotického Bcl-2, snížení exprese proapoptotické molekuly Bax 
a destabilizaci exprese p53.16 

Ve studii autorů Spannbruckera et al. se prokázalo, že CNM disponují potenciálem 
k navození buněčné senescence (charakteristický znak stárnutí). V první z těchto studií byly 
potkaní plicní epitelové buňky RLE-6TN exponovány CNM s komerčním názvem Printex 
90 (zbavených endotoxinů). Expoziční dávky bez prokázané cytotoxicity měly za následek 
nevratnou redukci proliferace (a kumulaci) proteinů blokujících buněčný cyklus (p21 a p16), 
tedy navodily senescenci. Snížila se též aktivita redox senzitivní histonové deacetylázy SIRT1 
a koncentrace konexinu-43. Také výsledky druhé studie přinesly důkazy o tom, že MWCNT 
mohou v buňkách BEAS-2B indukovat senescenci, zvyšovat oxidační stres a omezovat jejich 
proliferaci. Dále byl pozorován nárůst exprese proteinů p21 a p16, β-galaktosidázy (enzy-
mu asociovaného se senescencí), nárůst exprese TGFβ (transforming growth factor β; poly-
peptidový faktor s potenciálem exacerbace senescence) a poškození DNA v podobě tvorby 
γH2A.X.17,18

Výše uvedený CNM Printex 90 byl předmětem i další studie, tentokrát autorů Ji et al. 
V jejich experimentu byly Printexu 90 exponovány buňky zdravé bronchiální sliznice a buň-
ky chronickou bronchitidou změněné sliznice. Expozice měla za následek nárůst intenzi-
ty oxidačního stresu a indukci zánětu, spojeného se zvýšenou expresí chemokinu CXCL-8 
a matrixové metaloproteázy 9. Biologická odpověď na expozici byla silnější v případě tká-
ně změněné chronickou bronchitidou. V souladu s obecnými toxikologickými principy lze 
předpokládat, že osoby se zánětlivými onemocněními respiračního traktu budou vnímavější 
k toxickému působení CNM.19

Další skupinu častěji testovaných CNM tvoří CNH. I u těchto nanočástic byl prokázán 
toxický potenciál pro respirační systém, přičemž charakter a intenzita biologické odpovědi je 
modifikována především velikostí částic a typem experimentální buněčné linie. Například ve 
studii provedené autory Schramm et al. byly buňky A549, buňky nemalobuněčného broncho-
alveolárního karcinomu (NCI-H322) a buňky primárního lidského nosního epitelu (HNEpC) 
exponovány frakcím CNH (60–80 nm a 60–200 nm). Expozice snižovala viabilitu všech 
uvedených buněčných linií, narušovala buněčný metabolismus a redukovala mitochondriální 
aktivitu. Míra poškození se lišila podle typu buněčné linie; jako nejsenzitivnější (vůči expo-
zici CNH) se jevily buňky HNEpC.20

V experimentální in vitro toxikologii se stále více rozšiřuje používání tkáňových modelů. 
Obecně se předpokládá, že jednovrstvé buněčné kultury neposkytují takový rozsah toxiko-
logických informací jako trojrozměrné struktury, které se charakterem více přibližují tkáním 
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a orgánům. V dosud provedených experimentech zaměřených na respirační toxicitu byly vyu-
žívány vícevrstvé kultury a trojrozměrné modely složené z různých typů buněčných linií (bron-
chiální epitel, alveolární fibroblasty, myocyty a imunitní buňky). Tyto experimentální struktury 
ve většině případů potvrdily, že CNM mohou závažně poškozovat buňky respiračního traktu. 
Například autoři Barosova et al. připravili experimentální model, v němž byly zastoupeny 
buňky A549, fibroblasty (MRC-5) a makrofágy (THP-1). Tato buněčná směs byla jednorázově 
(po dobu 24 hodin) a opakovaně (po dobu 96 hodin) exponována dvěma typům aerosolizova-
ných MWCNT (Mitsui-7 a Nanocyl) o koncentracích 2–10 μg/cm2. Dlouhodobá, tedy opako-
vaná expozice indukovala zánětlivou odpověď a redukovala hladinu glutathionu. K podobné-
mu výsledku došli i Chortarea et al., kteří prezentovali trojrozměrný model epitelové bariéry 
dýchacích cest. Opakovaná třídenní expozice MWCNT o koncentracích 25, 125 a 250 mg/ml 
redukovala hladinu glutathionu (kratší expozice k patologickým změnám nevedly).21,22 

Autoři Di Cristo et al. studovali vliv opakované expozice GO na trojrozměrné rekonstruk-
ci lidské bronchiální tkáně. Expoziční koncentrace (maximálně 20 μg/cm2 po dobu 4 týdnů) 
byly extrapolovány z hodnot alveolární depozice CNM, které odrážejí celou pracovní dobu 
expozice člověka. Výsledky neprokázaly významné toxické účinky GO ve smyslu sníže-
ní viability buněk a narušení integrity plicní tkáně. Opakovaná expozice však po 14 dnech 
spustila prozánětlivou odpověď, narušila bariérové funkce epitelu a způsobila akumulaci 
autofagozomů (proces vyplývající z blokády degradace autofagozomů). Výsledky naznačují, 
že opakovaná expozice GO vytváří „časové okno“ (v této studii zhruba 30 dnů opakova-
né expozice), ve kterém inhibice autofagie zvyšuje senzitivitu exponovaných osob k plic-
ním infekcím a plicním onemocněním. Autoři zdůrazňují význam fyziologicky relevantních 
modelů a expozičních koncentrací (odvozených od reálných expozic) pro získání výchozích 
dat využitelných v procesu hodnocení zdravotních rizik.23

Poněkud atypický cílový expoziční objekt zvolili autoři Hu et al., kteří sledovali vliv 
GO na surfaktant dýchacích cest. Surfaktant se nachází na sliznici respiračního traktu a má 
ochranný charakter. Z výsledků vyplynulo, že expozice GO vytváří v surfaktantu póry a touto 
cestou snižuje jeho biofyzikální a ochranné funkce.24 Podobné výsledky prezentovali i autoři 
Dorota Kondej a Tomasz Sosnowski, podle kterých expozice CNT a CNH (expoziční koncen-
trace 0,2–0,8 mg/ml) mění v závislosti na dávce elasticitu, viskozitu a mechanické vlastnosti 
surfaktantu.25

In vitro studie tedy přinášejí důkazy o tom, že CNM vykazuje toxicitu vůči respiračnímu 
traktu, nejen k buněčným liniím samotným, ale také k trojrozměrným modelům a ochranným 
prvkům dýchacích cest. To může mít výrazný negativní dopad na živé organismy.

3.2 IN VIVO STUDIE

Testování respirační toxicity CNM in vivo bývá prováděno nejčastěji formou inhalační nebo 
intratracheální aplikace (expozice). Tyto formy umožňují sledování účinků jak lokálních (na 
plicní tkáně), tak i systémových (po absorpci CNM z plicní tkáně do systémové cirkulace). 
Výsledky studií často uvádějí zvýšení hladiny oxidačního stresu, indukci zánětu a maligní 
transformace. Vedle lokálních plicních komplikací byly popsány také extrapulmonální pato-
logie, vznikající v důsledku translokace CNM z dýchacích cest do kardiovaskulárního sys-
tému, jater a ledvin. Míra expozicí indukovaného poškození závisí na fyzikálně-chemických 
vlastnostech CNM a na rychlosti jejich eliminace z organismu. 
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MWCNT jsou patrně nejčastěji testovanými CNM v in vivo studiích respirační toxicity. 
Například autoři Sager et al. exponovali potkany (formou celotělové inhalace) MWCNT-7. 
Inhalovaná kumulativní dávka (koncentrace za daný čas se pohybovala mezi 22,5 až 
180 mg/m3 a byla podávána po tři dny šest hodin denně. Pozornost autorů byla zaměřena jak 
na projevy toxicity, tak i na změny genových expresí. MWCNT-7 byly detekovány v plic-
ní tkáni, kde indukovaly mírné až středně závažné patologické změny, například zvýšení 
buněčnosti (kumulace zánětlivých imunitních buněk v plicní tkáni), zesílení alveolárních sept, 
alveolitidu, fibrotické změny a vznik granulomů. Provedená bronchoalveolární laváž odha-
lila zvýšenou hladinu laktátdehydrogenázy a zvýšené počty alveolárních makrofágů a poly-
morfonuklárních leukocytů. Byly zjištěny změny exprese genů ovlivňujících karcinogenezi, 
leukocytární migraci, zánětlivou odpověď, mitózu a adhezi. Charakter změn byl dávkově 
závislý.26

Autoři Alswady-Hoff et al. sledovali změnu délky telomer a fibrotické procesy u myší 
po intrapleurální (injekční) expozici MWCNT (5 a 50 µg/myš). Po expozici byly zjištěny 
závažné fibrotické změny v pleuře a indukce zánětu a hyperplazie v mezoteliálních buňkách. 
Došlo k nárůstu exprese genů, které jsou zapojeny do těchto procesů. Rovněž bylo pozoro-
váno zkrácení telomer v buňkách pleury a plic exponovaných zvířat (zkracování telomer je 
jedním ze znaků biologického stárnutí).27 Změny v genové expresi po expozici MWCNT 
popsali také týmy Khaliullin et a. a Rahman et al. V první studii byly myši faryngeálně 
exponovány suspenzi MWCNT (40 μg/myš). Nanočástice penetrovaly do plicní tkáně, kde 
způsobovaly fibrózu a vyvolávaly vznik granulomatózních lézí a aglomerátů makrofágů. Byla 
detekována změna exprese mRNA v plicní tkáni i v plné krvi. Změny expresí se týkaly genů, 
které souvisely s výše popsanými patologiemi. Jednalo se například o geny zodpovídající za 
aktivaci imunitních buněk a jejich maturaci.28 Ve druhé studii byly myši intratracheálně expo-
novány dvěma MWCNT (Mitsui-7 nebo NM-401) v různých dávkách (36 a 109 μg/myš nebo 
26 a 78 μg/myš). Z výsledků vyplývá, že nanočástice perzistovaly v plicní tkáni ještě 90 dní 
po expozici. Expozice oběma typům MWCNT měla za následek poškození DNA, indukci 
zánětu a fibrózy a zvýšení exprese proteinu p53.29

Zásahy do exprese genů a poškození DNA jsou úzce spjaté s rizikem karcinogeneze. Ve 
studii Saleh et al. byli potkani exponováni dvouvrstvým nanotrubicím (DWCNT) v dávkách 
0,125, 0,25 a 0,5 mg/potkan nebo MWCNT-7 v dávce 0,5 mg/potkan, a to obden po dobu 
15 dní. Potkani byli sledováni následující dva roky. Z výsledků vyplývá, že DWCNT dlou-
hodobě perzistovaly v plicní tkáni, indukovaly zánět a zvyšovaly počty makrofágů a expresi 
cytokinů. U potkanů s MWCNT došlo k tvorbě depozit kolagenu a fibrotizaci, ta byla patrná 
také u nejvyšší dávky DWCNT. Ta také významně zvyšovala riziko pleurálního mezote
liomu.30

K podobným výsledkům došli i jiní autoři. Například Gaté et al. porovnávali respirační 
účinky expozice MWCNT o různé délce, průměru, ploše a funkcionalizaci. Studie byla pro-
vedena na potkanech, kteří byli exponováni NM-401 (dlouhé, tlusté MWCNT) nebo NM-403 
(krátké, tenké MWCNT). Expozice byla prováděna intratracheálně (jednorázově) nebo inha-
lačně (opakovaná 28denní expozice). Všechny expoziční scénáře indukovaly zánět v plicní 
tkáni, který byl spojený s influxem neutrofilů. Nejvyšší míra poškození, včetně fibrotizace, 
byla nalezena u potkanů, kteří byli vystaveni nejvyšším dávkám NM-401.31 Autoři Numano 
et al. ve své studii porovnávali toxické účinky intratracheální expozice potkanů uhlíkovým 
nanovláknům VGCFTM-H (dávky 0,2, 0,4 a 0,8 mg/kg) a MWCNT-7 (dávky 0,4 a 0,8 mg/kg; 
doba expozice osm týdnů). Z výsledků vyplývá, že vyšší míru poškození plic a pleury induko-
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vala expozice MWCNT-7. Poškození zahrnovalo intenzivní zánět, buněčnou infiltraci plicní 
tkáně, alveolární, pleurální a brániční fibrózu a proliferaci plicního mezotelu.32 V jiné studii 
exponovali autoři Numano et al. intratracheálně potkany MWCNT-7 (jedenkrát týdně po 
dobu dvanácti týdnů; celková podaná dávka 1,5 mg/potkan). Autoři zjistili, že MWCNT po 
expozici translokovaly do pleurální dutiny, subpleurální tkáně a intrapleurálního prostoru; 
35 týdnů po poslední expozici došlo k tvorbě mezoteliomů. Vznik mezoteliomů po aplikaci 
MWCNT potvrdili také Wang et al.33,34 

Poněkud odlišné výsledky prezentovali Kasai et al. V jejich studii byli potkani 104 týdnů 
inhalačně exponováni MWCNT-7 o koncentracích 0,02, 0,2 a 2 mg/m3. Histologické vyšet-
ření tkáně pleury prokázalo přítomnost hyperplastických změn a fokální fibrózy, ale tento 
nález byl pozorován pouze u samců. U žádného ze zvířat nebyl zjištěn mezoteliom, na druhou 
stranu ale byly nalezeny nenádorové změny v dýchacích cestách (například bronchoalveolární 
hyperplazie) a maligní plicní nádory (bronchoalveolární karcinom, adenoskvamózní karci-
nom a adenokarcinom).35

Z pohledu ochrany zdraví člověka má mimořádný význam studium dlouhodobých účinků 
expozice. Jednou z takových studií je práce Knudsen et al., která byla zaměřena na histolo-
gickou analýzu plicní tkáně myší jeden rok po jednorázové intratracheální expozici 54 μg 
směsi jedenácti dobře charakterizovaných MWCNT. Analýza potvrdila perzistenci MWCNT 
v plicní tkáni. Krátké, tenké MWCNT vytvářely v plicní tkáni aglomeráty, zatímco dlouhé, 
tlusté byly v tkáni přítomny jednotlivě. Tenké spletené MWCNT vyvolávaly zánět s infiltrací 
tkáně makrofágy a tvorbu granulomů. Přirozené NRCWE-040 byly translokovány do jater 
a způsobovaly poškození DNA. Z výsledků je zřejmé odlišné chování různých typů MWCNT 
v organismu, včetně rizika jejich perzistence.36 Spletené MWCNT byly použity také ve studii 
autorů Kim et al. Potkani inhalovali různé dávky MWCTN (0,257, 1,439 a 4,253 mg/m3) po 
dobu 28 dní (6 hodin denně, 5 dní v týdnu). V závislosti na dávce vyvolávaly MWCNT záněty 
plic s tvorbou granulomů, zvýšeným počtem imunitních buněk a buněčnou smrtí. Retenční 
poločas nejvyšší koncentrace byl 35 dní, což je kratší poločas než pro rigidní MWCNT.37

V podobně zaměřené studii exponovali Honda et al. potkany intratracheálně jedné dávce 
dvou typů SWCNT (krátkým SWCNT; dávka 0,2 a 1,0 mg/kg) a dlouhým SWCNT (dávka 
1,0 mg/kg). Reakce respiračního traktu byla vyhodnocena za 26, 52 a 104 týdnů po expozici. 
Po 52 a 104 týdnech byl v plicích zjištěn zánět, depozita SWCNT a fibróza alveolárních sept. 
Vyšší poškození bylo nalezeno u potkanů exponovaných dlouhým SWCNT.38

Výše uvedené studie prokazují translokaci inhalovaných MWCNT z respiračního traktu 
například do pleury a pleurální dutiny. Studie autorů Mercera et al. prokázala translokaci 
MWCNT i do dalších tkání. Myši byly v jejich experimentu inhalačně exponovány MWNT-7 
(koncentrace 5 mg/m3, 5 hod/den) po dobu 12 dnů. V tracheobronchiálních lymfatických 
uzlinách myší byly nalezeny aglomeráty MWNT-7, jednotlivé MWNT-7 pak byly nalezeny 
v bránici, hrudní stěně, játrech, ledvinách, srdci a mozku. Depozita MWNT-7 byla vyšší 
336. den po ukončení expozice než během prvního expozičního dne.39

Vedle velmi často testovaných CNT (SWCNT a MWCNT) je pozornost věnována pocho-
pitelně i dalším CNM, zastoupených fullereny, grafeny, GO, sazemi (CB) a nanodiaman-
ty (ND). Například Caldeira et al. exponovali myši intratracheálně fullerenu (C60; dávka 
1,0 mg/kg). Expozice indukovala plicní zánět s velmi vážným poškozením terminálních 
dýchacích cest, kolapsem alveol, ztluštěním sept a s plicním edémem. Na buněčné úrovni 
došlo k mitochondriálním dysfunkcím, redukci produkce ATP a ke zvýšení oxidačního stresu. 
Fulleren tedy vykazoval značnou toxicitu pro respirační trakt.40 
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Grafen a materiály odvozené od grafenu (například GO) představují technologicky velmi 
významné CNM, nicméně ani u nich nelze vyloučit poškozující biologické účinky. Například 
autoři Kan et al. exponovali intratracheálně potkany GO. Ve své práci uvádějí, že expozice 
GO je spojena se zvýšenou expresí faktorů a aktivací dráhy kaspáza-1/p38MAPK/TGF-β1 
(dráha je zapojena do procesu fibrotizace plicní tkáně). Studie rovněž popisuje reversibilní 
poškození plicní tkáně, jater, slinivky a velmi vážné poškození varlat.41 

Autoři Poulsen et al. prokázali, že jednorázová intratracheální expozice myší GO a redu-
kovanému GO (rGO) (dávky 18, 54 nebo 162 μg/myš) narušuje transkriptom v plicní a jater-
ní tkáni (indukce zvýšení/snížení exprese různých genů). Expozice GO narušila již po prv-
ním dni od aplikace expresi genů 1363, 3302 a 2343. Redukovaný GO narušil expresi genů 
805 a 860 (dávky 54 a 162 μg). Během následujících devadesáti dní po expozici se počty 
rozdílně exprimovaných genů postupně snižovaly. Nejčastěji byly alterovány geny, které se 
podílí na rozpoznání patogenů (Tlr2, Myd88), geny ovlivňující aktivitu imunitního sytému 
(Il6, Cxcr5, Tgfβ1) a geny regulující lipidový metabolismus (Ldlr, Apoa2) a oxidační stres.42

Autoři Rodrigues et al. se zaměřili na studium vlivu různých velikostí částic GO 
a MWCNT na jejich biologické účinky u myší. Ve své práci použili různě velké částice 
GO (velké: 1–30 µm; malé: 50 nm až 2 µm; a velmi malé: menší než 300 nm). Ze skupiny 
MWCNT byly použity Mitsui-7. Aerosolizované CNM byly jednorázově aplikovány intrana-
zálně (dávka 50 µg/myš). Z výsledků vyplývá, že velké GO způsobovaly dlouhodobé poško-
zení plic (včetně tvorby granulomů) a indukovaly produkci zánětlivých cytokinů (patologické 
změny perzistovaly po dobu 90 dní). Po expozici malým a velmi malým GO docházelo k men-
šímu rozsahu poškození a k plnému vyhojení po 28 dnech. Mimoplicní translokace GO byla 
zaznamenána jen u malých GO, které byly nalezeny rovněž v trávicím traktu a v ledvinách.43 

Ve studii autorů Shin et al. byli potkani exponováni po dobu pěti dnů grafenu o různých 
koncentracích (0,68–0,94 mg/m3). Přímá toxicita v tomto experimentu prokázána nebyla, 
28 dnů od ukončení expozice byla zjištěna pouze infiltrace plicní tkáně makrofágy, které 
fagocytovaly nanočástice.44 Z uvedeného je zřejmé, že modifikace grafenu mohou dispono-
vat, v některých případech, vyšším toxickým potenciálem než grafen.

 Yanamala et al. porovnávali účinky kombinací různých druhů nanočástic (grafen, GO, 
rGO, MWCNT a CB; dávky 4 a 40 μg) o různých velikostech na orofaryngeálně exponova-
ných myších. Jedna skupina byla exponována kombinaci rGO a MWCNT a druhá grafenu, 
GO a CB. Zatímco u první skupiny myší byla detekována zánětlivá odpověď s následným 
vyhojením poškozené tkáně, ve skupině druhé došlo ke vzniku chronických změn (tvorba 
granulomů a fibróza). U obou skupin bylo zjištěno perzistující vaskulární poškození.45

Ve studii autorů Khosravi et al. byly myši vystaveny subakutní celotělové inhalační expo-
zici ND (koncentrace 3 µg/m3, tři hodiny denně, pět dní v týdnu; doba expozice 30 dnů). 
Autoři uvádějí nálezy zvýšených hladin oxidačního stresu v plicích, mozku a v srdci, mito-
chondriální dysfunkce a související snížení hladiny glutathionu. Přítomnost oxidačního stresu 
naznačuje možnost rozvoje zánětlivého procesu a poškození DNA.46

Závěrem chceme prezentovat studii autorů Ganguly et al., kteří porovnáli toxicitu ultra-
jemných uhlíkových nanočástic (CNM < 100 nm) dle různých typů podání. Myši vystavili 
CNM buď inhalačně (inhalace 4 nebo 24 hodin), nebo intraarteriálně ekvivalentem celkové 
inhalované dávky (koncentrace 440 μg/m3). Biologické vzorky byly analyzovány 4 a 24 hodin 
po vystavení CNM v případě inhalační expozice a po 4 hodinách v případě infuze). Inhalační 
expozice indukovala jak lokální plicní zánětlivou odpověď, tak systémovou zánětlivou odpo-
věď. Byly nalezeny zvýšené počty granulocytů a monocytů v periferní krvi a byly zjištěna 
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indukce zánětu v srdečně-cévním systému a v játrech (nejvyšší míra poškození byla zjištěna 
u srdečně-cévního systému). Byl též prokázán protrombotický efekt CNM. Arteriální infuze 
indukovala jen mírnou zánětlivou odpověď.47 

Výsledky in vitro i  in vivo studií svědčí o potenciální nebezpečnosti expozice CNM 
a o významném vlivu formy expozice na biologickou odpověď.

3.3 PRACOVNÍ EXPOZICE

V současné době existuje řada provozů, v nichž jsou vyráběny (nebo během výroby vznikají) 
CNM. Vzhledem k jejich mimořádným fyzikálně-chemickým vlastnostem (a praktickému 
uplatnění) lze předpokládat, že počet CNM technologií bude v nejbližším čase významně 
narůstat. S ohledem na výsledky studií in vitro a in vivo, které ve velké míře respirační toxi-
citu potvrzují, je naprosto nezbytné pokračovat zvýšenou měrou ve studiu expozičních rizik 
pro člověka. Významným „přitěžujícím“ faktorem humánní expozice CNM je subchronický 
až chronický charakter expozic (zejména v pracovním prostředí), kterému se experimentální 
studie in vitro a in vivo věnovaly zatím jen málo.48, 49

V oblasti humánních expozic CNM bylo provedeno několik studií, jejichž výsledky se 
příliš neliší od dat získaných z pokusů in vitro a in vivo. Humánní expozice vedla k systémové 
zánětlivé odpovědi, ke zvýšení oxidačního stresu a ke změně transkriptomu. 

Například studie autorů Leeho et al. sledovala devět pracovníků exponovaných MWCNT. 
U pracovníků nebyly zjištěny změny plicních funkcí, hematologické změny ani změny vybra-
ných biochemických parametrů. Analýza vydechovaného vzduchu však odhalila (v porovnání 
s kontrolami) zvýšená množství ukazatelů oxidačního stresu malondialdehydu, 4-hydroxy-
-2-hexenalu a n-hexanalu.50

Autoři Schubauer-Barigen et al. realizovali studii, v níž bylo zapojeno 108 pracovníků 
exponovaných CNT a nanovláknům. Ačkoli byly koncentrace CNM nízké, u 18 % z nich 
byly zjištěny CNM ve sputu. Nicméně ze spirometrického vyšetření vyplynulo, že u žádného 
zaměstnance nedošlo ke snížení plicních funkcí či k jejich patologickým změnám. Autoři 
uvádějí nález pozitivní asociace mezi respiračními alergiemi a koncentracemi a dobou expo-
zice CNM.51 

Ukazatele zánětu a fibrózy dýchacích cest u osob pracovně exponovaných MWCNT byly 
předmětem studie Fatkhutdinové et al. V jejich práci byla měřena míra inhalační pracovní 
expozice MWCNT (vnější průměr 8–15 nm, vnitřní průměr 4–8 nm, délka minimálně 2 µm) 
a byly odebírány vzorky tekutiny z nosní laváže, sputa a vzorky krevního séra 10 exponova-
ným osobám a 12 kontrolním neexponovaným osobám. Osoby byly exponované MWCNT 
po dobu delší než jeden rok. Expozice MWCNT zvyšovala hladiny vybraných prozánětlivých 
ukazatelů nejen ve sputu (IL-1β, IL-4, TNF-α, IL-5, IL-6, IL-8, a marker fibrotizačních plic-
ních procesů KL-6), ale také v séru (IL-1β, IL-4, TNF-α a protizánětlivý IL-10). Navíc byly 
detekovány vyšší hladiny TGF-β u exponovaných osob mladších 35 let v porovnání se starší-
mi exponovanými osobami a neexponovanými vrstevníky. Výsledky naznačují, že MWCNT 
mohou indukovat jak lokální zánětlivou a fibrotickou reakci v plicní tkáni, tak systémovou 
zánětlivou odpověď.52 

K podobným závěrům dospěli také kolektiv autorů Vlaanderena et al. V jejich studii par-
ticipovalo 22 pracovníků s prokázanou expozicí MWCNT a 39 kontrol (první fáze studie). 
O tři měsíce později byly opakovaně hodnoceny vybrané ukazatele u deseti pracovníků a šesti 
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kontrol (druhá fáze studie). U exponovaných osob byly v první fázi studie nalezeny zvýšené 
koncentrace chemokinů CXCL-11, CCL-20, bazického fibroblastového růstového faktoru 
(FGF-BASIC) a solubilního receptoru IL-1RII. Ke snížení došlo v případě IL-16 a CTAC 
(T-cell-attracting chemokine). Plicní funkce a hladiny surfaktantu A a D alterovány nebyly. Ve 
druhé fázi studie byl zjištěny vyšší hladiny CTAC, CCL-20 a FGF-BASIC. Na základě těchto 
výsledků se autoři domnívají, že expozice MWCNT má prozánětlivý a profibrotický charakter.53 

Ve studii Shvedova et al. byly zjištěny významné změny v expresi nekódujících RNA 
(lncRNA, miRNA) i mRNA u pracovníků exponovaných nejméně šest měsíců MWCNT. 
U osob vystavených MWCNT byla zachycena změna exprese 977 lcnRNA (expese 529 lcn
RNA se zvýšila, 448 lcnRNA se snížila), 11 miRNA (u sedmi zvýšená exprese u 4 snížená) 
a v případě mRNA to bylo 785 genů (292 bylo zvýšeno, 493 sníženo).

Jednalo se hlavně o geny zapojené do kontroly buněčného cyklu, buněčné proliferace, 
apoptózy a karcinogeneze. Často byla zvýšená aktivita nekódujících RNA, které zvyšují 
expresi genů kódujících prozánětlivé cytokiny a složky prozánětlivých signálních drah.54

3.4 ZÁVĚR

Dýchací soustava je v úzkém kontantu s látkami, které se nachází v ovzduší. Fyzikálně-
-chemické vlastnosti CNM předurčují jejich osud v organismu, v tomto případě v dýchacích 
cestách, tj. do jakých etáží dýchacích cest se dostávají, zda pronikají skrz dýchací soustavu až 
do krevního oběhu, kumulují se či jsou snadno eliminovány. Výsledky studií in vitro, in vivo 
i studií pracovních expozic naznačují, že expozice CNM mohou vést ke zvýšení oxidačního 
stresu, indukci zánětu a také měnit genovou expresi buněk. To vše jsou rizikové faktory, 
které mohou vést k destruktivním chronickým zánětům, fibrotizaci tkáně se ztrátou funkční 
tkáně a také k tumorigenezi. V případě přestupu CNM z dýchacích cest do krevního oběhu 
se mohou kumulovat v jiných tkáních a primárně poškozovat také samotný kardiovaskulární 
systém. V toxicitě CNM vůči dýchacímu systému hrají důležitou roli dávka a délka expozice. 
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4 �
KARDIOVASKULÁRNÍ TOXICITA

Kardiovaskulární onemocnění jsou řazena mezi nejčastější příčiny morbidity a mortality 
v populaci. Mezi známé rizikové faktory vzniku a progrese těchto onemocnění lze v posled-
ních desetiletích řadit i expozici uhlíkovým nanomateriálům (CNM). CNM vstupují do kar-
diovaskulárního systému většinou inhalačně, perorálně nebo transdermálně (průnik skrze 
tkáně do cévního řečiště). V případech terapeutického použití přichází pochopitelně v úva-
hu i vstup intravenózní. CNM mohou interagovat s endotelem cév a srdečních tkání. Mezi 
poškozující vlivy CNM patří zvýšená hladina oxidačního stresu, indukce zánětu, interakce 
s iontovými kanály a zvýšená úroveň apoptózy, popř. nekrózy buněk. Uvedené procesy vedou 
ke kardiovaskulárním dysfunkcím, arytmiím, změnám krevního tlaku, vazokonstrikci, atero-
skleróze, zvýšené koagulaci, hemolýze a k nežádoucí angiogenezi. Závažnou skutečností je 
také kumulace CNM v kardiovaskulárním systému.1,2 

Na druhou stranu ale nutno zmínit také výhody, které by pro kardiovaskulární systém moh-
ly CNM představovat. Konkrétně se jedná o využití některých CNM jako scaffoldů, umožňu-
jících diferenciaci buněk do podoby kardiomyocytů a podporujících jejich růst a generování 
elektrických impulzů. Takto vytvořené buněčné linie, či dokonce tkáně, by v budoucnu mohly 
být klíčovou součástí procesu regenerace srdeční tkáně.3

4.1 IN VITRO STUDIE

Většina in vitro studií byla prováděna na endoteliálních buňkách lidské pupečníkové žíly 
(human umbilical vein endothelial cells; HUVEC), na kardiomyocytech a na buňkách hladké 
svaloviny, která je součástí cévních stěn. Zajímavým jevem je diverzifikace biologické odpo-
vědi podle typu buněk. Zatímco při expozici vaskulárních buněk převažují toxické účinky 
CNM, v případě kardiomyocytů se jedná spíše o účinky protektivní, ve smyslu podpory jejich 
proliferace a jejich funkcí. 

V in vitro experimentech byly nejčastěji sledovány účinky grafenu, modifikací grafenu 
a uhlíkových nanotrubic (CNT). 

Autoři Hashemi et al. exponovali buněčnou kulturu HUVEC suspenzi oxidu grafenu (GO) 
a grafenovým kvantovým tečkám (GQD) 4, 24 a 48 hodin (koncentrace 7,8, 15,6, 31,2, 62,5 
a 125 μg/ml). Oba typy nanočástic, zejména ve vyšších koncentracích, snižovaly viabili-
tu buněk v důsledku narušení membránového potenciálu mitochondrií a následné indukce 
dějů vedoucích ke spuštění apoptózy. Po čtyřhodinové expozici buněk koncentraci 15 μg/ml 



65

(GO i GQD) byla pozorována zvýšená exprese miR-21 (nekódukující mikroRNA zapojená 
do karcinogeneze) a snížená exprese proapoptotického proteinu BAX, homologu fosfatá-
zy a TENsinu (phosphatase and TENsin homolog, PTEN). Snížená exprese antiapoptotické 
molekuly Bcl2 byla pozorována jen u expozice GO. Souhrnně lze říci, že expozice GO indu-
kovala významnější změny v expresích biomolekul.4

Kultivace buněčné kultury HUVEC s GO (25 a 50 μg/ml; 24 a 48 h) v experimentu autorů 
Cibecchini et al. vedla ke vzniku buněčných agregátů, k nárůstu hladiny oxidačního stresu, 
k poškození mitochondrií a k narušení struktury cytoskeletu. V důsledku těchto změn byla 
narušena schopnost buněk migrovat a vytvářet kapilární struktury. Byla tedy narušena angio-
geneze.5

Grafen a GO mohou poškozovat i erytrocyty. Autoři Liao et al. zjistili u obou druhů CNM 
hemolytickou aktivitu, přičemž významná míra hemolýzy se začala projevovat přibližně od kon-
centrace 50 μg/ml. Míra hemolýzy s rostoucí expoziční koncentrací souvisela s velikostí částic 
GO. Nejvyšší míra hemolýzy byla pozorována u nejmenších částic a dosahovala zhruba 90 %.6

Toxicita GO byla studována také na kardiomyoblastech (H9c2). Arbo et al. exponovali 
kardiomyoblasty po dobu 24 hodin koncentracím GO 20, 40, 60, 80 a 100 μg/ml. V souvis-
losti s expozicí pozorovali u buněk narušení mitochondriálních funkcí, zvýšení produkce 
volných kyslíkových radikálů a poškození struktury DNA.7 V obdobné studii exponovali 
Zhang et al. buněčnou kulturu H9c2 GO a redukovanému GO (50 μg/ml / 24 h). Oba CNM 
(silnější účinek vykazoval rGO) zvyšovaly míru apoptózy a hladinu laktátdehydrogenázy. 
Byla narušena funkce mitochondrií a zvýšena hladina oxidačního stresu.8

V rámci kardiovaskulárního systému je velmi zajímavá i oblast hematoencefalické barié-
ry, která je nezbytná jak pro ochranu, tak výživu nervové tkáně. Narušení cév může mít závaž-
né následky. Je tedy důležité zjistit, zda CNM mohou narušit i cévy/kapiláry v této lokalitě.

Autoři Rosas-Hernandez et al. zjistili, že nanočástice grafenu mohou narušovat hematoen-
cefalickou bariéru (HEB). Zvýšená permeabilita HEB je rizikovým faktorem pro poškození 
centrální nervové tkáně, což má za následek zrychlení degeneračních procesů. V experimentu 
uvedených autorů byly grafenu (koncentrace 50 a 100 μg/ml) exponovány mozkové mikro-
vaskulární endoteliální buňky (brain microvascular endothelial cells, BMEC). Tyto buňky 
jsou součástí HEB a u obou byly po expozici pozorovány zvýšené hladiny laktátdehydro-
genázy, zvýšený výskyt nekróz a zvýšená permeabilita endotelu. Vyšší dávky způsobovaly 
fragmentaci DNA, zvýšenou míru apoptózy, a naopak sníženou expresi okludinu (proteinu 
těsných mezibuněčných spojů).9 

Autoři Ardoña et al. analyzovali poškození HEB po expozici grafenu, redukovanému GO 
(rGO), částečně redukovanému GO a GO (5, 10, 25 a 50 μg/ml). Více oxidované formy gra-
fenu indukovaly významnější poškození a modifikovaly organizaci cystoskeletu (zvyšovaly 
endotelovou permeabilitu a tvorbu protruzí a filopodií buněk).10 Toxické vlivy na HEB byly 
prokázány také u mnohovrstevných nanotrubic (MWCNT). Autoři Yang et al. se zaměřili na 
vliv expozice MWCNT na permeabilitu HEB a za tímto účelem kultivovali kulturu BMEC 
s MWCNT (20 μg/ml / 24 h). Obdobně jako ve studiích zaměřených na expozici grafenu byla 
i zde pozorována zvýšená permeabilita HEB a snížená exprese okludinu. Vedle toho autoři 
zjistili změny dalších faktorů, které obecně zvyšují buněčnou permeabilitu. Konkrétně se 
jednalo o narušení exprese zonula occludens-1 (periferního membránového proteinu, který 
patří do rodiny proteinů charakterizujících těsné buněčné spojení; ZO-1) a o zvýšenou akti-
vitu hemikanálů, které podporují expresi konexinu 43 a pannexinu. Karboxylované formy 
MWCNT uvedené změny neindukovaly.11
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Dále budeme pokračovat toxicitou uhlíkových nanotrubic: Zhao et al. studovali vliv 
MWCNT na buněčnou kulturu HUVEC. V  jejich experimentu byly použity MWCNT 
s  různým průměrem (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 μg/ml / 24 h). Z výsledků vyplývá, 
že MWCNT snižovaly, v závislosti na koncentraci, viabilitu buněk. Nejsilnější účinek byl 
zaznamenám v případě expozice XFM4. U této expozice byla také zjištěna nejvyšší exprese 
IL-6, solubilních vaskulárních buněčných adhezních molekul 1 (VCAM-1) a volných kys-
líkových radikálů (ROS). V experimentu byl zjištěn i nárůst endoplazmaticko-retikulárního 
stresu a snížení míry autofagie. Vlivem expozice MWCNT došlo rovněž k zvýšení adheze 
THP-1 monocytů na HUVEC. Studie prokázala, že toxický účinek MWCNT závisí jak na 
dávce, tak i na průměru částic.12 

Studie autorů Longa et al. byla zaměřena na vztah mezi délkou MWCNT (0,5–2 μm 
a 10–30 μm) a jejich účinky na buněčnou kulturu HUVEC. Expozice zahrnovala koncentrace 
2, 4, 8, 16 a 32 μg/ml (doba expozice 24 hodin). Oba typy MWCNT byly buňkami inter-
nalizovány s lokalizacemi CNM v jádru a v mitochondriích. Kratší MWCNT vykazovaly 
celkově nižší míru toxicity. Poněkud překvapivé bylo zjištění, že MWCNT neindukovaly 
produkci ROS, nicméně snižovaly koncentraci antioxidačního glutathionu. Delší MWCNT 
významně zvyšovaly expresi prozánětlivých cytokinů IL-6, TNF-α, solubilních intercelulár-
ních adhezních molekul 1 (ICAM-1) a solubilních VCAM-1. Zvyšovaly rovněž adhezivitu 
THP-1 monocytů.13 

Cao et al. studovali vaskulární účinky dvou typů MWCNT u myší s apolipoproteinem 
E(-/-), myší divokého typu a  kultivovaných buněk. Myši ApoE(-/-) měly po pěti intra
cheálních instilacích MWCNT (25,6 μg/myš týdně po dobu 5 týdnů) zrychlenou progresi 
plaku v aortě. Expozice byla spojena s plicním zánětem, peroxidací lipidů, zvýšenou hladinou 
oxidativního stresu a se zvýšenou expresí genů reparačního mechnismu DNA a vaskulární 
aktivační odpovědi. Expozice MWCNT v kultivovaných lidských endoteliálních buňkách 
(HUVEC) zvyšovala expresi buněčných adhezních molekul (ICAM1 a VCAM1) a adhezi 
THP-1 na HUVEC. Expozice oběma typům MWCNT byla spojena se zvýšenou akumula-
cí lipidů v pěnových buňkách odvozených od monocytů. Z výsledků vyplývá, že expozice 
MWCNT je spojena se zrychlenou progresí aterosklerózy, která by mohla souviset jak se 
zvýšenou adherencí monocytů na endotel, tak s transformací monocytů na pěnové buňky 
(zprostředkovanou oxidativním stresem).14 

Dalším typem buněk, který v in vitro experimentech může reprezentovat kardiovaskulární 
systém, jsou buňky hladké svaloviny aorty (HASMC). Autoři Yang et al. exponovali tyto 
buňky MWCNT a karboxylovaným MWCNT (4, 8, 16, 32 a 64 μg/ml / 24 h). Obě formy 
MWCNT snižovaly aktivitu mitochondrií a zvyšovaly kumulaci lipidů v buňkách. Významně 
zvyšovaly také hladiny mRNA markerů endoplazmaticko-retikulárního stresu; mRNA pro 
DDIT3 a XBP-1 a mRNA proteinů zapojených do lipogeneze (SREBF 1, SREBF2, FASN). 
Autoři uvádějí, že kumulaci lipidů lze potlačit preexpozicí buněk inhibitorům endoplazma-
ticko-retikulárního stresu nebo antioxidantům. Z výsledků je zřejmé, že MWCNT poškozují 
hladkou svalovinu aorty a podporují progresi aterosklerózy.15 

MWCNT mají protrombotické účinky a mohou intrinsickou cestou aktivovat koagulaci. 
Interagují primárně s faktorem IXa. Výzkumníci v kolektivech Andrewa Burkeho a Alana 
Gaffneyho popsali aktivaci trombocytů a tvorbu trombů v důsledku expozice různým modifi-
kacím MWCNT. První tým použil 10, 50 a 100 μg/ml suspenze MWCNT, karboxylovaných 
MWCNT a amidovaných MWCNT, na jejichž površích byl vázán polyetylenglykol nebo 
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pluronic F-27 /(C3H6O·C2H4O)x/. Z výsledků vyplývá, že srážecí čas nejvíce zkracovaly 
karboxylované MWCNT. Ve studii s obdobným designem použili Gaffney et al. MWCNT 
s polyvinylovým povrchem. Autoři nalezli zvýšenou agregaci trombocytů, která se v souvi-
sející in vivo studii projevila jako zvýšená tvorby trombů.16,17

Protrombogenní účinky byly potvrzeny také u  jednovrstvých uhlíkových nanotrubic 
(SWCNT). Ve studii Holzera et al. SWCNT indukovaly expresi P-selektinu (membránového 
glykoproteinu trombocytů), což vedlo ke zvýšené tvorbě trombocyto-granulocytárních kom-
plexů.18 

Jiná studie (Rodríguez-Yáñez et al.) byla zaměřena na fibrinolytické účinky SWCNT. 
Buněčná kultura HUVEC byla exponována suspenzi SWCNT o  koncentracích 5, 25 
a 50 μg/ml. Autoři uvádějí, že již koncentrace 5 μg/ml významně zvyšovala produkci volných 
radikálů; vyšší koncentrace snižovaly i viabilitu. Koncentrace 25 μg/ml zvyšovala expresi 
genů asociovaných s fibrinolýzou (produkce tkáňového aktivátoru tromboplastinu a urokiná-
zy) a expresi genu inhibitoru aktivátoru plazminogenu 1. Z výsledků je zřejmé, že SWCNT 
mohou poškozovat endotel a narušovat fibrinolýzu.19 

Vedle buněk kardiovaskulárního systému může expozice CNM ovlivňovat i složky krve. 
Autoři Yuvaraj et al. zjistili, že expozice MWCNT indukuje morfologické změny erytrocytů 
(zvyšuje počet echinocytů) a snižuje jejich viabilitu. Morfologické změny zasahují do rheo
logických vlastností krve a zvyšují riziko kardiovaskulárních onemocnění. V experimentu 
výše uvedených autorů byly sledovány účinky MWCNT a hydroxylovaných MWCNT o kon-
centracích 5, 25, 50 a 100 µg/ml. Nejvyšší míra erytrocytárního poškození byla zjištěna 
u nejvyšších koncentrací MWCNT.20

Dalšími typy CNM se zabývalo výrazně méně studií. Jednou z nich je například práce 
Solarska et al., v níž byla sledována cytotoxicita nanodiamantů (ND) vůči buněčné kultuře 
HUVEC (expozice 24, 48 a 72 h; koncentrace 2, 20 a 100 μg/ml). Autoři uvádějí, že vyšší 
koncentrace ND byly schopné navodit apoptózu a nekrózu buněk již po 24 hodinách.21 Před-
mětem studie autorů Ren et al. byla analýza vlivu expozice fullerenu (C60) a jeho hydroxy-
lovaného derivátu (C60-OH) na expresi β2-adrenergního receptoru β2AR. Tento receptor je 
exprimován v kardiovaskulárním systému a jeho aktivace či blokace může mít významné 
dopady na funkce systému. Z výsledků vyplývá, že C60 i C60-OH mohou sice měnit lokální 
strukturu receptoru (hlavně distorzi helixu 4), nicméně tyto změny nedosahovaly stupně sta-
tistické významnosti. Dále bylo zjištěno, že C60 blokuje vazbu ligandů receptorového kanálu. 
Zdá se tedy, že fulleren a jeho deriváty zřejmě disponují jistou mírou toxického potenciálu 
vůči buňkám exprimujícím β2AR.22

Doposud uvedené studie se zabývaly pouze negativním dopadem expozice CNM na buň-
ky kardiovaskulárního systému. Závěrem této kapitoly je však nutno se zmínit také o jejich 
pozitivních vlivech. Je známo, že CNM podporují diferenciaci kardiomyocytů a přispívají 
k regeneraci poškozené srdeční tkáně. Například Bahrami et al. prezentovali scaffold s troj-
rozměrnou grafenovou pěnou, který podporoval adhezi a růst neonatálních kardiomyocytů. 
Přítomnost grafenu rovněž posílila expresi genů asociovaných s kontrakcí a relaxací kardio-
myocytů a genů kódujících proteiny mezibuněčných spojů (troponin T, konexin 43).23 

Autoři Zhao et al. popsali scaffold připravený z rGO v kombinaci s hedvábným fibroinem. 
Materiál scaffoldu dokázal rekonstituovat myokardiální elektrické mikroprostředí, které je 
nezbytné pro regeneraci tkání po infarktu myokardu (podpora přežití kardiomyocytů).24 Dob-
rou míru biokompatibility GO a buněk hladké svaloviny krysí aorty (A7r5) prokázali ve své 
studii autoři Ren et al. Jak plyne z jejich výsledků, expozice GO neměnila viabilitu buněk, 
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expresi buněčných markerů ani buněčnou migraci. Naopak, malé vločky GO významně zvy-
šovaly proliferaci hladkosvalových buněk.25

O scaffoldech a jejich využití v regenerační medicíně se můžete více dočíst v kapitole 
„Biomedicínské využití uhlíkových nanomateriálů“. 

4.2 IN VIVO STUDIE 

Díky své komplexitě přinášejí in vivo studie objektivnější pohled na účinky CNM a nutno při-
znat, že ne vždy se jejich výsledky shodují s výsledky získanými ze studií in vitro. Dosud pro-
vedené studie in vivo se primárně zaměřovaly na zjišťování kardiotoxicity v podobě indukce 
kardiovaskulárních onemocnění či jejich progrese. Jednalo se například o aterosklerózu, kar-
diomyopatie nebo funkční poruchy myokardu.

Ve studii Zhanga et al. vyvolala čtrnáctidenní intravenózní expozice GO a rGO (4 mg/kg) 
u myší významný nárůst hladin oxidačního stresu a malondialdehydu a významný pokles 
hladin glutathionperoxidázy, superoxiddismutázy a myokardiálních enzymů (laktátdehyd-
rogenázy, aspartátaminotransferázy, Na+/K+-ATPázy a Ca2+/Mg2+-ATPázy) v srdeční tkáni. 
Oba typy CNM indukovaly apoptózu kardiomyocytů (rGO vykazovala vyšší míru toxicity).8 
Autoři Bangepparagari et al. sledovali vliv expozice GO na embryogenezi dánia pruhovaného 
(Brachydanio rerio). Součástí studie byla i analýza vlivu na kardiovaskulární systém. Vyš-
ší expoziční koncentrace GO (0,4–1 mg/ml) zvyšovaly embryonální mortalitu, způsobovaly 
kardiovaskulární defekty, ovlivňovaly srdeční frekvenci a poškozovaly hemoglobinizaci.26 

V posledních letech se značně rozšířily biomedicínské aplikace GQD, zaměřené přede-
vším na diagnostiku a léčbu rakoviny. Řada studií hodnotila GQD v biomedicínské oblasti, 
nicméně, pouze několik studií bylo orientováno na hodnocení možné toxicity. Jednou z těch-
to studií je práce Barros et al., která se zabývala dopadem vysokých koncentrací GQD na 
mikrocirkulaci zdravého zvířecího modelu. Jak plyne z dat, opakovaná aplikace GQD (intra-
peritoneálně, dávka 1 g/kg) způsobila nevratné poškození mikrocirkulace (po sedmi dnech 
byla pozorována její úplná destrukce). Kromě toho GQD vykazovaly i hemolytickou aktivitu 
v lidských erytrocytech.27

V kapitole zaměřené na in vitro experimenty byla zmíněna studie autorů Holzera et al. 
Vedle pokusů in vitro studie zahrnovala také pokus in vivo, ve kterém byly myším opako-
vaně aplikovány SWCNT (1 mg/kg). Expozice SWCNT měla za následek zvýšenou tvorbu 
arteriolární trombů. Výsledek byl v souladu s výsledkem experimentu in vitro, který prokázal 
protrombotický efekt SWCNT.18

Zdá se, že MWCNT mohou alterovat i morfologii a funkce kardiovaskulárního systému 
(funkce autonomního nervového systému). Například ve studii Zhenga et al. modifikovaly 
inhalačně podávané MWCNT (5 h / 5 mg/m3) srdeční rytmus pohybujících se potkanů. Autoři 
měřili EKG a krevní tlak před expozicí, v jejím průběhu a po jejím ukončení. Inhalační expo-
zice vedla ke zvyšování systolického i diastolického tlaku a ke snižování tepové frekvence 
potkanů.28

Intratracheální expozice MWCNT spontánně hypertenzním a normotenzním potkanům 
vedla ve studii Chena et al. k poškození cév, nárůstu krevního tlaku a tepové frekvence a ke 
zvýšeným hladinám endotelinu 1 a angiotenzin konvertujícího enzymu (ACE). Vyhodnocení 
bylo prováděno 7 a 30 dní po expozici (jednou denně / 4 po sobě jdoucí dny; celková dávka 
1,2 mg/kg).29 
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Nárůst klidové tepové frekvence vlivem expozice MWCNT pozorovali také autoři 
Hosseinpour et al., kteří intraperitoneálně aplikovali karboxylované MWCNT potkanům 
(v dávce 1 mg/kg). Autoři se domnívají, že elevace tepové frekvence nebyla vyvolána změ-
nami autonomního nervového systému, ale že se jedná o následek blokování draslíkových 
kanálů.30 Modifikaci aktivit iontových kanálů popsali také Tan et al. Ve své práci popsali in 
vitro expozici izolovaných kardiomyocytů (HEK293) MWCNT, která vedla k rozpadu Kv4 
v buňkách exprimujících Kv4.2/4.3 a KChIP2 a podporovala obnovu z inaktivace v přípa-
dech, kdy byly Kv4.2 nebo Kv4.3 exprimovány samostatně. Při delší expozici (6 h) MWCNT 
snižovaly hustotu Kv4.2, expresi Kv4.2/Kv4.3 (ale ne KChIP2) a omezovala přenos směrem 
k plazmatické membráně. Intravenózní podání MWCNT (2 mg/potkana) vyvolalo atrioven-
trikulární (AV) blok, a dokonce i srdeční asystolii (nebyla však pozorována tachyarytmie). 
Analýza vzorku srdeční tkáně odhalila, že MWCNT indukovaly zánět myokardu (bez tvorby 
koronárních sraženin).31 Výše uvedené studie se shodují v závěrech, že CNM mohou ovliv-
ňovat srdeční funkce ve smyslu snižování/zvyšování tepové frekvence a zvyšování krevního 
tlaku. 

Zajímavou studii prezentovali Thompson et al. Intratracheální aplikace MWCNT a funk-
cionalizovaných MWCNT (karboxylované a nitrogenované) v jejich experimentu interferova-
la s adenosinergickou signalizací, což vedlo k exacerbaci ischemicko-reperfuzního poškození 
srdce. K tomuto jevu dochází například při infarktu myokardu po obnovení průtoku krve céva-
mi. Důvodem je masivní nárůst oxidačního stresu jak v době ischemie, tak v době reperfuze. 
Myším, které prodělaly ischemicko-reperfuzní poškození, byly po 24 hodin podány suspenze 
MWCNT a funkcionalizovaných MWCNT (koncentrace 1 µg/ml) a po dalších 24 hodin byl 
zjišťován rozsah poškození srdeční tkáně. U všech testovaných MWCNT došlo k navýšení 
rozsahu poškození (největší poškození bylo zjištěno u nitrogenovaných MWCNT). Ve studii 
byla sledována rovněž hodnota cyklického adenosinmonofosfátu (cAMP) v srdeční tkáni 
a v plicích. Myokardiální koncentrace cAMP byla snížena ve skupině exponované MWCNT 
a nitrogenovaným MWCNT; v plicích k poklesu cAMP nedošlo. Autoři uvádějí i nález změny 
tonu v aortě (tonus je adenosinergně modulován).32 

S ischemicko-reperfuzním poškozením pracovali také Urankar et al. V pokusu na myším 
modelu zjistili, že orofaryngeální aspirace MWCNT (čistých, karboxylovaných a nitrogeno-
vaných) v dávce 0,01–100 μg vedla k rozsáhlému poškození srdeční tkáně (největší poškození 
bylo zjištěno opět u nitrogenovaných MWCNT). Poškození bylo hodnotitelné ještě 28 dní po 
expozici funkcionalizovaným MWCNT.33

Mezi nejčastější kardiovaskulární onemocnění patří ateroskleróza, která svého nositele 
predisponuje k mnoha chronickým i akutním komplikacím. Údaje z odborné literatury doklá-
dají, že expozice CNM může být jedním z rizikových faktorů vzniku a progrese aterosklerózy. 

Christophersen et al. popsali ztluštění stěny aortálního oblouku po 10 týdnech opakované 
orální nebo pulmonální MWCNT expozice myší s deficitem apolipoproteinu E (4 a 40 μg 
každý týden). Nález indikuje rozsáhlejší cévní přestavbu bez zvětšení rozsahu aterosklero-
tických ložisek.34 Spojitost mezi expozicí MWCNT a aterosklerózou však nalezli Xu et al. 
Ve svém experimentu aplikovali intravenózně 50, 100 a 200 μg/kg MWCNT potkanům s ate-
rosklerózou. Nejvyšší dávka exacerbovala aterosklerotické léze, podpořila kumulaci lipidů 
v intimě aorty a indukovala vznik aortálních kalcifikací a poškození endotelu se zvýšením 
permeability.35 

Proaterosklerotická aktivita byla zjištěna také u jednovrstvých (SWNCT) a dvouvrst-
vých (DWCNT) nanotrubic. Suzuki et al. prezentovali experiment, ve kterém exponovali 
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(faryngeální aspirací) apolipoprotein E-deficitní myši (ApoE-/-) SWCNT a MWCNT (10 a 40 
μg; jedenkrát týdně po dobu 10 týdnů). Expozice vedla ke zvětšení aterosklerotických plaků 
a ke zvýšení exprese adhezní molekuly ICAM-1. Endoteliální progenitorové buňky (EPC) 
jsou mobilizovány z kostní dřeně do oběhu a následně migrují do místa poškození a opra-
vy endotelu. Vystavení myší ApoE-/- vysokým dávkám SWCNT nebo DWCNT snižovalo 
jednotky EPC tvořící kolonie v kostní dřeni a omezovalo jejich migrační funkci. Výsled-
ky naznačují, že SWCNT a DWCNT zvyšují aterosklerogenezi podporou adheze monocytů 
k endotelovým buňkám a indukcí dysfunkce EPC.36 

Na vzniku a rozvoji aterosklerotických lézí se aktivně podílí cholesterol a jeho transportní 
mechanismy. Autoři Davis et al. vystavili myši subakutním inhalačním expozicím MWCNT 
(1 mg/m3 / 6 h / den / 14 dní). Z nálezů je zřejmé, že vlivem expozice došlo k nárůstu expre-
se LOX-1 (the lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor) a k poklesu exprese 
ABCA-1 (ATP-binding cassette transporter). LOX-1 zprostředkovává internalizaci oxidova-
ného LDL a podporuje tvorbu proaterogenních faktorů (například kyslíkových radikálů nebo 
matrixové metaloproteázy 9). ABCA-1 (naopak) podporuje cholesterolový eflux. Autoři dále 
uvádějí, že v cévách exponovaných myší byla zjištěna fibrotická kolagenová depozita a byl 
pozorován nárůst aktivity MMP-9 a hladin prozánětlivých cytokinů (TNF-α, IL-1β, IL-6), 
volných radikálů a adhezních molekul ICAM-1 a VCAM-1.37 

Zajímavou studii připravil také Mandler et al. Hodnotili změny cévní aktivity (vazodi-
lataci a vazokonstrikci) u myší, které faryngeální expozicí vystavili dávce 50 µg MWCNT. 
Po 24 hodin od expozice provedli (za použití intravitální mikroskopie) vyšetření arteriální 
dilatace a venulární leukocytární adhezi a rolling (pohyby leukocytů po endotelu). Jedná se 
o pohyb imunitních buněk po povrchu endotelu v závislosti na expresi adhezních molekul na 
endotelových buňkách. Po podání MWCNT došlo k narušení schopnosti relaxace cév, tj. sní-
žila se vazodilatace. Naopak se zvýšila aktivace endotelu a s ní i exprese adhezních molekul, 
což bylo spojené s vyšší adhezí leukocytů k endotelu a jejich pohybu na něm. Dalším efektem, 
který byl zaznamenán, bylo zvýšení koncentrace prozánětlivých cytokinů a alterovala se pro-
dukce oxidu dusnatého a jeho signalizace. Výsledky nasvědčují tomu, že MWCNT indukuje 
mikrovaskulární dysfunkci.38 

4.3 PRACOVNÍ EXPOZICE

V pracovním prostředí mohou osoby být (a jsou) vystaveny expozici CNM. Bohužel dosud 
nebyla provedena rozsáhlejší (dlouhodobá) epidemiologická studie, která by významně 
přispěla k pochopení zákonitostí expozice člověka CNM a k odhadu úrovně zdravotních 
rizik plynoucích z této expozice. Nicméně několik dosud provedených průřezových (cross- 
-sectional) studií naznačuje, že expoziční nálezy u lidí mohou být podobné nálezům z in vitro 
a in vivo studií. 

Schauer-Barigan et al. provedli průřezovou studii, do které bylo zapojeno celkem 108 pra-
covníků z 12 podniků, v nichž se vyráběly trubicové či vláknité uhlíkové nanomateriály. Přes-
tože koncentrace CNM v pracovních atmosférách byly nízké, u 18 % pracovníků byly tyto 
ultrajemné částice detekovány ve sputu. Výskyt CNM byl u exponovaných osob pozitivně 
asociován s hodnotami systolického tlaku. Klidová tepová frekvence měla pozitivní asociaci 
s respirabilním elementálním uhlíkem a negativní asociaci s dobou vystavení CNM.39 
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Průřezové studie autorů Kuijperse et al. se zúčastnilo 22 pracovníků exponovaných 
MWCNT a 42 kontrol. V první fázi byly vybrané ukazatele hodnoceny u všech exponovaných 
i kontrolních osob, ve druhé fázi byly stejné ukazatele hodnoceny po 5 měsících u 13 expono-
vaných osob. Hodnoty ukazatelů u exponovaných osob svědčily o aktivaci (a na dávce závis-
lém) poškození endotelu (například zvýšená hladina adhezní molekuly ICAM-1).40 Průřezová 
studie autorů Bearda et al. zahrnovala 108 pracovníků v expozici uhlíkovým nanotrubkám 
a nanovláknům. U všech exponovaných osob byly zjištěny zvýšené hladiny ukazatelů akti-
vace a poškození endotelu (endotelin 1, ICAM-1 a VCAM-1) a změněné hladiny ukazatelů 
oxidačního stresu (snížené hladiny glutathionperoxidázy a superoxiddismutázy a zvýšená 
hladina 8-hydroxy-2′-deoxyguanosinu).41

4.4 ZÁVĚR

Kardiovaskulární systém se málokdy dostává do kontaktu s CNM přímo. Musí dojít k paren-
terálnímu podání či přestupu CNM z jiných částí organismu, např. z dýchacího či trávicího 
systému. CNM se tak mohou dostat do kontaktu s cévním endotelem i srdečními tkáněmi, 
což může vyvolat také nežádoucí reakce, jak ukazují mnohé in vitro a in vivo studie, včetně 
studií pracovních expozic. Studie odhalily, že může dojít k poškození srdečního svalu i cév, 
to je dáno hlavně indukcí oxidačního stresu a chronického poškozujícího zánětu. Na druhou 
stranu nemůžeme pominout fakt, že v rámci regenerační medicíny může kultivace buněk, 
např. kardiomyocytů, s CNM podpořit jejich životaschopnost, množení a tvorbu organoidů. 
V tomto ohledu hraje výraznou roli dávka a doba expozice a typ CNM.
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5 �
GASTROINTESTINÁLNÍ TOXICITA 
A HEPATOTOXICITA

Gastrointestinální trakt (GIT) představuje pro CNM významný interakční kompartment. 
Nanočástice do něho vstupují cestou kontaminované potravy, nápojů a léků nebo enterohepa-
tálním oběhem. GIT je složen z mnoha různých tkání s různou vnímavostí k expozici CNM. 
Lokální interakce nanočástic s buňkami GIT jsou ovlivňovány (omezovány) systémem bariér, 
tvořených střevním hlenem, střevním mikrobiomem a imunitním systémem. Nanočástice ale 
mohou tyto bariéry narušovat, snižovat jejich účinnost a dostávat se tak do přímého kontaktu 
s epiteliálními buňkami. Výsledkem interakcí je pak snížení míry buněčné proliferace a rege-
nerace epitelu, zvýšená střevní propustnost a nárůst souvisejících zdravotních obtíží.1

Interakce mezi GIT a CNM vedou k ovlivňování jak stavu GIT, tak i struktury CNM. Nano-
částice jsou v GIT vystaveny účinkům mnoha faktorů (včetně trávicích enzymů a extrémně 
nízkého pH v žaludku), což může mít za následek jejich částečnou nebo úplnou degradaci 
či přeměnu. Příklad toho ukazuje např. práce autorů Masyutina et al., kteří vystavili mnoho-
vrstvé uhlíkové nanotrubice (MWCNT) účinkům směsi kyseliny chlorovodíkové (pH = 1) 
a žaludečních šťáv (pH = 2–3). Expozice vedla k částečné degradaci MWCNT.2 K jiným 
výsledkům ale došli Guarnieri et al., kteří studovali biologické interakce grafenu a oxidu 
grafenu (GO) po simulované orální ingesci. V tomto experimentu degradace nanočástic pozo-
rována nebyla.3 Zajímavý jev prezentovali Lu et al., jejichž experiment se zabýval degradací 
vícevrstvého grafenu (FLG) na značený 14CO2. Nanočástice (FLG) při tomto experimentu 
pronikaly do erytrocytů, které byly následně v játrech fagocytovány Kupfferovými buňkami. 
Erytrofagocytóza zvýšila intracelulární koncentraci železa a iniciovala tak Fentonovu reakci, 
při které vznikají hydroxylové radikály. Tyto reaktivní intermediáty následně interagovaly 
s FLG a způsobily jeho degradaci.4 V játrech tedy nedochází jen k možné degradaci CNM, 
ale CNM mohou jaterní tkáň závažně poškodit. 

Játra reprezentují hlavní detoxikační orgán systému a narušení jejich funkcí je pro orga-
nismus zatěžujícím, život ohrožujícím stavem. CNM vstupují do jater cestou cévního záso-
bení a následně dochází k jejich exkreci, degradaci nebo kumulaci. Mezi klasická centra 
kumulace patří rezidentní makrofágy (Kupfferovy buňky), endotel sinusoidů, stelární buňky 
a hepatocyty.5 Vlivem interakcí s CNM může docházet k závažnému poškozování struktury 
těchto buněk či jejich funkcí. Následné spuštění apoptotických mechanismů pak vede k jejich 
zániku. Z rozpadlých buněčných struktur jsou přitom uvolňovány nanočástice s možností 
opětovné fagocytózy.6,7 V úvahu přichází i transport těchto nanočástic z jater (přes hepatobi-
liární systém) do střeva.8,9 
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Je nutné doplnit, že částice, které v GIT nepodléhají degradaci, mohou dlouhodobě perzis-
tovat ve tkáních a indukovat zde řadu nežádoucích účinků, včetně zánětu, oxidačního stresu 
a poškození mikrobiomu.

5.1 IN VITRO STUDIE

In vitro studie gastrointestinální toxicity a hepatotoxicity CNM jsou prováděny na buněčných 
liniích ze tkání GIT a jater. Výsledky naznačují, že řada nanočástic (MWCNT, SWCNT, 
GO) může poškozovat morfologii a funkce buněk GIT. Byl popsán nárůst oxidačního stresu, 
indukce zánětlivé odpovědi a zánik CNM exponovaných buněk. Některé ze studií, které toxi-
citu potvrzují, nyní představíme. 

Ku příkladu Tirumala Kodavanti a Michael Hughes testovali účinky MWCNT (nemodi-
fikovaných, hydroxylovaných a karboxylovaných) na IEC-6 buňky (buňky tenkého střeva 
potkana; 0,3–300 μg/ml / 24 h). Autoři uvádějí, že pouze MWCNT kratší než 8 nm (v dáv-
ce 300 μg/ml) snížily u 50 % exponovaných buněk jejich životaschopnost (cestou indukce 
buněčné smrti).10 

V jiném experimentu byly buňky lidského kolorektálního adenokarcinomu s epiteliální 
morfologií (HT29) exponovány GO v dávkách 10–250 µg/ml po dobu 24, 48 nebo 72 hodin. 
Polovina maximální inhibiční koncentrace (IC50) dosahovala pro všechny expoziční doby 
hodnoty 50 µg/ml. Tato koncentrace výrazně ovlivňovala buněčnou morfologii, konkrétně 
indukovala zvrásnění buněk, degradaci cytoplazmy, poškození jádra (včetně změn na DNA) 
a zvýšení permeability buněčné membrány.11 

Další často používanou buněčnou linii představují imortalizované lidské buňky kolorek-
tálního adenokarcinomu (Caco-2). Ve snaze modelovat vliv CNM na bariérové funkce střeva, 
exponovali autoři Domenech et al. buněčnou kokulturu Caco-2/HT29 grafenem a GO (0,5, 15 
a 50 μg/ml / 24 h). Testované nanočástice neměnily integritu ani permeabilitu střevního mono-
layeru a nezvyšovaly úroveň oxidačního stresu. Nicméně byly pozorovány funkční změny 
buněk, konkrétně v bioadhezi a biodistribuci, a bylo rovněž pozorováno poškození DNA.12 
Cebadero-Domínguez et al. testovali vliv GO a rGO (31, 63, 125 a 250 µg/ml / 4, 8, 12, 
24 h) na samotnou linii Caco-2. Viabilitu buněk významně snižoval GO. Oba typy grafenu 
pak zvyšovaly úroveň oxidačního stresu (ROS) a indukovaly depleci hladiny antioxidačního 
glutathionu.13 Feng et al. exponovali Caco-2 a epiteloidní buněčné kultury z tenkého střeva 
potkana (IEC-6) GO o koncentracích 3, 40, 50 µg/ml. Po expozici autoři nalezli zvýšené 
hladiny ROS, zvýšenou aktivitu NADPH-oxidázy, zvýšenou permeabilitu mitochondriálních 
membrán a zvýšené hladiny cytochromu C. Všechny uvedené změny vedly k iniciaci odpoví-
dajících apoptotických dějů.14 Garriga et al. exponovali Caco-2 buňky uhlíkovým nanorohům 
(CNH), uhlíkovým nanotrubicím (CNT), uhlíkovým destičkám (CNP), GO, rGO a nanodia-
mantům (ND) po dobu 24 a 72 hodin. Všechny testované CNM indukovaly snížení viability 
(v nejvyšší míře CNH a CNP) a kromě ND zvyšovaly hladiny ROS (v nejvyšší míře CNH 
a CNP).15 Gao et al. se zaměřili na testování cytotoxicity GO vůči NCM460 (epitelové buňky 
tlustého střeva). Po expozici byla zjištěna indukce zánětlivé odpovědi, dysfunkce lyzozomů 
(snížená schopnost degradovat sekvestrovaný materiál vlivem snížené acidity) a kumulace 
autofagozomů. Uvedené znaky jsou typické pro stárnoucí buňky. Lze se tedy domnívat, že 
GO urychluje biologické stárnutí organismu.16
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Vedle studií zaměřených na přímou toxicitu CNM byly prováděny i studie orientované 
na indukci změn buněčného transkriptomu a proteomu. Například autoři Tilton et al. sledo-
vali změny exprese vybraných ukazatelů Caco2/TH29-MTX buněk po expozici MWCNT 
o koncentracích 10 nebo 100 µg/ml / 1–24 h. Vyšší koncentrace MWCNT významně snižo-
vala viabilitu buněk a měnila exprese 47 genů a 197 proteinů. Jednalo se o geny a proteiny 
zapojené do buněčného přežití, zvýšení proliferace, snížení úrovně apoptózy, reparace DNA 
a o geny zapojené do signalizace IL-6.17 Rovněž výsledky studie Lai et al. potvrzují modifi-
kační vliv CNM na genovou expresi. V tomto experimentu byly buňky Caco-2 exponovány 
karboxylovaným SWCNT a MWCNT a MWCNT funkcionalizovaným polyvinylpyrrolido-
nem (MWCNT-PVP). Všechny testované CNM ovlivňovaly expresi celkem 428 proteinů. 
Byla pozorována zvýšená exprese proteinů z histonové rodiny (H2AFJ, H2AFV, H2AFX), 
a naopak snížená exprese proteinů spojených s ribozomy (EIF3C/Eucaryotic Translation Initi-
ation Factor 3 Subunit C/F). Nebyl pozorován přímý toxický efekt, nicméně změny v expresi 
proteinů zcela jednoznačně indikovaly narušení buněčných funkcí a kanonických cest. Kar-
boxylované MWCNT zasahovaly do uhlovodíkového metabolismu a metabolismu inositolu, 
snižovaly produkci energetických substrátů, glykolýzu i glukoneogenezi a ovlivňovaly sig-
nalizaci cyklin-dependentní kinázy 5. MWCNT-PVPV zvyšovaly posttranslační modifikaci 
a folding proteinů a mTOR (savčí serin/threoninová kináza) signalizaci. Jejich nižší dávky 
ovlivňovaly mechanismy apoptózy, snižovaly aktin-cytoskeletovou signalizaci, lipidový 
metabolismus a produkci energetických substrátů. Karboxylované SWCTN zvyšovaly akti-
vitu buněčného cyklu a redukovaly mTOR signalizaci.18 Z uvedeného je zřejmé, že CNM 
mohou významně zasahovat do buněčných funkcí a zvyšovat riziko maligní transformace 
buněk.

Gastrointestinální toxicita se netýká pouze buněk GIT, ale také střevní mikrobioty, která 
hraje důležitou roli v ochraně a stabilitě integrity střevní sliznice, moduluje aktivitu imunit-
ního systému a metabolismus živin a produkuje mnoho substrátů, které ovlivňují CNS a mají 
antibakteriální a imunomodulační účinky. Narušení složení mikrobioty je rizikovým faktorem 
pro vznik mnoha nemocí, včetně střevních zánětů a nádorových onemocnění GIT.19 Velmi 
zajímavou práci v této oblasti publikovali Lahiani et al. Ve své studii exponovali kultury 
komenzálních bakterií Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum a Escherichia coli 
suspenzi grafenu o koncentracích 1, 10 a 100 μg/ml / 3, 6 a 24 h. Nejvyšší expozice měla 
ve všech sledovaných časech za následek významné pomnožení Lactobacillus acidophilus, 
zatímco u Bifidobacterium longum vykazovala tento účinek naopak expozice nejnižší. Kul-
tura Escherichia coli byla grafenem ovlivněna minimálně. V druhé části studie byly suspenzi 
grafenu exponovány čerstvé vzorky potkaní stolice (ve stejných koncentracích a po stejnou 
dobu jako v první části studie). Expozice byla prováděna za účelem zhodnocení změn širo-
kého spektra mikrobiální populace, vyvolaných grafenem. Během prvních tří hodin autoři 
zjistili významné zvýšení počtu aerobních i anaerobních bakterií, vyjádřené jako počty CFU 
(colony-forming unit; kolonie tvořící jednotku). Celodenní expozice (24 h) vedla k význam-
nému snížení počtu CFU aerobních bakterií (počty CFU anaerobních bakterií zůstaly nezmě-
něny). Z analýzy dat vyplývá, že doba expozice, stejně jako koncentrace grafenu, ovlivňují 
početnost bakteriální populace. Významné změny byly zjištěny celkově u patnácti taxono-
mických skupin.20 

Negativní vliv na mikrobiom byl potvrzen také v případě GO. Couvillion et al. použili 
dávky 25 mg/l a 250 mg/l na modelech jednotlivých částí trávicí soustavy (ústní, žaludeční, 
tenkého a tlustého střeva). Nižší dávka snížila počty bakterií kmene Bacteroidota a zvýšila 
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poměr Firmicutes/Bacteroidota. To bylo spojené se snížením produkce bakteriálních sub-
strátů, jakou jsou např. mastné kyseliny s krátkým řetězcem a kyselina gama-aminomáselná. 
Vyšší dávka dále alterovala mikrobiom.21

Autoři Chen et al. zkoumali míru antibakteriálních účinků čistých i funkcionalizovaných 
MWCNT a SWCNT. Testy byly prováděny na kulturách Lactobacillus acidophilus, Bifido-
bacterium adolescentis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus. 
Nejvýraznější antibakteriální účinek byl zjištěn u SWCNT. Nanotrubice narušovaly pepti-
doglykanovou bakteriální stěnu, což vedlo k destrukci bakterií a uvolňování intracelulárních 
i jaderných komponent.22 Výsledky zmíněných studií dokazují, že CNM mohou zasahovat do 
složení střevní mikrobioty a vyvolávat dysbiózu. 

Hepatotoxicita CNM bývá studována také na kultuře HepG2 buněk (buňky hepatoce-
lulárního karcinomu). Loutfy et al. exponovali HepG2 buňky suspenzi GO. Při expozici 
400 µg/ml / 24 h byly zjištěny významné morfologické změny a narušování buněčného cyklu. 
Po internalizaci GO docházelo k narušování a fragmentaci organel a k prostupu GO do mito-
chondrií a jádra. Bylo detekováno poškození DNA. Cytotoxicita GO byla testována v dáv-
kách 200–1000 µg/ml / 48 h. Koncentrace 200 µg snížila viabilitu buněk zhruba na polovinu, 
k dalšímu poklesu (se zvyšujícími se koncentracemi) však již nedošlo. Při analýze změn 
exprese apoptotických genů byla zjištěna významně zvýšená hladina mRNA proapoptotic-
kého proteinu Bax.23

Judit Kalman, Fernando Torrent a José Navas vystavili izolované hepatocyty Oncor-
hynchus mykiss (pstruh duhový) působení dvou typů GO a uhlíkovým nanovláknům (CNF) 
s tubulárním tvarem (0–80 µg GO1 / ml, 0–128 µg GO2 / ml, 0–40 µg CNF / ml / 24 a 72 h) 
v prostředí fetálního bovinního séra (FBS) a v prostředí bez něho. V přítomnosti FBS zasa-
hovaly GO do metabolických aktivit buňky a narušovaly integritu buněčných membrán 
(v případě CNF byla míra těchto účinků významně nižší). Nepřítomnost FBS dále snižovala 
životaschopnost buněk. Stojí za povšimnutí, že autoři nepozorovali poškození lysozomálních 
funkcí, indukci tvorby ROS či změny aktivity 7-ethoxyresorufin-O-deethylázy. Intracelulární 
příjem CNM byl pozorován pouze u CNF ve variantě inkubace bez FBS. Výsledky podtrhují 
roli sérových proteinů pro hodnocení environmentálních rizik CNM.24 

Autoři Uribe-Calderon et al. zjišťovali hepatotoxicitu „čistých“ a oxidovaných MWCNT 
(oxidace HNO3, HNO3 + H2O2, HNO3 + H2SO4) v dávkách 10–50 μg/ml / 24 h. Testování 
bylo prováděno na kultuře buněk HepG2. Po expozici oxidovaným formám MWCNT bylo 
pozorováno významné snížení viability buněk (nejvíce viabilitu snižovala forma MWCNT-
-HNO3 + H2SO4). Rovněž bylo pozorováno poškození DNA při dávce 50 μg/ml / 24 h (nej-
vyšší genotoxický účinek byl nalezen u „čistých“ MWCNT).25

Toxický efekt nanočástic nemusí být vyvolán jen přímým poškozením, ale rovněž také 
zásahem do metabolismu buňky. Například Zhao et al. zjistili, že „čistá“ a karboxylovaná 
forma MWCNT podporuje vznik jaterní steatózy (kumulaci lipidů v jaterních buňkách). Ve 
své práci uvádějí, že u buněk HepG2 vedla internalizace nanočástic k destabilizaci lysozomů, 
k endoplazmaticko-retikulárnímu stresu a ke zvýšení produkce ROS. Byla zjištěna zvýšená 
lipofagie, kumulace lipidů v buňkách a zvýšená exprese PLIN2 a BECN1 (genů souvisejí-
cích s lipofagií).26 Steatóza je spojena s indukcí zánětu a fibrotických změn v jaterní tkáni 
a představuje významný rizikový faktor pro onemocnění jater. Piret et al. inkubovali buňky 
HepG2 s MWCNT (100 µg/ml / 24 h). Byla nalezena zvýšená exprese mRNA pro IL-7, CCR7 
a endotelin 1, což naznačuje, že MWCNT mají přímou prozánětlivou aktivitu.27 
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Výsledky většiny studií naznačují, že CNM mají potenciál poškozovat trávicí systém, 
jeho strukturu i funkce. Mohou měnit morfologii buněk, poškozovat organely (včetně jádra 
a DNA), zvyšovat oxidační stres, indukovat zánět a buněčné stárnutí, narušovat bariérové 
funkce a měnit složení mikrobioty. Vždy záleží na typu nanočástic a často také na dávce 
a době expozice.

5.2 IN VIVO STUDIE

Studie in vivo popisují postexpoziční poškození střevní sliznice s nekrózami a narušením 
permeability, zánětlivé změny tkání a změny v jejich transkriptomu. Jejich výsledky tedy jsou 
v souladu s in vitro studiemi. 

Například autoři Masyutin et al. zjistili, že orální expozice myší dávce 30 mg MWCNT / kg 
po dobu 30 dní vedla k poškození sliznice tenkého střeva, které bylo provázeno nekrotickými 
změnami střevních klků. Kumulace MWCNT ve střevě pozorována nebyla a vedle penetrace 
do systémové cirkulace byla majoritní cestou eliminace ze střeva stolice. Uvedené nálezy 
naznačují, že v horní části trávicího traktu nedochází k úplné degradaci MWCNT.2 

Předmětem studie Fua et al. byly dlouhodobé účinky GO na kojící myši. Nálezy popi-
sují poškození sliznice žaludku a lačníku a zvýšené hodnoty jaterních enzymů alaninami-
notransferázy (ALT) a aspartátaminotransferázy (AST). Ve střevě nedocházelo k tvorbě GO 
aglomerátů, což mělo za následek vyšší adherenci GO na střevní epitel a jeho translokaci do 
systémové cirkulace. Autoři sledovali také vliv expozice matek na kojená mláďata. Mláďata 
exponovaná GO v mateřském mléce (a po jedenácti dnech suspenzi GO v pitné vodě) vyka-
zovala opožděný vývoj. Každý den laktace docházelo k výraznějším změnám v délce jejich 
ocasu a v tělesné váze (v porovnání s kontrolami). U mláďat byly pozorovány histologické 
a funkční změny v duodenu a v játrech (duodenální hyperplazie, otok a vakuolizace a hyper-
trofie hepatocytů). Z výsledků je zřejmé, že GO proniká do mateřského mléka a ovlivňuje 
vývoj potomků, včetně jejich trávicí soustavy.28 Podobný účinek GO byl zjištěn i při expozici 
potkanů. Již zmiňovaní autoři Feng et al. exponovali potkany GO (40 mg/kg) denně po dobu 
9 dní. Vzorky střevní sliznice potkanů nesly známky poškození mikrostruktury střeva, apo-
ptózy a vykazovaly zvýšenou úroveň oxidačního stresu.14

Výsledky některých studií naznačují, že GO může narušovat střevní permeabilitu. Ve stu-
dii Wua et al. byly Caenorhabditis elegans (háďátka obecná) akutně (24 hodin) a dlouhodobě 
(od larvy do dospělce) exponovány suspenzi GO (0,5–100 mg GO / ml). Expozice způsobila 
poškození střeva se ztrátou mikroklků a nárůst hladiny oxidačního stresu, což narušilo perme-
abilitu a ovlivnilo délku defekačního cyklu. Defekační cyklus se prodloužil u prolongované 
expozice v závislosti na podané dávce. Z výsledků plyne, že GO narušuje jak strukturu, tak 
i funkci střeva.29 Podobné výsledky získali také autoři Chen et al. z experimentu na myších, 
exponovaných SWCNT (dávky 0,05, 0,5 a 2,5 mg/kg/den) po dobu 7 dní. SWCNT indukova-
ly zánětlivou odpověď, doprovázenou nárůstem hladin prozánětlivých cytokinů IL-1β, IL-6 
a TNF-α a zvýšenou střevní permeabilitou. Byly rovněž zjištěny změny složení střevního 
mikrobiomu. SWCNT způsobily posun od Firmicutes k Bacteroidetes a zvýšily počty bakterií 
podporujících zánětlivé pochody ve střevě Alistipes uncultured bacterium a Lachnospiraceae 
bacterium A4. Je zřejmé, že poškození střeva SWCNT je spojeno s interakcí SWCNT s bak-
teriemi střevního traktu a s následným spuštěním reakcí „metabolického zánětu“.30 
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Změny ve složení mikrobioty, popisované v podkapitole in vitro studií, byly pozorovány také 
v některých in vivo studiích. Například Zheng et al. exponovali sladkovodní ryby Danio rerio 
(zebrafish, dánio pruhované) grafenu, GO a rGO po dobu 21 dní. Přítomnost CNM zvyšovala 
ve střevech počty rodů kmene Fusobacteria a rody Cetobacterium a Lactobacillus. Zároveň 
poklesl počet zástupců kmene Firmicutes a rodu Pseudomonas ze skupiny Gammaproteobac-
teria. Vzorky střevní tkáně vykazovaly známky zvýšené úrovně oxidačního stresu a poškoze-
ní buněk (vakuolizace, vyšší počty pohárkových buněk a narušení mezibuněčných spojů).31

Nutno doplnit, že CNM mohou, vedle přímého poškození střeva, indukovat také exacer-
baci již existujícího střevního onemocnění. V experimentu na myších s kolitidou podávali 
Gao et al. po dobu 8 dní GO v dávce 60 mg/kg. Expozice GO posílila zánětlivou aktivitu 
ve střevě (zvýšila infiltraci střeva zánětlivými buňkami) a touto cestou významně zhoršila 
klinický průběh kolitidy.16

Řada in vivo studií byla věnována hepatotoxicitě CNM. Například Ji et al. exponovali myši 
MWCNT funkcionalizovaným (oxidovaným) kyselinou (O-MWCNT) a MWCNT dispergo-
vaným Tweenem-80 (T-MWCNT) po dobu 15 a 60 dnů. Obě expozice měly za následek 
závažné poškození jater (záněty, nekrózy, poškození mitochondrií a buněčnou lýzu). Pozoro-
vána byla rovněž zvýšená exprese GPCR (G protein-coupled receptors), genů podílejících se 
na syntéze cholesterolu a patřících do metabolických cest enzymu p450 (vyšší míru poškození 
indukovaly T-MWCNT).32 Poškození jater potvrdili také Adedara et al., kteří intraperitoneál-
ně exponovali potkany nízkým dávkám MWCNT. Poškození jater se manifestovalo zvýšením 
sérových hladin AST, ALT, alkalické fosfatázy (ALP) a γ-glutamyltransferázy (GGT). Rov-
něž bylo pozorováno snížení aktivit vybraných antioxidačních enzymů (superoxiddismutázy 
a glutathion-S-transferázy). Přítomnost oxidačního stresu potvrdila zvýšená míra peroxidace 
lipidů. Autoři se domnívají, že poškození jater je možné přičítat indukci zánětu se zvýšenými 
hladinami prozánětlivých cytokinů a enzymů (IL-1β, IL-6, TNF-α, COX2 a iNOS).33 

Poškození hepatocytů (a celé jaterní tkáně) CNM by nemělo být spojováno pouze s nárůs-
tem hladiny oxidačního stresu a s rozvojem zánětu. CNM mají potenciál měnit i metabolic-
ké funkce hepatocytů. V in vitro studiích bylo ukázáno, že CNM indukují kumulaci lipidů 
v hepatocytech a mohou stát za rozvojem hepatosteatózy. Xu et al. ověřovali tento jev také 
v experimentech in vivo, ve kterých potkanům s navozenou nealkoholickou hepatosteatózou 
aplikovali intravenózně MWCNT (50, 100, 200 μg/kg). Aplikace významně zhoršila stav 
jater, při kterém došlo k rozvoji chronické hepatitidy, doprovázené oxidačním stresem, kumu-
lací lipidů v játrech a deplecí glutathionu.34 

Výše uvedené studie (zaměřené na toxicitu CNM vůči střevu) naznačují, že CNM ne- 
ovlivňují pouze rodičovský organismus, ale i vývoj jejich potomků. Ve studii autorů Zhanga 
et al. byly myší samci i samice intratracheálně exponovány MWCNT (15 mg/kg / 1× týdně 
po dobu 13 týdnů) a byl hodnocen vliv této expozice na jaterní lipidový metabolismus jejich 
potomků. Mláďata myší, která byla exponována MWCNT, vykazovala (v porovnání s kontro-
lami) významně nižší váhu, histologické změny na jaterním parenchymu a zvýšenou expresi 
genů, které se podílejí na syntéze lipidů v játrech (posledně uvedený nález vede ke kumulaci 
tuků a k narušení jaterních funkcí).35

Hepatotoxické účinky byly prokázány i u SWCNT. Principi et al. popisují kumulaci 
a perzistenci SWCNT v jaterní tkáni po jejich intravenózní aplikaci myším (0,16, 1,6 nebo 
6,4 mg/kg). Agregáty CNM byly v tkání detekovatelné již za 24 hodin po expozici a maximál-
ní kumulace bylo dosaženo po třech týdnech. Agregáty se nacházely v cytoplazmě i v extra-
celulární matrix. Jejich nejvýraznější kumulace byla zjištěna v  blízkosti Kupfferových 
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buněk, což naznačuje, že SWCNT mohou být těmito buňkami fagocytovány. Zvýšená akti-
vita rezidentních imunitních a jaterních buněk vedla k rozvoji zánětu, infiltraci jaterní tkáně 
periferními imunitními buňkami a k poškození hepatocytů (důkazem poškození byly zvýšené 
sérové hladiny AST, ALT a bilirubinu). V průběhu následujících tří týdnů hladiny AST a ALT 
postupně klesaly, ale hodnoty bilirubinu byly zvýšené minimálně čtyři měsíce po aplikaci 
nejvyšší dávky.36

Zdá se, že hepatotoxický potenciál mají i CNM odvozené od grafenu. Ve studii Zhanga 
et al., provedené na potkanech, byly intravenózně aplikovány tři formy nanočástic GO (malé 
GO 50–200 nm, střední GO 200–500 nm a velké GO 500–2000 nm) v dávce 5 mg/kg. Všech-
ny tři formy GO indukovaly expresi hepatocytárního IL-6 a zvyšovaly hladinu oxidačního 
stresu (nejvýraznější změny byly pozorovány u velké formy GO). Kromě hepatocytů akti-
voval GO také makrofágy, což zvýšilo produkci prozánětlivých cytokinů IL-1β a TNF-α.37 
K podobným závěrům došly i další dva kolektivy. Anita Patlolla, Jonathan Randolph a Paul 
Tchounwou exponovali pět dní orálně potkany GO v dávkách 20 a 40 mg/kg/den. Za 24 hodin 
od poslední dávky odebrali vzorky krve a jater. Byla zjištěna zvýšená úroveň oxidačního 
stresu a na dávce závislá funkční a morfologická poškození. Druhá skupina vědců uvedla, 
že expozice GO (0,4, 2,0 a 10,0 mg/kg / 15 dávek v průběhu 30 dní) významně zvýšila míru 
oxidačního stresu a míru poškození jater, což bylo doprovázené významným nárůstem hladin 
jaterních enzymů AST, ALT a ALP.38,39

Funkční a morfologické změny jaterní tkáně bývají provázeny také změnami v transkrip-
tomu. Poulsen et al. ve své studii vystavili myši intratracheální expozici GO a rGO (v dávkách 
18, 54 a 162 μg/myš). Z výsledků vyplývá, že exprese genů v jaterní tkáni byla významněji 
ovlivňována expozicí GO. Vyšší dávky GO i rGO aktivovaly geny, které jsou součástí signál-
ních drah pro regulaci syntézy lipidů a homeostázy (včetně homeostázy cholesterolu). Změ-
ny v expresi nukleárních receptorů transkripčních faktorů LXR/RXR napovídají, že vlivem 
expozice došlo ke zvýšení metabolismu a biosyntézy cholesterolu, zatímco míra lipogeneze 
a transportu cholesterolu byly omezeny.40 

Vedle prokazatelné střevní a jaterní toxicity některých CNM je na druhou stranu nutno 
zmínit také jejich protektivní účinky, reprezentované především zástupci z řady fullerenů. 
Orgánová toxicita fullerenů je nejen velmi nízká až zanedbatelná, ale naopak existují důkazy 
o tom, že expozice fullerenům podporuje regeneraci a normální fyziologický stav tkání (včet-
ně tkání střev a jater). Ve studii autorů Takahashi et al. byli potkani orálně exponováni fulle-
renu (C60) v dávkách 1, 10, 100 a 1000 mg/kg/den po dobu 29 dní. V následujících 14 dnech 
nebyly u žádné z dávek pozorovány patologické orgánové změny a nebyla pozorována ani 
orgánová kumulace. Jedinou pozorovatelnou změnou byl nevýznamný nárůst hmotnosti 
jater. Zvířata exponovaná nejvyšší dávce měla černou stolici a stopy fullerenu byly nalezeny 
v žaludku a v tlustém střevě.41 Protektivní účinek fullerenů (C60) popsali například Elshater 
et al. V jejich studii byl potkanům podáván hepatotoxický cyklofosfamid, přičemž jedna ze 
skupin dostávala navíc také fulleren C60 (4 mg/kg/denně po dobu 10 dní). U těchto potkanů 
(ve srovnání s potkany, kteří dostávali pouze cyklofosfamid) došlo k normalizaci krevního 
obrazu (erytrocytů, trombocytů i leukocytů), neklesla hladina hemoglobinu a byly nalezeny 
nižší hladiny ALT, AST, ALP a oxidačního stresu.42

Z dalších živočišných druhů, které byly využity k monitorování účinků CNM, je možné 
zmínit například kachnu domácí. Al-Badri et al. se pokusili o odhad hepatotoxických účinků 
v oblasti, jejíž prostředí bylo kontaminováno CNM. Zde žijící kachny domácí tak byly konti-
nuálně vystaveny expozici ultrajemných sazí (carbon black) a MWCNT. Z výsledků vyplývá, 
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že játra kachen vykazovala zřetelné známky poškození. Došlo k dilataci sinusoidů, kongesci 
a k zánětu. Autoři se domnívají, že k poškození jater může docházet i u ostatních zde žijících 
živočichů, včetně exponovaných osob.43 Vzhledem k tomu, že se CNM mohou dostávat i do 
vodního prostředí, jsou významné studie s vodními živočichy. V jedné studii Chernick et al. 
testovali toxicitu MWCNT na rybách Oryzias latipes (medaka japonská). Ryby byly expo-
novány orálně v sedmi dávkách během 16 dní. Mezi nálezy patří především poškození jater 
a žlučových cest. Histologická analýza odhalila otoky drsného endoplazmatického retikula, 
zvýšenou lysozomální aktivitu hepatocytů a otoky v intrahepatických žlučových cestách.44 

5.3 ZÁVĚR

Gastrointestinální trakt je jednou se vstupních bran CNM do organismu, kam mohou pronikat 
s potravou, tekutinami, léky atd. Skrze něj pak mohou přestupovat do tkání a krevního oběhu, 
kde, jak jsme již popsali, mohou působit i toxicky. Toxicita byla prokázána také vůči buňkám 
gastrointestinálního traktu, a to jak in vitro, tak in vivo. Jak se ukazuje, toxicky působí hlavně 
MWCNT, SWNCT, grafen, GO a rGO. Mohou poškodit nejen střevní sliznici, ale také játra. 
Často se jedná o poškození zprostředkované indukcí chronického zánětu a oxidačního stresu. 
Alarmující je, že některé studie dokládají také mezigenerační toxicitu. 
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6 �
KOŽNÍ A OČNÍ TOXICITA

Kůže je největším a nejkomplexnějším orgánem lidského těla s mnoha funkcemi. Tvoří 
fyzikální bariéru mezi vnějším a vnitřním protředím a chrání organismus před chemický-
mi, fyzikálními a mikrobiálními vlivy. Je zapojená do řady fyziologických procesů, které 
zahrnují termoregulaci, čití, imunologickou surveillance, kontrolu ztráty tekutin a depozici 
tuků a vody. Skládá se z několika vrstev, mezi něž patří epidermis (vrchní část kůže, již kryje 
stratum corneum), dermis, kožní adnexa (mazové a potní žlázky a vlasové folikuly) a podko-
ží, ve kterém se nacházejí keratinocyty, fibroblasty, Langerhansovy buňky, buňky imunitního 
systému, melanocyty a Merkelovy buňky.1 

Nanočástice reagují s vrchní vrstvou pokožky (epidermis), primárně se stratem corne-
um. To je složeno z mrtvých, plochých, terminálně diferencovaných keratinocytů (korneo-
cytů) a extracelulární matrix, která obsahuje lipidy. Povrch strata corneum je osídlen kožním 
mikrobiomem, který spolu s epidermis vytváří její „kyselý plášť“ jako ochranu před útoky 
patogenů a pomáhá zachovávat její přirozené prostředí. Mikrobiom také interaguje s imunit-
ním systémem, podporuje jeho funkce a brání přemnožení oportunních patogenů na povrchu 
kůže.2,3 Hlubší vrstvy epidermis jsou tvořeny korneocyty a keratinocyty, které jsou propojené 
těsnými mezibuněčnými spoji. Pevnost spojů (a tedy i epitelu) se dynamicky mění v závis-
losti na působení externích faktorů, stimulů a fyziologických potřeb organismu. Díky tomu 
se mění permeabilita kůže, přestup iontů, proteinů, ale také penetrace xenobiotik či migrace 
imunitních buněk.4 

Transdermální přestup nanočástic do organismu je modifikován jejich fyzikálně-che-
mickými vlastnostmi. Cesty vstupu lze v prvním přiblížení rozdělit na cesty paracelulární, 
intercelulární a transcelulární. Dalšími cestami pak může být průnik přes vlasové folikuly 
a potní a mazové žlázy.5–7 Nanočástice penetrují do nižších vrstev pokožky, kde vyvolávají 
různé typy reakcí, mezi něž řadíme iritaci, kontaktní kopřivku, kontaktní dermatitidu a foto-
sensitivizaci. Současně nanočástice pronikají do systémové cirkulace a následně do orgánů 
a tkání.8

Při hodnocení vlivu vnější expozice je nutno zmínit také oko, které je velmi citlivé 
k vnějším faktorům. Nanočástice mohou dráždit jak povrch oka, tak i retinální buňky, ke 
kterým se dostávají jinou než topickou cestou (například inhalací nebo ze systémové cirku-
lace po perorální expozici). Oční toxicita tedy bude následně zmíněna společně s toxicitou 
kožní.9
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6.1 IN VITRO STUDIE

In vitro studie dermální toxicity jsou zaměřeny na interakce uhlíkových nanočástic s jednot-
livými vrstvami pokožky a s očními kompartmenty. Výsledky naznačují, že uhlíkové nano-
částice mohou zvyšovat oxidační stres, vyvolávat zánětlivou odpověď, poškozovat buňky 
a způsobovat jejich smrt.10 V následujícím textu se zaměříme na vliv CNM na různé typy 
buněk, které se nacházejí v pokožce. Jako poslední zmíníme toxicitu CNM vůči oku.

Vnějším vlivům jsou nejvíce vystaveny keratinocyty, které představují hlavní buněčnou 
linii pro in vitro testování dermatotoxicity. Ku příkladu Frontiñán-Rubio et al. provedli dvě 
studie zaměřené na hodnocení dermatotoxicity vybraných uhlíkových nanomateriálů (CNM). 
V první studii ověřovali vliv oxidu grafenu (GO) a vícevrstvého grafenu (FLG) na metabo-
lismus a funkce lidských imortalizovaných keratinocytů (HaCaT). Nízké koncentrace GO 
i FLG (5 μg/ml / 7 dní) měnily metabolomický profil buněk. GO zvyšovala produkci alaninu, 
pyruvátu, glycerofosfocholinu a uridinfosfátu, zatímco přítomnost FLG vedla ke zvýšení hla-
din fumarátu, glycerofosfocholinu a ke snížení hladin pyruvátu, fosfokreatinu a fosfocholi-
nu. Oba typy nanočástic redukovaly hladinu glukózy. Při podrobnější analýze autoři zjistili, 
že nanočástice zasahují do metabolických cest, které jsou kritické pro buněčnou viabilitu 
a mobilitu. Mezi alterovanými cestami byla syntéza proteinů, Krebsův cyklus, cyklus močo-
viny, recyklování amonia a metabolismus methioninu. Snížení hladiny glukózy bylo spojené 
s nadprodukcí volných kyslíkových radikálů (ROS), zvýšením hladiny volného cytosolového 
Ca2+, apoptózou a nekrózou buněk.11 

V druhé studii tíž autoři testovali na keratinocytech HaCaT tři typy grafenových nanoma-
teriálů, FLG a dva typy GO (GO1, GO2). Buňky byly kultivovány se všemi CNM (5 μg/ml) 
po dobu sedmi nebo třiceti dnů. Experimenty potvrdily, že přítomnost CNM mění metabolom 
a bioenergetiku buněk, a to zvláště v případech, kdy se buňky nacházely ve stresovém stavu. 
Byla rovněž zjištěna zvýšená úroveň proliferace a klonogenity buněk (zejména při kultivaci 
s GO2). Nadměrná míra proliferace může být spojována s vyšším rizikem vzniku a rozvoje 
karcinogeneze, což potvrdily některé dále uvedené indikátory. Buňky vystavené GO2 se po 
třiceti dnech kultivace významně zvětšily (stejně jako jejich jádra), rychleji se pohybovaly 
po dvojrozměrných površích v testu hojení a byla u nich zjištěna kumulace onkometabolitů. 
Autoři se proto domnívají, že některé typy grafenových nanočástic mohou mít (i při subchro-
nické úrovni expozice) karcinogenní účinky.12

Toxicitu grafenu hodnotili také Salesa et al. V experimentu byl použit FLG (2–10 vrs-
tev), který byl aplikován do kultivačních médií HaCaT v dávkách 0–10 µg/ml po dobu 
12 a 24 hodin. Proliferační aktivita buněk byla posuzována za 72 a 96 hodin od aplikace. 
Autoři potvrdili vztah mezi dávkou a mírou toxických účinků (snižováním viability) s praho-
vou koncentrací 0,5 μg/ml FLG. Zajímavé bylo zjištění, že i podprahové (netoxické) koncen-
trace FLG 0,005 a 0,01 μg/ml dokázaly po 72 a 96 hodinách významně zvyšovat proliferační 
aktivitu buněk. Analýza změn v expresi třinácti vybraných genů prokázala zvýšenou expresi 
u šesti z nich. Jednalo se o SOD1 (superoxiddismutáza), CAT (kataláza), TGFB1 (transfor-
ming growth factor β), FN1 (fibronektin), CDH1 (kadherin 1) a FBN (fibrilin 1).13

Autoři Pelin et al. exponovali buňky HaCaT různým typům GO a FLG po dobu 24 a 72 ho- 
din. Testované nanočástice redukovaly buněčnou viabilitu, alterovaly mitochondriální funkce 
a poškozovaly plazmatickou membránu. Nejvyšší toxicitu vykázaly nejvíce oxidované GO 
s největším průměrem. Tyto částice poškozovaly mitochondrie a plazmatickou membránu již při 
EC50 5,4 a 2,9 μg/ml (zatímco v případě FLG byly hodnoty EC50 62,8 a 45,5 μg/ml).14 Násled-
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ná studie stejných autorů potvrdila již získané výsledky, a navíc zjistila, že FLG a GO v dávce 
100 μg/ml / 72 h zvyšují depolarizaci mitochondriální membrány a produkci ROS (minimálně 
o 44 %; významný nárůst produkce ROS byl detekován již při dávce 0,4 μg/ml / 24 h).15 

Buněčné linie HaCaT mohou být ovlivňovány také MWCNT, SWCNT a fullereny. Dani-
elle McShan a Hongtao Yu vystavili buňky HaCaT nepurifikovaným, purifikovaným a kar-
boxylovaným MWCNT (20 μg/ml) po dobu 0,5 a 24 hodin. Bylo nalezeno nevýznamné 
snížení viability buněk a nevýznamné poškození DNA, které zřejmě souviselo s významným 
nárůstem úrovně oxidačního stresu.16 Brian Palmer, Sarah Phelan-Dickenson a Lisa DeLouise 
testovali nekarboxylované a karboxylované MWCNT (HaCaT; expozice 0–5 μg/ml po dobu 
3 a 24 hodin). MWCT s vysokou mírou karboxylace významně snižovaly viabilitu buněk 
a navozovaly buněčnou smrt, zatímco nekarboxylované MWCNT významně zvyšovaly oxi-
dační stres. Výsledky tak naznačují, že MWCNT indukují buněčnou smrt nezávisle na míře 
oxidačního stresu.17 

Obdobně na strukturu HaCaT působí i SWCNT. Autoři Manna et al. uvádějí, že SWCNT 
jsou schopny redukovat viabilitu buněk i na velmi nízké expoziční hladině (0,1 μg/ml / 72 h) 
a dále ji snižovat se zvyšující se dávkou. Přítomnost SWCNT vede k aktivaci transkripční-
ho faktoru NF-κB, který kontroluje expresi mnoha prozánětlivých cytokinů, jako jsou IL-8, 
IL-1, IL-6 a TNFα (přímá indukce zánětu).18 Ve studii autorů Onga et al. snižovaly SWCNT 
(12,5, 25, 50, 100 μg/ml) buněčnou viabilitu, omezovaly růst a proliferaci buněk a inhibo-
valy signalizaci Hsp90. Analýza genové exprese prokázala sníženou expresi Hsp90 vlivem 
SWCNT a narušení proteinové homeostázy v buňce. Porucha vede k progresi buněčného 
stárnutí (Hsp90 funguje jako chaperon podílející se na „refoldingu“ proteinů).19

K dalším uhlíkovým nanočásticím, které byly testovány na buněčných liniích HaCaT, 
patří fullereny a jejich deriváty. Saathoff et al. vystavili buňky HaCaT třem typům fullere-
nolů, C60(OH)20, C60(OH)24 a C60(OH)32, v dávkách 0,0005–42,5 μg/ml / 24 a 48 h. Snížení 
viability autoři pozorovali pouze u buněk vystavených nejvyšší dávce C60(OH)32. Fullerenoly 
C60(OH)24 a C60(OH)32, snižovaly (v nejvyšších dávkách) expresi IL-8, avšak C60(OH)32 
v dávce 0,34 μg/ml / 24 h produkci IL-8 naopak zvyšoval. Autoři uvádějí, že v průběhu expe-
rimentu docházelo k paracelulární i intracelulární agregaci/aglomeraci. Fullerenol C60(OH)20 
aglomeroval v cytoplazmatických vakuolách, zatímco aglomeráty fullerenolu C60(OH)24 byly 
detekovány uvnitř buněk fokálně přichycené k buněčné membráně. Fullerenol C60(OH)32 
vytvářel menší agregáty uvnitř buněk a vykazoval menší interakce s membránami. Výsledky 
naznačují dávkovou závislost toxicity fullerenolů a její úzkou vazbu na míru hydroxylace 
molekulárních struktur.20 

Fibroblasty jsou základní buňky vazivové tkáně, rozptýlené v různých částech těla. Hrají 
důležitou roli v epidermální proliferaci, regeneraci a tvorbě extracelulární matrix. Liao et al. 
exponovali lidské dermální fibroblasty (NHDF) grafenu a GO (50 μg/ml / 24 h). Výsledkem 
bylo významné snížení buněčné viability, zvýšení hladiny oxidačního stresu a narušení mito-
chondriální aktivity.21 K podobným výsledkům došli i autoři de Godoy et al., kteří kultivovali 
myší kožní fibroblasty s MWCNT funkcionalizovanými tetraetylenpentaminem (MWCNT-
-TEPA; 1, 50, 250, 500 a 1000 mg/ml / 24 h). MWCNT-TEPA významně snižovaly viabilitu 
buněk, na druhou stranu exprese volných radikálů a prozánětlivého cytokinu TNF-α význam-
ně vzrostly. Vyšší dávky MWCNT-TEPA způsobovaly závažnější buněčná poškození.22 
K podobným závěrům došli i Anita Patlolla, Brionna Knighten a Paul Tchounwou, kteří sle-
dovali vliv MWCNT na NHDF. Toxický účinek byl závislý na dávce, přičemž vyšší koncen-
trace poškozovaly DNA a aktivovaly intracelulární cesty vedoucí k apoptóze. Oba uvedené 
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jevy vedly k významnému poklesu buněčné viability.23 Autoři Tian et al. porovnávali vliv 
různých typů CNM na NHDF. V rozsáhlé studii exponovali tyto buňky SWCNT, MWCNT, 
sazím (carbon black), grafitu a aktivnímu uhlíku v široké škále koncentrací po dobu 1 až 5 dní. 
Nejvyšší pokles viability buněk byl zjištěn v případě expozice SWCNT. Vedle snížení viabi-
lity nanočástice alterovaly rovněž buněčnou morfologii se změnou tvaru a narušením adhezi-
tivity. Míra toxického účinku byla závislá na dávce a na čase.24 

Vedle toxických účinků CNM je nutné zmínit i jejich pozitivní vlivy. Ve studii Jennifer 
Mytych, Macieje Wnuka a Sureshe Rattana bylo prokázáno, že fibroblasty z kůže lidské-
ho obličeje (FSF1) po expozici ND (dávky do 0,5 μg/ml) snáze proliferovaly a měly vyšší 
hojivou kapacitu a metabolickou aktivitu. ND rovněž vyvolávaly buněčný stres se zvýšenou 
expresí hemoxydogenázy, sirtuinu 1 a DNA metyltransferázy. Ve výsledku tedy došlo k pro-
dloužení doby přežití fibroblastů a ke zlepšení jejich funkcí.25 Odborná literatura uvádí, že 
i aplikace dvojrozměrných grafenových struktur mohou vést ke zvýšení proliferace a zlepšení 
funkcí lidských fibroblastů (k vyšší efektivitě hojení). Safina et al. připravili filmy z grafenu 
a GO, které osadili NHDF. Komplex potencoval růst a bioaktivitu buněk a významně posilo-
val jejich regenerační schopnost.26

Vedle keratinocytů a kožních fibroblastů byly v některých in vitro studiích použity i mode-
ly lidské epidermis nebo přímo vzorky lidské kůže. Například autoři Silva et al. hodnotili vliv 
GO na kožní permeabilitu. V jejich experimentu byly použity vzorky lidské kůže o tloušťce 
0,8 mm. Nejvyšší míra penetrace byla zjištěna při koncentraci 1000 µg GO / ml disperze. 
Nižší koncentrace sice penetrovaly rychleji, nicméně konečný celkový objem GO v pokožce 
byl nižší. Dermální penetrace CNM je využívána u fototerapie. Uhlíkové nanočástice v kůži 
absorbují záření blízké infračervenému pásmu, což má za následek nárůst lokální teploty 
a zvýšení účinnosti terapie.27 

Autoři Fusco et al. studovali intenzitu dráždivých účinků CNM na kůži. V experimentu 
použili SkinEthic™ model rekonstruované lidské epidermis (RhE), na jehož povrch apli-
kovali FLG, FLG funkcionalizované dodecylsíranem sodným a dodecylbenzensulfonátem 
sodným, GO, rGO a grafen po dobu 42 minut. Známky iritace byly zjištěny pouze u funkcio-
nalizovaných FLG. Došlo ke ztrátě denzity ve stratu corneum a stratu granulosum a fragmen-
taci keratinocytových jader stratum spinosum a stratum basale. GO indukoval pouze mírné 
poškození strata corneum. Všechny použité nanočástice kromě grafenu formovaly malá depo-
zita ve stratu corneum a velké agregáty na povrchu epidermis. Autoři sledovali také hladinu 
zástupce skupiny alarminů IL-1α. K zvýšení jeho hladiny došlo pouze u funkcionalizovaných 
FLG. Zdá se tedy, že z testované skupiny CNM je za kožní iritanty možné považovat pouze 
funkcionalizované FLG.28

Dermální expozice bývá spojena i s expozicí oka. Autoři Yan et al. použili pro hodnocení 
toxicity CNM pro oko retinální pigmentový epitel (RPE). Epitelové buňky byly exponovány 
MWCNT, plazmou modifikovanými MWCNT, hydroxylovanými MWCNT a karboxylovaný-
mi MWCNT (5–100 mg/ml / 72 h). Nejvyšší koncentrace všech CNM způsobovaly význam-
né snížení viability buněk, uvolňování laktátdehydrogenázy a zesílenou produkci volných 
radikálů (byly nalezeny apoptotické buňky). Nejvyšší míra oční toxicity byla zaznamenána 
u nemodifikovaných MWCNT. Karboxylovaná forma MWCNT se jevila jako biokompa-
tibilní.29 Ou et al. exponovali ARPE-19 (imortalizované lidské retinální buňky) GO a rGO 
(10–200 µg/ml / 6–72 h). Vedle nárůstu hladiny oxidačního stresu způsobovaly nanočástice 
také snížení viability a poškození DNA. Částice rGO vykazovaly vyšší míru genotoxicity než 
částice GO.30 
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Wu et al. zkoumali toxicitu GO vůči lidským epitelovým buňkám rohovky (hCorEC) 
a lidským epitelovým spojivkovým buňkám (hConEC). Dávky GO 12,5–100 μg/ml nevyká-
zaly během akutní dvouhodinové expozice známky toxicity vůči hCorEC ani vůči hConEC. 
Celodenní (24hodinová) expozice obou buněčných linií GO však významně zvýšila produkci 
volných kyslíkových radikálů, což mělo za následek spuštění apoptotických mechanismů.31 
Ve studii An et al. byly krysí rohovkové epitelové buňky (RCEC) vystaveny působení GO 
a rGO (5–50 μg/ml / 24, 48 a 72 h). Částice GO, v závislosti na čase a dávce, výrazně snižo-
valy viabilitu buněk. Byl nalezen zvýšený výskyt apoptóz a nekróz a docházelo i k narušování 
buněčného cyklu. Obecně, částice GO vykazovaly vyšší míru toxicitu než částice rGO.32 

Obdobně jako u dermálních expozic, i u expozic oka je nutné zmínit některé pozitivní 
účinky CNM. Bylo například prokázáno, že uhlíkové nanočástice podporují regeneraci buněk 
oka, konkrétně jejich růst a diferenciaci. Zambrano-Andazol et al. studovali in vitro interakce 
membrány z rGO s vybranými buněčnými liniemi oka (buňkami pigmentového epitelu lid-
ské sítnice, lidskými rohovkovými epitelovými buňkami CHCE-T, primárními rohovkový-
mi keratinocyty a primárními lidskými rohovkovými limbálními buňkami. Výsledkem byla 
nízká úroveň genotoxicity a významná indukce dělení a migrace buněk. Experiment in vivo, 
který byl proveden po in vitro studii, potvrdil regenerační potenciál rGO membrány.33

6.2 IN VIVO STUDIE 

Také v in vivo studiích byla sledována kožní a oční iritace a senzibilace po topické aplikaci 
CNM. Výsledky jsou v porovnání s výsledky in vitro studií komplexnější a poskytují valid-
nější údaje o potenciální rizikovosti CNM pro člověka. 

Například Ema et al. zaměřili výzkum na dermální senzibilaci a oční iritaci po aplikaci 
SWCNT-N (Nikkiso) a SWCNT-SG (super-growth) a MWCNT N a M (Mitsui) u králíků 
a morčat. Doba sledování byla 24 a 48 hodin od aplikace 0,1 % SWCNT-N, 0,5 % SWCNT-SG, 
0,25 % MWCNT-N a 1 % MWNT-M do konjunktiválního vaku. Po 24 hodinách se u tří krá-
líků po aplikaci N-MWCNT objevila mírná konjunktivální hyperémie, která však do 48 hodin 
vymizela. Kožní iritace byla testována pomocí náplastí s nanočásticemi a změny byly hod-
noceny za 1, 24, 48 a 72 hodin od jejich odstranění. Byla pozorována mírná hyperémie u tří 
králíků exponovaných N-MWCNT. Iritace kůže, obdobně jako oční iritace, vymizela do 
48 hodin po sejmutí náplastí. U morčat k senzibilizaci kůže nedošlo vůbec. Z tohoto pohledu 
lze testované nanočástice charakterizovat jako slabé iritanty a senzibilizanty.34 Experimenty 
autorů Kim et al. byly zaměřeny na senzibilizaci kůže myší plátky grafenu. Ani nejvyšší 
koncentrace suspenze grafenu neměly za následek senzibilaci pokožky.35 Podobné výsledky 
získali Park et al., kteří aplikovali MWCNT (1,000 μg/ml) na zdravou a poškozenou (abrazí) 
pokožku králíků. Po 24 ani 48 hodinách od aplikace nebyly na pokožce zjištěny známky 
poškození (edém nebo hyperémie).36 Ani Balakrishna Murthy, Sairam Kishore a Surekha 
Paneerselvam neuvádí nálezy známek toxického působení MWCNT na kůži a oko potkanů, 
králíků a morčat.37 

Vedle SWCNT a MWCNT byly studovány i dermální toxicity fullerenů. Experiment 
Xin Xia, Nancy Monteiro-Riviere a Jima Riviereho byl zaměřen na dermální absorpci ful-
lerenu C60. Pokožka odstavených selat byla exponována po dobu čtyř dnů fullerenu (200 μl 
nebo 500 μg/ml / 24 h) v toluenu, cyklohexanu, chloroformu a v minerálním oleji. Expo-
novaná pokožka byla přelepena páskou a byly odebrány vzorky pro histologickou analýzu. 
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Nanočástice C60 v toluenu, cyklohexanu a chloroformu penetrovaly přes stratum corneum 
a dosahovaly viabilní epidermis. Nejhlubší penetrace byla pro C60 zjištěna v chloroformu, 
nejnižší, téměř nulovou penetraci vykázal C60 v minerálním oleji.38 Ema et al. testovali na 
králících a morčatech kožní iritaci (50 mg C60), kožní senzibilizaci (40 mg C60) a oční iri-
taci (100 mg C60) fullerenu C60. Z výsledků vyplývá, že nebyla pozorována žádná dermální 
reakce. V případě aplikace do oka byla zjištěna mírná hyperémie, která zcela vymizela do 
24 hodin.39 Ve studii autorů Kata et al. byly účinky fullerenu C60 (v kosmetickém produktu 
proti vráskám) testovány na dobrovolnících. Studie se účastnilo 23 žen, které používaly krém 
s fullerenem C60 a skvalenem dvakrát denně (pouze na jednu polovinu obličeje) po dobu 
osmi týdnů (na druhou polovinu obličeje nanášely krém bez fullerenu). Krém s fullerenem 
C60 nevyvolal žádnou závažnější (toxickou) reakci, naopak bylo pozorováno zlepšení kvality 
pokožky a snížení hloubky vrásek.40 K podobným závěrů došla i studie autorů Miljkovice 
et al., kteří aplikovali ve skupině 38 dobrovolníků tělové mléko a krém na ruce s přídav-
kem hyper-harmonizovaného vodního komplexu hydroxylovaného fullerenu C60 (3HFWC). 
Během čtyřtýdenní (každodenní) aplikace došlo ke zlepšení kvality pokožky a nárůstu množ-
ství kolagenu v ní.41 Souhrnně řečeno, fulleren C60 je v kůži biologicky aktivní, podporuje 
tvorbu kolagenu a nevykazuje známky dermatotoxicity. 

Protektivní vliv na kůži mají pravděpodobně i nanodiamanty (ND). V experimentu autorů 
Wua et al. byly dvě skupiny myší exponovány UVB záření, přičemž u jedné z nich byla před 
ozářením provedena topická aplikace ND. U této skupiny bylo po ozáření zjištěno (na rozdíl 
od skupiny bez aplikace ND) pouze velmi mírné poškození kůže. Částice ND nevykazovaly 
v experimentu žádné známky dermatotoxicity.42

Některé in vivo experimenty byly zaměřené čistě na oční toxicitu. Například již zmiňovaní 
Wu et al. aplikovali po dobu pěti dnů potkanům do spojivkového vaku 50 nebo 100 μg/ml 
GO. Částice GO indukovaly reverzibilní zarudnutí spojivky a poškození rohovkového epitelu. 
Jednorázové podání způsobovalo jen mírné obtíže, avšak opakovaná aplikace již patologic-
ké procesy v hlubších vrstvách oka vyvolala.31 Autoři Yan et al. aplikovali do jednoho oka 
králíků intravitreální injekci GO (0,1, 0,2 nebo 0,3 mg); do druhého oka byl aplikován solný 
roztok. V oku s GO nedošlo ke zvýšení nitroočního tlaku, narušení zraku či změnám na elek-
troretinogramu. Histologická analýza odhalila, že v oku s aplikací GO perzistovalo po ukon-
čení experimentu ještě menší množství GO, k poškození sítnice však podle autorů nedošlo.43 
An et al. aplikovali po dobu 7 dní do pravého oka myší suspenzi GO nebo rGO. Při koncent-
racích 50 a 100 μg/ml GO byla detekována korneální opacita. U nižší koncentrace (25 μg/ml 
GO) opacita zjištěna nebyla, nicméně prodloužená doba expozice (10 dní) již opacitu vyvo-
lala. Expozice částicím rGO byla bez biologické odezvy. Histologická analýza prokázala 
narušení rohovky (s přítomností prozánětlivých buněk) u tkání oka vystavených GO. Částice 
GO indukovaly neovaskularizaci duhovky, zvyšovaly koncentrace prozánětlivých cytokinů 
TNF-α, IL-6 a IL-8 a koncentraci malondialdehydu (ukazatele oxidačního stresu). Výsledky 
naznačují přítomnost oční toxicity u GO, zatímco rGO vykazuje spíše biokompatibilitu.32

6.3 ZÁVĚR

Pokožka je největším orgánem, který je v neustálém kontaktu s vnějším prostředím. Ačkoli 
funguje jako ochrana a bariéra před průnikem nežádoucích látek do organismu, není nepoško-
ditelná a její poškození může také zhoršit její ochranné funkce. Studie ohledně dermatotoxicity 
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přinášejí nekonzistentní závěry. Není tedy možné říci, zda a jak toxické CNM k pokožce jsou. 
Podobné je to s vystavením oka CNM. Toxicita je úzce limitována jen na některé zástupce 
CNM. Na druhou stranu se však potvrdily i ochranné účinky CNM. Mnohé z nich (například 
scaffoldy či krycí materiály s nanočásticemi) významně podporují diferenciaci a proliferaci 
buněk (včetně keratinocytů a kožních fibroblastů) a zvyšují neoangiogenezi, čímž pomáhají 
při hojení akutních i chronických ran. Nelze rovněž opomenout výrazné protiinfekční účin-
ky, jež mohou zabránit infikování rány. Pro zvýšení úrovně biokompatibility je možné CNM 
relativně snadno funkcionalizovat.44
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7 �
TOXICITA VŮČI MOČOVÉMU ÚSTROJÍ

Uhlíkové nanomateriály (CNM) vstupují do živých systémů většinou inhalačně, perorálně 
nebo transdermálně. V případech terapeutického použití přichází v úvahu i vstup intravenóz-
ní. Z místa vstupu jsou CNM translokovány do systémové cirkulace a následně distribuovány 
do cílových tkání, kde interagují s bio(makro)molekulami. V dalších krocích dochází k jejich 
krátkodobé či dlouhodobé depozici, biotransformaci a eliminaci.1

Vylučovací soustava zajišťuje vylučování odpadních látek z těla, je součástí detoxikačních 
mechanismů, udržuje vodní a elektrolytovou rovnováhu, hodnotu pH a hodnoty krevního 
tlaku a podílí se na hormonální expresi. U člověka patří ke klíčovým složkám vylučovací 
soustavy ledviny, močovody, močový měchýř a močová trubice. Poškození vylučovací sou-
stavy je spojeno s řadou patologií, které se manifestují jak na tkáních vylučovací soustavy 
samotné, tak i na celém organismu. Proces odstraňování xenobiotik (včetně nanočástic) vylu-
čovací soustavou zahrnuje glomerulární filtraci, tubulární resorpci, sekreci a urinární exkreci. 
Xenobiotika při tomto procesu mohou poškozovat nefrony, tubulární systém i dolní cesty 
močové.1 Mezi hlavní mechanismy poškození bývá řazen oxidační stres (produkce volných 
radikálů a reaktivních intermediátů), indukce mitochondriálního a endoplazmaticko-retiku-
lárního stresu a indukce zánětu.2

7.1 IN VITRO STUDIE

In vitro studie nefrotoxicity jsou prováděny na buňkách vylučovacího ústrojí, nejčastěji na 
liniích odvozených od tkání ledvin. Výsledky některých studií představíme v následujícím 
textu. 

Ku příkladu Yu et al. provedli studii na HEK-293T (lidské embryonální ledvinné buňky), 
které exponovali uhlíkovým nanotrubicím (CNT) funkcionalizovaným polyetylenglykolem 
(PEG; expoziční koncentrace 100–200 μg/ml; expoziční doba 24, 48 a 72 h). Byla pozorována 
lýza buněk, nekróza a snížení počtu buněk v kultuře. Vyšší dávky způsobovaly (vedle přímého 
poškození) i morfologické změny.3 

Autoři Reddy et al. hodnotili toxicitu dvou typů různě dlouhých mnohovrstvých uhlíko-
vých nanotrubic (MWCNT; 60–80 nm a 90–150 nm; koncentrace 3 a 300 μg/ml; 48 h) vůči 
buněčné linii HEK-293T. Autoři uvádějí nálezy dávkově závislého snížení viability buněk 
a koncentrací glutathionu, který působí antioxidačně. Naopak vzrostla míra poškození buněč-
ných membrán, hladin laktátdehydrogenázy a prozánětlivého cytokinu IL-8. Vyšší toxicitu 
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vykazovaly MWCNT o délce 60–80 nm. Výsledky tedy svědčí pro přítomnost oxidačního 
stresu, smrti buněk a indukci zánětu.4 

Toxicitu dvou typů MWCNT s rozdílnou délkou testovali i Kermanizadeh et al. Jako 
expoziční objekt byla použita buněčná linie HK-2 (dospělé lidské buňky proximální tubulár-
ního epitelu). Celodenní (24h) expozice oběma typům MWCNT zvyšovala expresi volných 
kyslíkových radikálů (ROS) a hladiny prozánětlivých cytokinů IL-6 a IL-8 podobně jako 
v předchozí studii.5 

Barillet et al. testovali několik druhů CNM (včetně MWCNT) na řadě buněčných linií, 
mezi kterými byla i linie reprezentující ledvinovou tkáň NKR-52E (krysí epitelové buňky led-
vin). Expozice dávkám 0,25–100 µg (kultivace 1 až 72 hodin) narušovaly buněčnou integritu, 
zvyšovaly expresi ROS a indukovaly buněčnou smrt. Genotoxická analýza (kometový test) 
odhalila zvýšený výskyt zlomů DNA řetězců.6 

Autoři Blazer-Yost et al. testovali toxicitu fullerenů (C60), jednovrstvých uhlíkových 
nanotrubic (SWCNT) a MWCNT na buněčné linii kortikálních sběrných kanálků myších 
ledvin (mouse kidney cortical collecting duct cell line, mpkCCDcl4). Po dvoudenní expozici 
byla zjištěna snížená transepitelová elektrická rezistence, což indikovalo narušení integrity 
a buněčné viability jednovrstvé buněčné kultury. Velmi zajímavým způsobem byla narušena 
rovněž exprese řady proteinů. Autoři popsali, že dávka 0,004 μg C60/cm2 ovlivnila expresi 
61 proteinů (u 34 došlo ke zvýšení exprese a u 27 ke snížení exprese). Jednalo se hlavně 
o proteiny zapojené do buněčné smrti, produkce energie, vzniku nádorů, tj. i proteinů ovliv-
ňujících buněčný růst, proliferaci a buněčný cyklus. Je zajímavé, že vyšší dávky měly nižší 
dopady na expresi proteinů. Pokud se podíváme na SWCNT a MWCNT, tak i zde došlo ke 
změnám v expresi proteinů. K nejvýraznějším změnám opět došlo v případě nejnižší dávky, 
tj. 0,004 μg/cm2. Tato dávka SWCNT zvýšila expresi 57 proteinů a snížila expresi 59 pro-
teinů, v případě MWCNT to bylo zvýšení exprese 45 a snížení exprese 60 proteinů. Opět se 
jednalo hlavně o proteiny zapojené do základních funkcí buněk jako v případě C60. Navíc 
autoři zaznamenali také snížení exprese ribozomálních a histonových proteinů. Z uvedeného 
je zřejmé, že různé druhy CNM indukují různé buněčné odpovědi a že v charakteru tohoto 
procesu hraje významnou roli expoziční koncentrace.7

Je známo, že biologickou aktivitu CNM mohou snižovat či zvyšovat jejich povrchové 
modifikace/funkcionalizace. Autoři Johnson-Lyles et al. exponovali LLC-PK1 (prasečí buň-
ky proximálního ledvinného tubulu) hydroxylovanému fullerenu (fullerenolu) v dávkách 
0,6–60 mM po dobu 24 nebo 48 hodin. Expozice fullerenolu indukovala buněčnou smrt 
a ztrátu mitochondriálního membránového potenciálu. Byl narušen cytoskeleton, došlo ke 
kumulaci autofagozomových vakuol a k depleci ATP. Zajímavé je, že navzdory poškození 
mitochondriálních struktur nebyla pozorována zvýšená hladina volných kyslíkových radikálů 
(ROS).8

7.2 IN VIVO STUDIE

In vivo studie nefrotoxicity jsou prováděny nejčastěji na hlodavcích. Z testovaných CNM 
jednoznačně převažuje grafen a jeho deriváty (například oxid grafenu; GO). Patlolla et al. 
testovali nefrotoxické účinky GO na potkanech (5 dní; orální expozice; dávky 0, 10, 20 
a 40 mg/kg). Expozice zvyšovala aktivitu superoxiddismutázy, katalázy a glutatihonperoxi-
dázy a poškozovala funkce ledvin. Byl zaznamenán nárůst hladiny sérového kreatininu, 
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hladiny BUN (blood urea nitrogen) a hladiny oxidačního stresu, přestože se aktivita anti-
oxidačních enzymů zvýšila. Histologická analýza potvrdila poškození ledvinových tkání. 
Dávka 10 mg/kg způsobovala dilataci tubulů a renální tubulární separaci; dávka 20 mg/kg 
vyvolávala tubulární nekrózu, dezintegraci tubulů, degeneraci hematopoetické tkáně a eozi-
nofilní exsudát a dávka 40 mg/kg měla za následek závažnější formy všech dříve zmíněných 
patologií. Všechny pozorované změny byly závislé na dávkách.9 

Na rozdíl od výše popsaných výsledků však skupina jiných autorů (Karsh et al.) v in vivo 
experimentu přítomnost nefrotoxických účinků GO nezjistila. Tito autoři aplikovali potkanům 
po dobu jednoho týdne intraperitoneálně GO v denní dávce 1 mg/kg.10 Zjištěnou neshodu by 
bylo možné přisuzovat rozdílné formě expozice a výrazně rozdílným expozičním dávkám, 
neboť Patlolla et al. podávali dávky 10–40 mg/kg.

Ve experimentech byla pochopitelně věnována pozornost i vlivu povrchové modifikace/
funkcionalizace CNM na jejich biologickou aktivitu. Například Jasim et al. sledovali distribu-
ci GO funkcionalizovaného kyselinou 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovou 
(GO-DOTA značený radioaktivním indiem). Po intravenózní aplikaci (50 μg) myším byl 
GO-DOTA detekován v moči, v močovém měchýři, ve slinivce a v játrech.11 

S ohledem na pozitivní nálezy in vitro experimentů byla potenciální nefrotoxicita uhlíko-
vých nanotrubic (CNT) testována rovněž i v experimentech in vivo. Například Lacerda et al. 
aplikovali myším intravenózně nefunkcionalizované a funkcionalizované MWCNT (funkcio-
nalizace amoniakem a karboxylovými skupinami; dávka 200 μg). Po 24 hodinách od aplikace 
byly myším odebrány vzorky ledvin, jater, sleziny a plic. Z nálezů vyplývá, že čím vyšší byl 
stupeň funkcionalizace, tím menší byla jejich akumulace ve tkáních. Nefuncionalizované 
MWCNT se akumulovaly téměř výhradně v plicích a játrech (ne v ledvinách). Vybrané indi-
kátory analýz séra a moči neindikovaly fyziologické abnormality u žádného z odebraných 
orgánů. Autoři se domnívají, že kritickým faktorem, vedoucím k menší akumulaci CNT ve 
tkáních a k normální tkáňové fyziologii, je stupeň funkcionalizace, a nikoli povaha funkčních 
skupin.12  

K opačným závěrům došli Maha Gazia a Mohammed El-Magd, kteří známky nefrotoxici-
ty MWCNT popsali. V jejich experimentu byly potkanům intratracheálně podány nefunciona-
lizované a funkcionalizované MWCNT (amylované a obalené polyethylenglykolem – pegy-
lované; dávka 1 mg/kg). Nefunkcionalizované a amylované MWCNT způsobovaly prakticky 
stejnou formu poškození ledvinové tkáně, která měla za následek snížení ledvinových funkcí. 
V histologických preparátech byly patrné kolabované nebo edematózní hemoragické glome-
ruly, poškozené mezangiální a endotelové buňky a mnoho apoptotických buněk. V krvi byly 
nalezeny zvýšené hladiny močoviny a kreatininu. Příčinu poškození autoři připisují zvýšené 
hladině oxidačního stresu, která indukovala zánětlivou odpověď a apoptózu. Přítomnost záně-
tu byla potvrzena nárůstem hladiny prozánětlivého IL- IL1β a zvýšenou aktivitou kaspázy 3. 
V případě pegylovaných MWCNT výše uvedená poškození a změny pozorovány nebyly.13 

Nefrotoxické účinky CNT popisují rovněž Zahra Matouri a Ali Noori, kteří intraperito-
neálně aplikovali potkanům MWCNT, funkcionalizované karboxylovými skupinami (dávky 
2,5, 5, 10 a 20 mg/kg). Po jednom dni od aplikace byla u dávek 2,5 a 5 mg/kg nalezena 
snížená hladina sérové kyseliny močové. Po dvaceti dnech od aplikace byly u všech dávek 
zjištěny snížené hladiny sérové kyseliny močové a močoviny. Snížené hladiny kreatininu byly 
nalezeny pouze u dávek 5 a 10 mg/kg. Histologická analýza prokázala poškození ledvinové 
tkáně. Zajímavý byl nález ložisek hyalinu podobné substance, která vznikla (pravděpodobně) 
v důsledku zvýšené aktivity eozinofilů a dalších zánětlivých buněk (bazofilů a neutrofilů). 
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V kůře a dřeni ledvin došlo vlivem expozice ke glomerulární degeneraci, dilataci Bowmanova 
pouzdra a degeneraci stěny proximálních tubulů. Poškození tkáně bylo závislé na dávce.14 

Závěrem nutno zmínit i pozitivní účinky CNM na orgány vylučovací soustavy. Autoři 
Leporatti et al. popisují ve svém přehledovém článku antibakteriální aktivitu nanodiamantů 
při léčbě bakteriálních cystitid (vyvolaných například bateriemi Escherichia coli), které jsou 
častou komplikací nádorových onemocnění močového měchýře. U pacientů s touto diagnó-
zou je nutné infekci řešit, nicméně bývá problém s použitím stávající farmakologické léčby. 
Autoři se domnívají, že antibakteriální aktivitu nanodiamantů by bylo možné využít i u rezi-
stentních bakteriálních druhů.15 

7.3 ZÁVĚR

Studií, které se zabývají nefrotoxicitou není mnoho a závěry nejsou jednotné a jednoznačné, 
podobně jako tomu bylo v případě kožní a oční toxicity. Pokud vycházíme z principu předběž-
né opatrnosti a existují studie, které jistou míru toxicity prokázaly, je nutné s touto toxicitou 
počítat, obzvláště když právě močový systém může být jednou z eliminačních cest CNM.
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8 �
NEUROTOXICITA

Uhlíkové nanomateriály (CNM) mohou pronikat i do centrální nervové soustavy (CNS). 
Hlavními penetračními cestami jsou systémová cirkulace a horní cesty dýchací (primárně 
nosní dutina). Translokace přes hematoencefalickou bariéru (HEB) je významně ovlivňová-
na fyzikálně-chemickými vlastnostmi CNM a jejich funkcionalizací. Přes tuto bariéru, která 
má za fyziologických podmínek velmi malou permeabilitu, prostupují snadněji velmi malé 
hydrofobní CNM. V HEB mohou CNM indukovat zánětlivou odpověď, poškozovat endotel 
a zvyšovat její permeabilitu, a to zejména v těch oblastech, kde je HEB více fenestrovaná 
a osídlená perivaskulárními mikrogliemi (tyto buňky po stimulaci CNM produkují prozánět-
livé cytokiny). Uhlíkové nanočástice mohou také narušovat mezibuněčné spoje a prostupovat 
do CNS paracelulárně. Mezi další translokační cesty lze zařadit endocytózu a penetraci CNM 
do buněk bez narušení integrity jejich buněčné membrány (transcelulární transport). Po prů-
niku CNM do CNS může docházet k jejich kumulaci v různých mozkových kompartmentech. 
Variabilita míry kumulace (podle kompartmentů) je přitom opět významně ovlivňována fyzi-
kálně-chemickými vlastnostmi a funkcionalizací CNM.1–3

V případech, kdy CNM vstupují do CNS cestou přes horní cesty dýchací (nosní dutinu), 
musí nejdříve překonat bariéru mukociliárního systému, transcelulárně nebo paracelulárně 
přestoupit přes vrstvu slizničních buněk a pomocí vazby na receptor penetrovat do neuro-
nů v nosní sliznici. Podél axonů pak CNM prostupují (transcelulárně nebo extracelulárně) 
z čichového a/nebo trojklanného nervu až do CNS, kde vlivem CNM dochází k nežádoucím 
reakcím a k poškozování nervové tkáně.4–6 Dostupné literární zdroje dokládají, že CNM 
mohou indukovat neurozánětlivou odpověď a zvyšovat hladinu oxidačního stresu. Oba uve-
dené děje mají přímou vazbu na neurodegenerativní procesy, spojené s narušováním kogni-
tivních a paměťových funkcí. Nutno však doplnit, že některé CNM naopak oxidační stres 
snižují, redukují produkci amyloidu a podporují neurogenezi.7

8.1 IN VITRO STUDIE

Výsledky in vitro studií dokladují prozánětlivý charakter expozice CNM, nárůst hladiny vol-
ných kyslíkových radikálů (ROS), snížení viability buněk a indukci apoptózy. Některé druhy 
CNM sice nevykazují přímou toxicitu, nicméně mohou významně zasahovat do fyziologic-
kých pochodů v buňkách a narušit jejich funkce. 
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Wang et al. prezentovali studie, ve kterých vystavili buněčnou kulturu PC12 (buňky 
feochromocytomu) expozici nefunkcionalizovaným jednovrstvým uhlíkovým nanotrubi-
cím (SWCNT). SWCNT zvyšovaly (v závislosti na dávce a době inkubace; 0–400 μg/ml / 
24–48 h) míru oxidačního stresu (produkce volných kyslíkových radikálů; ROS), což se pro-
jevilo výrazným poklesem hodnot glutathionu a aktivity glutathionperoxidázy a superoxiddi-
smuzázy, poškozením buněčné membrány, redukcí membránového potenciálu mitochondrií 
a snížením buněčné viability.8,9 K podobným výsledků došli i Vaniyamparambath Vijayalaks-
mi, Bindu Sadanandan a Anjanapura Raghu, kteří exponovali buněčnou kulturu LN18 (lidské 
neurony) nefunkcionalizovaným a karboxylovaným SWCNT (5, 10, 20, 40 μg/ml / 0–48 h). 
Oba typy SWCNT při expoziční koncentraci 40 μg/ml významně zvyšovaly produkci ROS 
(po dobu 6 hodin) a hladinu malondialdehydu (po dobu 24 a 47 hodin).10 Neurotoxicitu pro-
kázali rovněž autoři Visalli et al., kteří srovnávali účinky nefunkcionalizovaných a karboxy-
lovaných mnohovrstvých nanotrubic (MWCNT) na buněčnou kulturu SH-SY5 (lidské linie 
neuroblastomu). Buňky byly exponovány koncentracím 12,5 a 25 μg/ml po dobu až 24 hodin. 
V závislosti na koncentraci a čase bylo zjištěno poškození DNA, snížení buněčné viability, 
zvýšení produkce ROS a zvýšení exprese prozánětlivých cytokinů TNFα, IL-1β a IL-6. Vyšší 
míru toxicity vykazovaly nefunkcionalizované MWCNT, funkcionalizace může negativní 
vliv MWCNT zmírnit.11 

Bussy et al. porovnali neurotoxicitu čtyř forem MWCNT (bez funkcionalizace a funkcio-
nalizované ox-MWNT, ox-MWNTNH3

+ a MWNT-NH3
+; koncentrace 5–50 μg/ml). Expono-

vány byly primární neurální a gliové buňky izolované z fetálního krysího frontálního kortexu 
a ze striata. Žádná z testovaných forem MWCNT nevykazovala účinky na neurony obou částí 
CNS a na gliové buňky z frontální oblasti. V případě gliových buněk ze striata byla zjištěna 
snížená buněčná viabilita (snížení závislé na dávce). V komplexní gliové kultuře (v níž byly 
zastoupeny také mikroglie a astrocyty) došlo vlivem expozice k aktivaci mikroglií (zvýšení 
exprese CD11b/c), které efektivněji pohlcovaly všechny formy MWCNT a produkovaly vyšší 
množství oxidu dusnatého než astrocyty. Nejvyšší produkce oxidu dusnatého byla zjištěna 
po expozici ox-MWNTNH3

+.12 Při zmínce o mikrogliích by neměla být opomenuta studie 
autorů Li et al., ve které expozice jednovrstvým nanorohům (CNH) inhibovala prolifera-
ci a indukovala apoptózu u kultury myších mikroglií.13 Také autoři Villegas et al. popsali 
interferenci MWCNT s funkcemi mikroglií. Interference měla za následek omezení jejich 
fagocytární aktivity a migrace.14 Inhibiční vliv MWCNT na funkce mikroglií může mít ve 
výsledku pozitivní charakter, protože mikroglie patří k buňkám, které jsou zodpovědné za 
záněty a poškození CNS. 

Proběhlo též mnoho experimentů s dalšími CNM. Studie autorů Larner et al. byla zaměře-
na na testování potenciálního neurotoxického vlivu několika druhů CNM na buněčnou kultu-
ru PC-12. Buněčná linie PC-12 je odvozená z feochromocytomu dřeně nadledvin potkanů: po 
ošetření nervovým růstovým faktorem se buňky PC-12 přestanou množit a podstoupí koneč-
nou diferenciaci a tím je vytvořen vhodný modelový systém pro studium diferenciace ner-
vových buněk. Ve studii byly testovány SWCNT (10–100 μg/ml), fulleren (C60; 100 μg/ml) 
a nanosaze (nano carbon black; nano-CB; 10–100 μg/ml). Vyšší koncentrace CNM zvyšovaly 
tvorbu štěpných produktů α-II-spektrinu (ukazatele narušení buněčného cytoskeletu a buněčné 
smrti) a indukovaly kontrakce buněčné membrány a tvorbu vakuol v cytosolu. Diferencované 
buňky byly v porovnání s nediferencovanými obecně vnímavější k cytotoxickému (neuroto-
xickému) účinku testovaných CNM.15 Pokud se jedná o nano-CB, nabízí se zmínit ještě práci 
Jianga et al., v níž expozice buněčné linie PC-12 nano-CB (dávky 0,6 až 6 μg/cm2 / 24 hodin) 
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vedla ke zvýšení produkce ROS, k nárůstu endoplazmaticko-retikulárního stresu a ke snížení 
aktivit antioxidačních enzymů superoxiddismutázy a glutationperoxidázy.16

Velmi často zkoumaným materiálem z pohledu toxicity je grafen a od něj odvozené mate-
riály, čemuž se věnovaly následující příspěvky. Ku příkladu autoři Bramini et al. inkubovali 
primární astrocyty s vícevrstvým grafenem (FLG) a oxidem grafenu (GO) o koncentracích 
1 a 10 μg/ml (24–72 hodin nebo 7 dní). Expozice uvedeným CNM nesnižovala buněčnou via-
bilitu či proliferaci, měla však za následek narušení metabolismu cholesterolu. To se projevilo 
nárůstem jeho množství v membráně. Také byly pozorovány změny koncentrací intracelu-
lárního vápníku, vedoucí k narušování vzniku spontánních či evokovaných signálů. V reálné 
situaci může tento jev ovlivňovat fyziologické interakce mezi astrocyty a neurony.17 

Astrocyty a GO použili ve své studii také autoři Rudnytska et al. Byly hodnoceny změny 
v genové expresi astrocytů (mRNA NAMPT, TSPAN13, BCAR3, BRCA1, PTGS2, P4HA1, 
P4HA2, miRNA96-5p a miRNA145-5p) po vystavení koncentracím 1 a 4 ng GO/ml po dobu 
24 hodin. Autoři uvádějí, že expozice způsobovala deregulaci exprese vybraných genů; supri-
movala expresi NAMPT, BCAR3 a TSPAN13, a naopak indukovala expresi BRCA1, PTGS2, 
P4HA1 a P4HA2. Bylo rovněž pozorováno snížení exprese vybraných miRNA. Z výsledků je 
zřejmé, že GO zasahuje do exprese astrocytárních genů a může tak ovlivňovat funkce astrocy-
tů.18 Chiacchiaretta et al. inkubovali primární myší astrocyty s grafenem a s GO (10 µg/ml / 
24 nebo 72 hodin, po dobu 7 dní). Expozice oběma uvedeným CNM vedla k buněčné inter-
nalizaci nanočástic s  následnými morfologickými změnami a  přestavbami cytoskeletu. 
Významnější změny indukoval GO, který hyperpolarizoval klidový membránový potenciál 
a zvyšoval vodivost, expresi Kir4.1 (glial ATP-dependent inwardly rectifying potassium cha-
nnel) a „uptake“ glutamátu, což mělo významný vliv na fyziologické funkce astrocytů a na 
jejich interakce s ostatními nervovými buňkami.19

Zajímavé jsou výsledky in vitro studií s využitím organoidů. Organoid je miniaturizovaná 
a zjednodušená verze orgánu (forma in vitro), která vykazuje realistickou mikroanatomii. 
Bývá odvozen z tkáňových buněk, embryonálních kmenových buněk nebo indukovaných 
pluripotentních kmenových buněk. Autoři Liu et al. exponovali trojrozměrný organoid mozku 
GO (50 μg/ml). Expozice působila cytotoxicky, ale nezvyšovala produkci toxického super-
oxidového iontu. Pomocí RNA sekvenování bylo zjištěno, že expozice GO zvýšila expresi 
80 genů a snížila expresi 121 genů. Vzhledem ke skutečnosti, že se ve většině případů jednalo 
o geny související s fyziologií metabolických cest (včetně lipidového metabolismu), vedl 
uvedený scénář rovněž k narušení lipidomu.20

Výše uvedené studie ve většině případů potvrzují cytotoxický účinek CNM. Ten sice 
může nervovou soustavu poškozovat, na druhou stranu by mohl být využit při léčbě nádoro-
vých a neurodegenerativních onemocnění CNS. V kapitole „Biomedicínské využití uhlíko-
vých nanomateriálů“ byly uvedeny příklady transportu léčiv (pomocí CNM) do specifických 
tělních kompartmentů. Tímto postupem lze zvyšovat efektivitu podané dávky a omezovat 
nežádoucí systémové účinky. Z pohledu nádorových onemocnění CNS se jako vhodný kan-
didát na nosiče léčiv jeví MWCNT, které po funkcionalizaci snadno penetrují přes HEB. 

Navzdory mnoha pokrokům v diagnostice mozkových nádorů zatím neexistuje účinná léč-
ba glioblastomu. Zdá se, že použití MWCNT by při řešení tohoto problému mohlo význam-
ně pomoci. Například autoři Romano-Feinholz et al. exponovali potkaní astrocyty a buňky 
gliomu RG2 temozolimidu v kombinaci s nefunkcionalizovaným (nedopovaným) MWCNT 
a  dusíkem dopovanými MWCN o  koncentracích 10–100 μg/ml. U  nádorových buněk 
působily všechny MWCNT jako velmi silné adjuvans a podpořily účinnost temozolimidu. 
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Z výsledků vyplývá, že míra buněčné smrti byla při expozici kombinaci dusíkem dopova-
ných MWCN a temozolimidu dvojnásobně vyšší než při expozici nedopovanými MWCNT 
a temozolimidem.21 V jiných dvou studiích bylo zjištěno, že expozice grafenu (20–200 μg/ml 
a 5–100 μg/ml) zvyšuje produkci ROS, snižuje viabilitu a indukuje apoptózu u U87 a U118 
glioblastomových buněk.22,23

Martínez-Herrera et al. studovali účinnost fullerenu při inhibici agregace amyloidu β, 
který vytváří plaky spojované s  iniciací a progresí Alzheimerovy nemoci. Modifikované 
fullereny (multiaddukty s 4 až 6 dietylmalonyly) modulovaly produkci amyloidových fibril 
a agregátů (bez projevů cytotoxicity vůči nervovým buňkám) a snižovaly hladinu oxidačního 
stresu. Výsledky naznačují, že modifikovaný fulleren by mohl najít využití v léčbě Alzhei-
merovy nemoci.24

Vedle využití CNM v oblasti léčby nádorových a neurodegenerativních onemocnění 
CNS je nutno zmínit také možnost jejich využití v oblasti regenerace nervové tkáně. Studie 
v odborné literatuře dokladují, že použití scaffoldů z grafenu, GO či MWCNT podporuje 
diferenciaci kmenových buněk do nervových buněk, posiluje jejich proliferaci, růst axonů, 
formování synapsí a přenos signálů.25,26

8.2 IN VIVO STUDIE

Výsledky in vivo studií (zaměřených na účinky CNM) jsou ve většině případů ve shodě 
s výsledky studií in vitro. Byla potvrzena vývojová neurotoxicita (více v kapitole „Repro-
dukční a vývojová toxicita“), narušování HEB (zvýšení její permeability), nárůst hladiny 
ROS a indukce a zesílení zánětové reakce. 

Autorské kolektivy Maria Aragon a Ekateriny Mostovenko například popsaly zvýšenou 
permeabilitu HEB u experimentálních zvířat exponovaných MWCNT. V obou těchto studiích 
byly myši vystaveny expozici MWCNT (orofaryngeální aspirace, 10 nebo 40 µg/zvíře). V prv-
ní zmíněné studii byla po čtyřech hodinách od aplikace MWCNT pozorována zánětlivá reakce, 
která se podílela na zvyšování permeability HEB a indukci reaktivní astrocytózy. V séru byly 
zjištěny zvýšené hodnoty trombospodinu 1. Vyšší dávky MWCNT vedly ke tvorbě „astrogliál-
ních jizev“ v CNS a aktivaci mikroglií. Autoři druhé studie zkoumali navíc i peptidom mozko-
míšního moku a séra. Vlivem expozice MWCNT se významně měnily koncentrace peptidů 
zapojených do fibrinolýzy (fibrinopeptid A) a souvisejících s poškozením HEB (homeobox 
protein A4) a se zánětem v CNS (transmembránový protein 131L). Ve všech případech se 
jednalo o ukazatele aktivace astrocytů a mikroglií a ukazatele neurodegenerativních procesů 
a nerovnováhy mezi excitací a inhibicí (došlo ke vzniku „hyperexcitovaného fenotypu“). 
Uvedené změny jsou charakteristické pro raná stadia neurodegenerativních onemocnění. 27,28 

Autorské kolektivy Aragona i Mostovenko například popsali zvýšenou permeabilitu HEB 
u experimentálních zvířat exponovaných MWCNT. V obou jejich studiích byly myši vysta-
veny expozici MWCNT (orofaryngeální aspirace, 10 nebo 40 µg/zvíře). Ve studii Aragonova 
týmu byla po čtyřech hodinách od aplikace MWCNT pozorována zánětlivá reakce, která se 
podílela na zvyšování permeability HEB a indukci reaktivní astrocytózy. V séru byly zjištěny 
zvýšené hodnoty trombospodinu 1. Vyšší dávky MWCNT vedly ke tvorbě „astrogliálních 
jizev“ v CNS a rekrutování mikroglií. Tvůrci druhé studie zkoumali navíc i peptidom mozko-
míšního moku a séra. Vlivem expozice MWCNT se významně měnily koncentrace peptidů 
zapojených do fibrinolýzy (fibrinopeptid A) a souvisejících s poškozením HEB (homeobox 



103

protein A4) a se zánětem v CNS (transmembránový protein 131L). Ve všech případech se jed-
nalo o ukazatele aktivace astrocytů a mikroglií a ukazatele degenerativních procesů a nerov-
nováhy mezi excitací a inhibicí (došlo ke vzniku „hyperexcitovaného fenotypu“). Uvedené 
změny jsou charakteristické pro raná stadia neurodegenerativních onemocnění. 27,28 

 Kromě myší se prováděly také studie na potkanech. Autoři Gao et al. aplikovali potkanům 
po dobu 14 dnů intraperitoneálně MWCNT v dávce 2,5 mg/kg/den a MWCNT s chlorochi-
nem v dávce 20 mg/kg/den. Vlivem obou expozic došlo u potkanů ke kognitivnímu deficitu 
a histopatologickým změnám v CNS. Zvýšení autofagické aktivity mikroglií po expozici 
MWCNT vedlo ke snížení synapsí, a tedy i funkčním změnám v CNS. Tento jev nebyl pozo-
rován po expozici MWCNT s chlorochinem, který autofagie blokoval.29 

Jelikož se CNM mohou kumulovat také ve vodním prostředí, provádí se studie také s vod-
ními organismy. Autoři Deepa et al. zvolili jako modelový objekt kapra obecného. Ryby byly 
exponovány koncentracím SWCNT 10 a 50 μg/l po dobu 7 dní. Expozice měla za následek 
indukci antioxidačních enzymů (glutathion-S-transferázy, superoxiddismutázy a katalázy) 
a narušení mozkových funkcí.24 

V průběhu prenatálního vývoje jsou tělní buňky extrémně citlivé na externí a interní fak-
tory (včetně CNM), které touto cestou mohou narušovat vývoj tkání i celého organismu. 
Některé studie potvrzují, že CNM mohou v prenatálním období ohrožovat i nervovou tkáň. 
K testování prenatálního rizika expozice CNM bývají často používány zárodky ryby dánia 
pruhovaného. Například Manjunatha et al. exponovali zárodky a mladé jedince dánia pruho-
vaného grafenu (5–25 μg/l) a GO (0,1– 0,4 mg/ml). Vlivem expozice došlo ke kumulaci obou 
CNM v mozkové tkáni. Byly popsány změny délky axonů, změny v myelinizaci a celkové 
narušení axonální integrity.30 V experimentu autorů Caa et al. byly zárodky dania pruhované-
ho vystaveny účinkům karboxylovaného GO (10, 50, 100 mg/l). Expozice měla za následek 
neurologické vývojové defekty spojené se zvýšenou aktivitou acetylcholinesterázy a ATPázy. 
Došlo k významnému zvýšení hladiny oxidačního stresu a ke změnám exprese genů, které 
mají důležitou roli v neuro-vývoji (NEUROG1 a GAP43) a ovlivňují produkci neurotransmi-
terů. Rovněž byly narušeny neurotransmiterové cesty využívající GABA, dopamin a glutamát 
(došlo ke snížení exprese GLUD1 a GABRA1 a ke zvýšení exprese GAT1 a ABAT). Zajíma-
vou skutečností je, že došlo ke změnám expresí genů, které jsou spojovány s Parkinsonovou 
nemocí (snížení exprese TH, DCTN1 a DJ1 a zvýšení exprese PINK1). Uvedené změny vedly 
k výraznému narušení mobility zárodků.31

Xiangang Hu, Zhong Wei a Li Mu testovali neurotoxické účinky GO u dospělých jedinců 
danií pruhovaných a jejich potomků, které exponovali koncentracím 0,01–1 μg GO / l vody. 
Částice GO translokovaly z vody do CNS všech jedinců, což vedlo k významnému poklesu 
hladiny proteinu Cldn5a, který je klíčovou součástí neuroepitelového bariérového systému. 
Zatímco u dospělých jedinců nebyly zjištěny známky neurotoxicity, u jejich potomků došlo ke 
snížení počtu neurodopaminergních neuronů a redukci acetylcholinesterázové aktivity. Byla 
též zaznamenána zvýšená hladina endoplazmaticko-retikulárního stresu, zvýšená autofagie 
a zvýšené hladiny ukazatelů souvisejících se stárnutím (například nárůst β-galaktosidázo-
vé aktivity).32 Na rozdíl od výše uvedených Hua, Weie a Mua, kteří známky neurotoxicity 
u dospělých jedinců dania pruhovaného nenalezli, autorský kolektiv Audira et al. tyto účinky 
popsal. Po subchronické expozici (14 dnů) grafenu (0,1 a 0,5 ppm) a GO (0,1 a 1 ppm) došlo 
v CNS k nárůstu produkce ROS, k narušení lokomoční aktivity a k narušení schopnosti vyhý-
bat se predátorům. Expozice grafenu navíc snižovala koncentrace serotoninu, acetylcholinu, 
dopaminu a kortizolu.33
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Prenatální neurotoxicita CNM byla testována také na savcích. Atsuto Onoda, Ken Takeda 
a Masakazu Umezawa aplikovali gravidním myším intranazálně (na nosní sliznici) CB v dáv-
kách 2,9, 15 a 73 μg/kg a sledovali vliv této expozice na vývoj kortexu mláďat. Z výsledků 
vyplývá, že v kortexu a v oblastech okolo cév v CNS došlo k nárůstu exprese GFAP (glial 
fibrillary acidic protein) a akvaporinu 4. Změna v expresi korespondovala s analogickou 
expresí u starších zvířat. Souběžně byly pozorovány změny expresí mRNA spojených s angio-
genezí, buněčnou migrací, proliferací, chemotaxí a produkcí růstových faktorů. Je zřejmé, že 
vystavení matky CB zvyšuje riziko nástupu neurodegenerativních onemocnění u potomků.34 

V novější studii stejných autorů byla popsána rovněž vývojová neurotoxicita CB a mecha-
nismus, který je pravděpodobně zodpovědný za poškození. Vystavení mateřského organismu 
CB vedlo ke zvýšení endoplazmaticko-retikulárního stresu a kumulaci defektních a poško-
zených proteinů u potomků. Nejvyšší míra stresu byla zachycena v perivaskulárních makro-
fázích a astrocytech.35

Funkcionalizace CNM může výrazně měnit vlastnosti těchto materiálů, a to včetně jejich 
toxicity vůči tkáním, včetně nervového systému. Toxicita může mít omezena, či naopak poten-
cována. Autoři Altwaijri et al. exponovali myši účinkům GO funkcionalizovaného polyethy-
lenglykolem (GO-PEG). Látka byla aplikována intravenózně do ocasní žíly v dávce 5 mg/kg. 
Po jedné a dvou hodinách od aplikace byla zjištěna fragmentace DNA (jedno- i dvouřetěz-
cové zlomy), nicméně, po 4 hodinách byla DNA již reparována. Histopatologické vyšetření 
exponovaných zvířat (po 1 a 2 hodinách od aplikace) odhalilo apoptózy a léze v CNS. Po 
4 hodinách byl také patrný zánět a chromatolýza. Z výsledků je zřejmé, že GO-PEG mohou 
vyvolávat poškození CNS podobně, jako to vidíme u nefunkcionalizovaných GO.36

Závěrem ještě zmíníme neurotoxicitu fullerenů a (C60) a nanodiamantů (ND). Neuro-
toxicitu C60 studovali například Kreamer et al. V experimentu použili C60 o dvou různých 
průměrech (≤ 200 a ≤ 450 nm), který injikovali potkanům přímo do hipokampu. Expozice 
oběma fullerenům vedla k narušení prostorové paměti, snížení BDNF (brain-derived neuro-
trophic factor) a k nárůstu oxidačního stresu. Vyšší míra toxických účinků byla pozorována 
u C60 o průměru ≤ 450 nm.37 Autoři Khosravi et al. exponovali myši inhalačně ND (3 µg/m3, 
3 hodiny denně, 5 dní v týdnu po dobu 30 dní). Podané ND se kumulovaly v plicích, srdci 
a mozku. Ve všech uvedených tkáních byla zjištěna zvýšená míra oxidačního stresu, narušení 
mitochondriálních membrán a snížená hladina glutathionu.38 

Závěrem nutno zmínit i některé pozitivní účinky CNM na CNS. Například autoři Soligo 
et al. popsali experiment, ve kterém MWCNT, intranazálně podané potkanům, pronikaly 
do různých oblastí mozku (bulbus olfactorius, striatum, oblast septa, talamus, hypotalamus 
a hipokampus) a zvyšovaly produkci neurálního růstového faktoru, což posilovalo regene-
rační procesy v CNS.39 

8.3 ZÁVĚR

Centrální nervová soustava je pro nás lidi naprosto kruciální. Její poškození spojené s poru-
chou mozkových funkcí nám výrazně snižuje kvalitu života. Je proto důležité sledovat neu-
rotoxicitu CNM. Výsledky studií, které proběhly in vitro i in vivo, naznačují, že některé typy 
CNM mají potenciál poškozovat CNS. Jako u ostatních orgánových systému je poškození 
CNS spojené hlavně s indukcí chronického poškozujícího zánětu a oxidačním stresem. Ve 
studiích in vivo bylo skutečně zachyceno snížení mozkových funkcí u zvířat vystavených 
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CNM. Musíme ovšem zmínit i fakt, že výsledky nejsou zcela jednoznačné a existují i studie, 
které prokazují opak. Některé CNM mohou dokonce působit protizánětlivě, snižovat oxidační 
stres a podporovat regeneraci CNS. Je tedy potřeba provést další studie, které by naše znalosti 
dále rozšířily. 
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9 �
IMUNOTOXICITA

Rostoucí produkce a aplikační potenciál uhlíkových nanomateriálů (CNM) jde ruku v ruce 
s nárůstem rizika jejich přímého kontaktu s člověkem. Z toho důvodu představují CNM časté 
téma toxikologických studií, v nichž bývá frekventovaným nálezem zvýšená produkce pro-
zánětlivých cytokinů.1 Je tedy zřejmé, že v možném toxickém působení CNM má esenciální 
úlohu imunitní systém. Tato vysoce organizovaná, striktně regulovaná síť specializovaných 
buněk a molekul představuje naši obrannou bariéru proti cizím mikroorganismům a částicím. 
Imunitní dohled, který zahrnuje rozpoznání a eliminaci vlastních infikovaných, poškozených 
nebo jinak abnormálních struktur a buněk, je zároveň kritickým faktorem pro udržení vnitř-
ní homeostázy. Její narušení pak může vést ke vzniku chronických abnormalit vedoucích 
k rozvrácení celého systému. Důležitá je též skutečnost, že složky imunitního systému jsou 
zastoupeny téměř v celém organismu, tudíž vzájemná interakce s prostupujícími CNM je 
nevyhnutelná. V případě biomedicínské aplikace může být interakce i cílená (adjuvancia, 
nosiče). Z uvedeného tedy vyplývá naprostá nutnost hodnocení vzájemných interakcí mezi 
CNM a složkami imunitního systému.

Jak bylo již mnohokrát zmíněno a shrnuto v mnoha publikacích, v posledních letech byly 
CNM intenzivně studovány jak pro potenciální biomedicínské využití, tak v rámci možného 
rizika pro lidské zdraví.1–3 Podstatným faktem je, že většina CNM, převážně nemodifiko-
vaných, může přetrvávat v organismu po velmi dlouhou dobu. Ty se pak hromadí nejčastěji 
v mezibuněčných prostorách a přítomných makrofázích.4,5 Naopak povrchová úprava jako 
oxidace vede ke změnám v reaktivitě umožňující např. enzymatickou degradaci navázáním 
endogenních peroxidáz pocházejících z granulocytů.6,7 Je zřejmé, že specifické funkce přede-
vším přirozené imunity se vždy nějakým podílem účastní zpracování, degradace nebo elimi-
nace CNM. Kdykoli během těchto procesů může dojít k poškození daných buněk, případně 
narušení jejich primárních funkcí. Takovéto působení zahrnující cytotoxické, nežádoucí imu-
nosupresivní a imunostimulační působení se nazývá imunotoxicita.8 

9.1 ROZPOZNÁNÍ CNM SLOŽKAMI IMUNITNÍHO SYSTÉMU

Po vstupu do organismu jsou CNM rozeznávány několika způsoby. Dominantní úlohu zde 
hrají vrozené imunitní mechanismy (mechanismy přirozené imunity) zprostředkované hlavní-
mi efektory přirozené imunity, profesionálními fagocyty. Jejich hlavní funkcí je identifikovat 
rizikové (především infekční) částice, pohltit je a rozložit. K tomu využívají širokou škálu 
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intracelulárních (cytoplazmatických) a membránových receptorů (PRR, pattern recognition 
receptors), které rozpoznávají motivy spojené s poškozením buněk a tkání (DAMP, damage-
-associated molecular patterns) a evolučně zakonzervované motivy, typicky se vyskytující 
u různých skupin mikroorganismů (MAMP, microbe-associated molecular patterns) a pato-
genních mikroorganismů (PAMP, pathogen-associated molecular patterns). 

Příkladem intracelulárních receptorů je skupina NOD-like (nucleotide-binding oligomeri-
zation domain) receptory (NLR), které jsou kromě jiného také součástí inflamazomu, viz dále. 
Významný podíl na rozpoznání CNM mají pravděpodobně membránové Toll-like receptory 
(TLR), které zahrnují TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 a TLR10 zakotvené v cytoplazmatické 
membráně, případně TLR3, TLR7, TLR8 a TLR9 lokalizované na membránách intracelu-
lárních váčků.9 V tomto ohledu hraje klíčovou úlohu vysoce reaktivní povrch CNM, díky 
kterému na sebe váží nejrůznější PAMP např. lipopolysacharid (LPS). 

LPS tvoří součást buněčné stěny gramegativních bakterií a v krvi je rozeznáván pomocí 
TLR4, kdy skrze aktivaci transkripčního faktoru NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-
-enhancer of activated B cells) indukuje produkci prozánětlivých cytokinů, jako jsou inter-
leukin-6 a TNF-α (tumor necrosis factor alfa).10 Samotný LPS patří mezi nejčastější konta-
minanty v chemikáliích a na laboratorních površích a díky termostabilitě ho nelze snadno 
odstranit.11 Z toho vyplývá častý kontakt s CNM, na které se pomocí hydrofobních a elek-
trostatických interakcí naváže.12,13 Takto kontaminované CNM se pro fagocyty stávají lépe 
rozeznatelné a tím pádem i více imunogenní a potenciálně cytotoxické.13 K této situaci ovšem 
nedochází jen v případě CNM, jak vyplývá z některých studií, které pozorovaly zesílení 
imunitní odpovědi i vůči simultánní expozici LPS spolu s nanočásticemi zlata či oxidu tita-
ničitého.14–16 Není překvapivé, že kontaminované nanočástice mohou být ve zvýšené míře 
také fagocytovány. 

Nedávná studie provedená na myších j774.1 makrofázích ukázala na vyšší efektivitu 
v pohlcování vícestěnných uhlíkových nanotrubic (MWCNT) a nemodifikovaného grafenu 
v přítomnosti LPS oproti CNM zbavených pyrogenů, přičemž zároveň docházelo k aktiva-
ci inflamazomu NLRC4, jehož hlavním stimulantem je bakteriální flagelin.13 Je logické, že 
navázaný kontaminant je fagocytován spolu s CNM, což vede k situaci, kdy jeho intracelu-
lární koncentrace značně převyšuje běžné podmínky. Zároveň dochází k pohlcení i takových 
adsorbentů, které by do buněk jinak nepronikly. CNM včetně ostatních nanočástic tedy mohou 
fungovat jako takzvané „trojské koně“.15 Následná imunitní odpověď pak nemusí odpovídat 
„čistým“ CNM, což často vede i ke zkreslení dat imunologických a cytotoxických testů.

Podobně jako přítomnost kontaminace ovlivňuje rozeznání částic vznik proteinové koro-
ny. Jedním z nejvýznamnějších proteinů je v tomto ohledu sérový albumin, který po adsorp-
ci na povrch CNM obvykle brání nespecifickým interakcím, které mezi samotnou částicí 
a buněčnou membránou mohou nastat. Důkazem je in vitro studie, ve které bovinní sérový 
albumin (BSA) snižoval pohlcování grafen oxidu (GO) buňkami A549.17 Naopak bezsérové 
podmínky v nedávné studii Yana et al. vedly k nárůstu pohlcení uhlíkových teček THP-1 
makrofágy.18 Podobný maskovací efekt byl potvrzen pro sérový fibrinogen, gamma globulin 
a transferin, přičemž důsledkem byla i nižší cytotoxicita.19,20

Ačkoliv proteinová korona moduluje ingesci i cytotoxicitu CNM, základem je jejich 
struktura a chemické modifikace. Ukázalo se, že nehledě na přítomnost séra, nemodifikova-
né CNT a fullereny jsou schopny pomocí nespecifických hydrofobních interakcí aktivovat 
některé TLR a vyvolat zánět spojený s produkcí cytokinů.21,22 Totéž se ovšem neprokázalo 
pro GO.21 Na rozdíl od CNT, GO a potažmo grafen disponují planární strukturou, která nabízí 
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lepší adsorbční kapacitu. Vznikající proteinová korona tak kromě lepšího maskování může 
zvyšovat tloušťku grafenových šupin a tím ovlivnit výsledné interakce.23 

Na druhou stranu, navázané proteiny mohou změnit svoji konformaci, což vede k odha-
lení potenciálně vazebných míst, jak např. naznačuje studie sledující vazbu mezi MWCNT 
a scavenger receptorem SR-A1.24 Za fyziologických podmínek váže SR-A1 polyanionic-
ké skupiny a nijak nereaguje s BSA, avšak v této studii byla pozorována zvýšena ingesce 
MWCNT právě v přítomnosti BSA. Autoři navíc vyhodnotili efekt jako semiaditivní, jelikož 
dalším z určujících faktorů byla karboxylace MWCNT. Zatímco karboxylované MWCNT 
byly snadno fagocytovány myšími RAW makrofágy a transfekovanými CHO (mSR-A1) buň-
kami, nemodifikované a amino-funkcionalizované MWCNT zůstaly nepohlcené. Zajímavostí 
bylo, že endocytóza MWCNT vedla ve výsledku ke snížení počtu volných receptorů na povr-
chu buněk, čímž ovlivnila následnou fagocytózu běžných SR-A1 agonistů.25 

Zvláštní postavení v rozpoznání CNM má vazba složek komplementového systému, který 
patří mezi základní regulační a efektorové mechanismy vrozené imunity. Po aktivaci které-
koliv ze tří cest (klasické, alternativní i lektinové) dochází k tvorbě prozánětlivých fragmentů 
komplementových proteinů, které slouží jako opsonizační a chemotaktické působky výrazně 
stimulující imunitní odpověď. Jedním z mechanismů účinku je v přítomnosti buněčných povr-
chů bakteriálních, nádorových anebo stresovaných buněk sestavení proteinového komplexu 
MAC (membrane attack complex) perforujícího buněčnou membránu s následným kolap-
sem buňky. Jako součást biokorony tedy komplementové proteiny mohou jednak umožňovat 
vstřebávání CNM do buněk, jednak může jejich interakce vyvolat neregulovanou nežádoucí 
aktivaci vedoucí k patologické imunitní reakci a k narušení homeostázy. 

Jedna z raných studií prokázala vazbu C1q složky komplementu na povrch jednostěn-
ných (SWCNT) i dvoustěnných (DWCNT) trubic, kdy u DWCNT potvrdila aktivaci také 
alternativní dráhy.26 Vazba C1q byla potvrzena také u nanodiamantů (ND), u kterých vedla 
k jejich aglutinaci, ale bez následné aktivace komplementové kaskády. Nicméně navázaná 
C1q usnadnila fagocytózu makrofágy spojenou s jejich aktivací a produkcí cytokinů.27 Wib-
roe et al. prokázali aktivaci komplementu u GO, přičemž míra aktivace souvisela s obsahem 
kyslíku.28 V závislosti na funkcionalizaci byl nemodifikovaný GO schopen rovněž štěpit C3 
složku, která iniciuje alternativní cestu aktivace.29 Naproti tomu vazba faktoru H aktivaci GO 
inhibovala, přičemž ochrana byla silnější než u albuminu.30

Z uvedeného vyplývá, že rozpoznání a následnou ingesci lze ovlivnit správnou modifi-
kací. Za tímto účelem se nejčastěji volí modifikace pomocí polyethylenglykolu (PEG), který 
obvykle CNM alespoň částečně maskuje.31,32 Nicméně nelze zapomenout na význam vlast-
ních charakteristik a individuality různých CNM, kdy v kombinaci s uvedenými modifikace-
mi mohou negativní reakce také zesílit, či dokonce vyvolat.33 

Uvedené výsledky jsou jen malou sondou do složité problematiky rozpoznání a pohlcová-
ní CNM buňkami. O výsledné reakci tak rozhodují vlastní fyzikálně-chemické charakteristiky, 
tvorba proteinové korony a možná přítomnost kontaminace. V in vitro experimentech hraje 
důležitou roli i výběr buněčného modelu. Vzhledem k faktu, že nanočástice včetně CNM jsou 
zpracovány a eliminovány především fagocytárním aparátem, jsou v rámci imunotoxicity 
nejčastěji využívané lidské primární makrofágy odvozené z kostní dřeně, leukemická mono-
cytární linie THP-1 a z nich odvozené makrofágy, myší imortalizované makrofágy j774a.1 
a RAW264.7, případně myší primární makrofágy.34 Hlavním mechanismem vstupu CNM do 
buněk pak bývá nejčastěji fagocytóza a receptorem zprostředkovaná endocytóza.24,25,35–37 
U menších částic lze pozorovat volnou difúzi, případně makropinocytózu.38–40 V souvislosti 
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zejména s dlouhými rigidními CNT bývá také často zmiňována nekompletní nebo též fru-
strovaná fagocytóza.41,42 K té dochází v případě, kdy buňka není schopna pohltit částice 
větší, než je ona sama, a díky následnému poškození buněčných struktur dochází k jejímu 
zániku.

9.2 ZÁNĚT

Stěžejní otázkou při zkoumání imunotoxicity CNM je jejich schopnost vyvolat nebo utlumit 
zánět. Pomineme-li vliv specifických modifikací nebo kontaminace, základní mechanismus 
působení, který zahrnuje oxidativní stres a mechanické poškození, vychází z jejich intracelu-
lární distribuce a depozice. Ty závisí na stejné škále faktorů jako předešlé rozpoznání a vstup. 
U profesionálních fagocytů pozorujeme tendenci uzavřít CNM v endozomech, případně fago-
zomech a autofagozomech, což teoreticky brání dalšímu poškození. Jedná se především o ND 
a grafenové plátky/šupiny (GP).39,43 

Buňky bez fagocytárních funkcí nejsou schopny CNM soustředit do endozomů, čímž rizi-
ko poškození intracelulárních struktur stoupá. Buňky ztrácejí své homeostatické mechanismy 
a umírají. Příkladem mohou být B lymfocyty, u kterých byla na rozdíl od monocytů prokázána 
vyšší citlivost vůči karboxylovaným ND, přestože pohlcovaly ND násobně méně. Nicméně 
pohlcené ND vyvolaly u monocytů produkci prozánětlivých cytokinů.44 Další studie založená 
na THP-1 modelu sledovala vysokou akumulaci ND v lysozomech, kdy však ND o velikosti 
100 nm byly schopné jejich membránu proříznout. To mělo za následek uvolnění katepsi-
nu B a aktivaci prozánětlivé odpovědi.39 Podobný efekt bývá pravidelně nacházen u CNT, 
kdy zajména dlouhé rigidní trubice pronikají membránou intracelulárních váčků a výsledné 
poškození v kombinaci s oxidativním stresem aktivuje inflamazom, hlavní mediátor zánětu 
vyvolaným nanočásticemi.45–47

Z obecného hlediska je inflamazom cytoplazmatický makromolekulární komplex, který je 
sestavován na základě identifikace signálů nebezpečí pocházejících z infekčních agens PAMP 
a MAMP nebo signálů poškození buňky DAMP. Výsledkem je konverze neaktivního pro-
teolytického enzymu prokaspázy-1 na aktivní formu, která nadále mění prekurzory cytokinů 
pro-IL-1β a pro-IL-18 na biologicky účinné formy IL-1β a IL-18. Dochází k zánětlivé reakci, 
která za extrémní situace může vyústit v zánětlivou smrt buňky, pyroptózu.48 

Inflamazomů existuje několik typů, přičemž z hlediska imunotoxicity nanomateriálů se 
jeví jako klíčový inflamazom NLRP3 (nod-like receptor family pyrin domain containing 3).49 
Dosud byly popsány tři cesty aktivace NLRP3. Nejvíce probádaná je tzv. kanonická cesta 
u makrofágů, která vyžaduje dva signály. První signál (priming) pochází obvykle z prostředí 
mimo buňku a poskytují ho často struktury patogenů (PAMP), např. LPS. Díky němu dojde 
k aktivaci signální dráhy NF-κB a přepisu genů pro prekurzory kaspázy-1 a IL-1β. Druhý 
signál, pocházející obvykle z vnitřního prostředí buňky, poskytují patogeny proniknuvší do 
cytoplazmy, nebo vychází z poškození a stresu buňky. Právě druhý signál iniciuje vlastní 
aktivaci NLRP3. Nekanonickou aktivaci NLRP3 zahajují endogenní kaspáza-4 a kaspáza-5 
(u myší kaspáza-11), které specificky váží LPS intracelulárních patogenů. Následkem toho 
se uvolňuje ATP, které působí jako autokrinní stimulátor. Dochází k tvorbě velkého množství 
membránových pórů a nakonec osmotické lýze buňky, pyroptóze.50 Nejméně prozkoumaná 
tzv. alternativní cesta aktivace NRLP3 je charakteristická pro monocyty. Liší se absencí dru-
hého signálu, kdy k plné aktivaci stačí samotná stimulace LPS.51 
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Jak bylo zmíněno, jedním z důsledků akumulace CNT a ND ve fagocytech je uvolnění 
katepsinu B, který je zároveň druhým signálem pro kanonickou cestu aktivace NLRP3. Z toho 
vyplývá, že jejich (hlavně CNT) prozánětlivý potenciál závisí na jejich intracelulární koncen-
traci. Keshavan et al. ve své práci porovnávali vliv tří typů MWCNT na THP-1 a primární 
makrofágy a z HL-60 odvozené neutrofily. Zatímco u makrofágů, které čile fagocytovaly, 
došlo v případě dlouhých MWCNT k pyroptóze, neutrofily, které MWCNT nepohlcovaly, si 
zachovaly svoji životnost.52 Podobně tomu bylo u buněčné epiteliální linie A549 při srovnání 
s THP-1 a myšími NR8383 makrofágy, kdy přednostní fagocytóza trubic makrofágy u nich 
vedla k uvolnění chemokinů IL-8 a CXCL1.53

Kromě aktivace inflamazomu může poškození lysozomů CNM vést také k narušení pro-
cesu autofagie.54 Autofagie je komplexní mechanismus, který obvykle zajišťuje buněčné pře-
žití odstraňováním nesprávně složených nebo agregovaných proteinů a poškozených organel 
nebo eliminací intracelulárních patogenů. V případě nutriční deprivace může autofagie buňce 
zajistit energii a živiny metabolizací části cytoplazmy. Navíc působí modulačně a je jedním 
z inhibitorů inflamazomu.55 Důležitou etapou autofagického procesu je obklopení vetřelce 
dvojitou membránou a vytvoření autofagozomu. Následuje splynutí autofagozomu s lysozo-
mem, které vede k usmrcení a rozkladu patogenu. Posledním krokem je prezentace antigen-
ních peptidů získaných z vetřelce imunitním buňkám v kontextu s HLA molekulami. Případné 
narušení některého z těchto kroků např. destabilizací lysozomu CNT může vést k selhání tzv. 
autofagickéhu toku a k smrti buňky.56,57

V kontrastu s CNT, nemodifikovaný „čistý“ grafen ve formě GP, které zřejmě zůstávají 
uzavřené v intracelulárních váčcích, sám o sobě prozánětlivě ani cytotoxicky nepůsobí.43,58,59 
To dokládá i in vivo studie zkoumající inhalační expozici a následnou distribuci GP v potka-
ním modelu. Autoři zde potvrdili, že inhalovaný grafen byl pohlcen alveolárními makrofágy 
bez dalšího efektu na plicní tkáň.5 

Na druhou stranu, u modifikovaného grafenu, nejčastěji GO, bývá hodnocení prozánětli-
vého účinku ve svých výsledcích výrazně méně konzistentní. Starší studie uváděly možnou 
aktivaci TLR4 a TLR9 s následnou kumulací autofagozomů spojenou s poškozením cytoske-
letu, tvorbou prozánětlivých cytokinů a buněčnou smrtí.60,61 Bohužel zde nebyl diskutován 
možný vliv kontaminace. Jiná studie hodnotící GO zbavený LPS cytotoxické účinky nepo-
tvrdila. U předstimulovaných makrofágů (priming) však došlo k aktivaci NLRP3. Autoři 
diskutovali možný mechanický stres.62 

Jako další z mechanismů prozánětlivého působení GO byl navržen možný vliv na lipido-
vou dvojvrstvu, kdy dochází k jejímu narušení v důsledku „vytrhávání“ lipidových raftů pří-
mým kontaktem s povrchem GO. Tento efekt je obzvláště důležitý při kontaktu s neutrofily, 
kdy se vlivem narušení jejich membrány vytváří tzv. extracelulární neutrofilové pasti (NET) 
a neutrofily hynou NETotickou smrtí.63,64 Bohužel, přestože je GO jedním z nejvíce studova-
ných CNM, jednoznačné výsledky stále chybí. Podobně jako u ostatních CNM je zkoumaný 
zánětlivý účinek závislý na součtu mnoha faktorů a často pomíjené hodnocení biologické 
kontaminace může výsledná data značně ovlivnit. 

9.3 IMUNOMODULACE 

Jako vysoce integrovaný a dynamický nástroj musí imunitní systém reagovat na mnoho 
stimulů zároveň. Během toho zajišťuje správné rozeznávání, zpracování a  eliminaci jak 
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vlastních poškozených či nádorových buněk, tak vnějších patogenů. Současně musí své půso-
bení regulovat a zahájit reparaci poškozených tkání. Nanočástice, které postrádají atributy 
infekčního agens, a tudíž přímo nevyvolávají akutní cytotoxické ani prozánětlivé reakce, 
mohou tyto funkce ovlivnit. Platí to zejména pro CNM, které setrvávají v organismu dlouhou 
dobu a nemetabolizují se. Dobrým příkladem jsou výše zmíněné nemodifikované GP, u kte-
rých nebyl pomocí monocyto-makrofágových modelů prokázán žádný, nebo jen minimální 
prozánětlivý vliv. Naopak se zdá, že endocytóza GP vede u lidských izolovaných monocytů 
k jejich lepšímu přežívání a diferenciaci. Pozorován byl též vliv na zesílení cytokinové odpo-
vědi na stimulaci vybranými mikroorganismy.65 

K podobným výsledkům došli Lebre et al. u myších makrofágů derivovaných z kostní 
dřeně. Zjistili, že přítomnost grafenu zesiluje tvorbu IL-6 a TNF-α po stimulaci TLR ago-
nisty a že grafen patrně podporuje jev, kterému se říká „trénink vrozené imunity“ nebo také 
„přirozená imunitní paměť“.66 Analogicky s adaptivní imunitou zajišťuje tento jev výraz-
nější sekundární odpověď vrozené imunity na opakovaný stimul patogenem. Předpokláda-
ným mechanismem jsou metabolické a epigenetické změny vyvolané opakovanými kontakty 
s cizorodými částicemi a patogenními stimuly.67

Jak bylo řečeno, základním mechanismem reakce na poškozující nebo nebezpečný podnět 
je zánět. Klíčová je jeho regulace a vyváženost, tzn. maximální úroveň obranného zánětu 
s minimalizací jeho poškozující složky. Regulaci zánětu zajišťují humorální i buněčné mecha-
nismy imunity. Jedním z nich je polarizace monocyto-makrofágového systému do jednotli-
vých subpopulací. Základní subpopulace se označují M1 a M2, přičemž M1 subpopulace je 
prozánětlivá a zesiluje imunitní odpověď, kdežto M2 subpopulace je regulační, účastní se 
tlumení imunitní odpovědi a napomáhá regeneraci a hojení tkání poškozených zánětem. Pola-
rizace monocyto-makrofágového systému do M1 a M2 je velice efektivní a důležitá součást 
imunitní odpovědi a je spojena s metabolickými a genetickými změnami buněk. 

Bylo prokázáno, že CNM mohou do tohoto procesu vstupovat. Kupříkladu v jedné stu-
dii byl sledován vliv fragmentovaných GP na mitochondriální kapacitu lidských a myších 
makrofágů v závislosti na polarizačním stavu buněk. Autoři studie vyhodnotili převládající 
polarizaci směrem k M2, tedy protizánětlivý efekt GP.68 Schopnost ovlivnit polarizaci mak-
rofágů do M1 nebo M2 byla studována u celé řady dalších CNM. Kinaret et al. zjistili, že 
zatímco grafitová nanovlákna preferenčně polarizovala THP-1 makrofágy do M1, dlouhé 
CNT vyvolaly polarizaci M1 i M2 a krátké MWCNT polarizovaly makrofágy do M2. Všech-
ny tři typy testovaných CNT vyvolaly produkci IL-1β, ale v případě MWCNT bez změny 
dalších polarizačních znaků.69 Zhang et al. zkoumali efekt SWCNT a MWCNT na myší 
alveolární makrofágy. Nanotrubice většinou v prvním kroku měnily fenotyp makrofágů do 
M1, ale při delší expozici došlo k přesmyku na fenotyp M2. Navíc kondiciované médium od 
M2 makrofágů sekretujících TGF-β (transforming growth factor) vyvolávalo in vitro dife-
renciaci fibroblastů.70 Zdá se, že necytotoxické hladiny CNT obecně podněcují makrofágy 
k určité autoregulaci. Tato zjištění by mohla vysvětlovat negativní roli inhalovaných CNT 
v rozvoji plicní fibrózy. 

Přesný mechanismus, jakým CNM působí metabolické a epigenetické změny předchá-
zející tvorbě přirozené imunitní paměti a změnám polarizace u monocyto-makrofágového 
systému, není zatím jasný. Svoji roli v něm může hrát autofagie, která je často s CNM spojo-
vána, a u cirkulujících monocytů je esenciální pro jejich přežívání a následnou diferenciaci.71 
Za fyziologických podmínek autofagie brzdí sestavení inflamazomu a produkci prozánětli- 
vých cytokinů. Avšak data některých studií, která dokládají zvýšenou produkci prozánětlivých 
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cytokinů, tento mechanismus spíše vyvrací.65,72 Vedle toho situaci komplikují i změny cytos-
keletu, které probíhají při endocytóze a následném pokusu o zpracování a eliminaci CNM 
buňkou. Nelze vyloučit, že sama endocytóza spolu s reorganizací cytoskeletu může poskyt-
nout dostatečný signál pro přežití a diferenciaci buňky.73,74 Připomeňme též důležitý fakt, že 
přímé ovlivnění cytoskeletu, např. reakcí s aktinovými vlákny, bývá pro CNM pozorováno 
řadou autorů.38,75,76 Efekt na cytoskelet by mohl být i nepřímý především při nadměrné aku-
mulaci CNM v cytoplazmě, kdy jsou jednotlivé organely a cytoskeletální vlákna jednoduše 
„utlačeny“.

V rámci hodnocení imunomodulačního potenciálu CNM je nutné zmínit dendritické buň-
ky. Ty představují nepostradatelnou buněčnou populaci, jejíž základní funkcí je prezentace 
antigenních peptidů spolu s kostimulačními a prozánětlivými signály T lymfocytům. Den-
dritické buňky tvoří hlavní spojení mezi přirozenou a adaptivní imunitou a rozhodují o tom, 
do jakého subsetu se bude naivní T lymfocyt po kontaktu diferencovat: zda bude imunitní 
odpověď založená na produkci protilátek (Th2 subset), nebo zda budou zapojeny buněčné 
mechanismy jako cytotoxicita a zesílená fagocytóza (Th1 subset). Narušení jejich funkce 
tedy představuje významné riziko pro fungování celého imunitního systému.77 Vliv různých 
variant GO na buněčnou linii dendritických buněk DC2.4 zkoumali Yang et al. Zjistili, že jed-
novrstvý GO vyvolával agregaci buněk bez výrazného cytotoxického účinku. Vícevrstvý GO 
byl naproti tomu cytotoxický a vyvolával produkci reaktivních forem kyslíku (ROS). V obou 
případech došlo k produkci TNF-α bez produkce IL-6. V následujícím experimentu však 
jednovrstevný GO stimuloval zvýšení produkce TNF-α i IL-6 vůči LPS, na rozdíl od vícevrst-
vého GO, kde pravděpodobně vlivem cytotoxicity došlo k inhibici.78 Zhou et al. pro změnu 
zkoumali vliv laterální velikosti GO na jeho schopnost interagovat s buněčnou membránou. 
Zjistili, že se malé částice GO snadněji internalizovaly, zatímco větší adherovaly k membráně 
a způsobily změny exprese adhezních molekul, zejména ICAM-1, která je nezbytná pro inter-
akci dendritických buněk s T lymfocyty. Následnou kokultivací s T lymfocyty potvrdili tvorbu 
buněčných shluků indikující zesílení T lymfocytární aktivity.79 V obdobné studii velké částice 
GO zvyšovaly u dendritických buněk diferencovaných z monocytů expresi kostimulačních 
molekul CD80 a CD83 a napomohly tak k jejich maturaci.80 Navázání PEGu a výběr men-
ších GO tento efekt inhiboval, což znovu potvrzuje esenciální role modifikace a velikosti.81

Pozitivní výsledky nepřímé prozánětlivé modulace pomocí CNM byly pozorovány rovněž 
in vivo s využitím zvířecích modelů nemocí. Řada z nich se zaměřila na hodnocení alergické 
reakce (konkrétně hypersenzitivitu typu 1). Park et al. ve své práci exponovali myši různým 
dávkám MWCNT. Následná analýza vzorků krve a bronchoalveolární laváže odhalila spolu 
se zvýšeným počtem neutrofilů i vyšší hladinu prozánětlivých cytokinů. K nejvýraznějšímu 
nárůstu došlo u IL-4, IL-10 a IL-5, což svědčí o aktivitě proalergického Th2 subsetu pomoc-
ných induktorových T lymfocytů.82 

Obdobných výsledků dosáhli Inoue et al., kdy po souběžné intratracheální expozi-
ci ovalbuminu a  MWCNT došlo oproti samostatným expozicím (placebo, ovalbumin, 
nebo MWCNT) k silnější aktivaci alergického zánětu s tvorbou protilátek IgE.83 Podobný 
pokus prezentovali Nygaard et al. Myši vystavoval působení ovalbuminu a dvou typů CNT 
(MWCNT a SWCNT). V obou případech sloužily CNT jako adjuvans zvyšující produkci 
ovalbumin specifického IgE.84 

Opačné výsledky přinesly experimenty s GO, který produkci IgE inhiboval, nicméně na 
myším modelu astmatu byla pozorována zvýšena hyperreaktivita a remodelace (hyperplazie 
gobletových buněk spolu s hypertrofií hladkého svalstva).85 Výsledky těchto studií naznačují, 
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že CNT obecně mohou stimulovat alergický zánět v podobě Th2 imunitní odpovědi. Slouží 
však spíše jako adjuvans než přímý alergen. To je obzvláště důležité za situace, kdy alergeny 
adherují k jejich povrchu. Výsledná alergická reakce tím tedy může být značně ovlivněna. 
Jak bylo zmíněno, CNM mohou také přispívat k nevratné remodelaci tkání dýchacích cest 
a zhoršovat tak průběh chronických plicních onemocnění. K tomuto tvrzení přispívá studie 
provedená Beyelerem et al., jejichž DWCNT v dávce 0,08 µg/cm2 podané intratracheálně 
zesílily akumulaci a aktivaci makrofágů a dendritických buněk v plicním parenchymu myšího 
modelu chronické obstrukční choroby plic.86 Soliman et al. pak navíc prokázali, že chronická 
expozice MWCNT je spojená se zvýšenou aktivací a akumulací alveolárních makrofágů, což 
vede k zánětu a tvorbě granulomů.87

CNM ovšem nemusí být pouze prozánětlivé. Modelovým příkladem může být prá-
ce Dellingera et al., jež zkoumala vliv fullerenů na revmatoidní artritidu v myším mode-
lu. Peritoneální administrace fullerenů vedla k jejich hromadění v afektovaných kloubech, 
kde vyvolávaly útlum zánětu spojený se snížením eroze, redukcí zánětlivé chrupavčité tkáně 
a poklesem hladiny TNF-α.88 Zajímavých výsledků dosáhli Babu Mija a Rajiv Saxena při 
výzkumu vlivu modifikovaných SWCNT na myší model akutní i chronické reakce štěpu 
proti hostiteli.89 Tato nežádoucí reaktivita vzniká po HLA neshodné transplantaci kmenových 
buněk krvetvorby u pacientů s krevními malignitami, případně jinými diagnózami. Nový, 
transplantovaný imunitní systém napadá a ničí buňky různých tkání příjemce. Nejčastěji jsou 
postiženy GIT, kůže, dýchací systém a ledviny. Je nutné podávat imunosupresivní léky, mnoh-
dy doživotně. Ve zmíněné studii vedlo intravenózní podání SWCNT ke snížení proliferace 
T i B lymfocytů a omezení tvorby cytotoxických T lymfocytů a protilátek specifických proti 
hostitelským antigenům.89 

Tlumivý efekt konkrétně grafenových kvantových teček (GQD) objevili i Tosic et al. 
Zjistili, že GQD utlumily zánět v nervové tkáni potkanů trpících autoimunitní encefaliti-
dou. Výsledkem intraperitoneální expozice bylo zmírnění příznaků, snížení demyelinizace 
a infiltrace centrálního nervového systému imunitními buňkami, snížení poškození axonů, 
a ve výsledku ovlivnění vitality nervových buněk.90 Uhlíkové tečky (CD) vykazují obec-
ně imunosupresivní efekt pravděpodobně kvůli jejich antioxidačním vlastnostem. Například 
CD syntetizované z kyseliny citronové a glutathionu úspěšně inhibovaly zánětlivou odpo-
věď vyvolanou LPS na modelu myších makrofágů J774A.1 utlumením signalizace NF-κB 
a tvorby IL-12 a vychytáváním kyslíkových radikálů.91 V jiném experimentu CD vyrobe-
né z melasy tlumily produkci oxidu dusnatého stimulovanou LPS na modelu makrofágů 
RAW 264.7.92

Velmi komplikovanou a obtížně uchopitelnou otázkou je interakce nanočástic s mikrobio-
tou střeva, kůže a sliznic. Jedná se o velmi komplexní ekosystém zahrnující desítky až stov-
ky různých mikrobiálních a mykotických species. Jejich přínos pro člověka je bez diskuze, 
a kromě nutričních benefitů je mikrobiota esenciální pro nastavení optimální střevní bariéry 
proti patogenním mikroorganismům. Úloha mikrobioty je však daleko komplexnější. Zásadní 
je modulační efekt na imunitní systém, zejména v nastavení tolerance vůči různým mikro
biálním i potravním antigenům. Regulační buňky diferencované v mukózním imunitním sys-
tému byly nalezeny i ve vzdálených nikách organismu, například v centrálním nervstvu. To 
dalo vzniknout představě, že střevní mikrobiota může ovlivnit vznik a průběh autoimunitních 
onemocnění, jako je např. roztroušená skleróza.93,94 CNM mohou střevní mikrobiotu ovlivnit 
především svým možným selektivním antimikrobiálním účinkem na některé kmeny bakterií 
a tím mohou narušit osídlovací vzory na sliznicích. Jako příklad můžeme uvést čistý grafen, 
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který v koncentracích okolo 100 µg/ml podporuje butyrát produkující mikroorganismy, jako 
jsou Clostridium fimetarium, Clostridium hylemona a Sutterella wadsworthensis.95

Dosud prezentované výsledky jasně ukazují, že CNM mohou mít zásadní imunomodu-
lační potenciál. Některé jsou schopny blokovat imunitní reakci a tím působit protizánětlivě, 
jiné a za jiných podmínek mohou naopak imunitní odpověď podporovat a zánětu napomáhat. 
Speciální pozornost se musí věnovat především takovým CNM, které na první pohled samy 
o sobě žádnou, ať už cytotoxickou, nebo prozánětlivou odpověď nevyvolávají, avšak mohou 
sloužit jako adjuvans či další signál.

9.4 ELIMINACE 

Pro využití CNM v medicíně je zásadní biodegradabilita – schopnost organismu odstranit 
z těla nežádoucí materiály. CNM jsou ze své podstaty velmi odolné a špatně degradovatelné. 
Nicméně je možné je za určitých podmínek eliminovat. Důležitou úlohu v tom má právě 
imunitní systém. Jedním z faktorů určujících biodegradabilitu CNM je poměr uhlíku a kyslíku 
(C/O) ve struktuře částice a její hydrofilní charakter. Kotchey et al. ve své studii ověřili, že GO 
lze narušit křenovou peroxidázou.96 Podobně myeloperoxidáza (MPO), která se nachází v gra-
nulech neutrofilů, byla schopna degradovat GO v přítomnosti stop peroxidu vodíku, přičemž 
efektivita byla úměrná množství karboxylových skupin a míře stability ve vodném prostředí.7 

V jiné studii neutrofily produkovaly myeloperoxidázu v přítomnosti SWCNT navzdory 
jejich pokrytí PEG.97 V in vivo studii provedené na MPO knockoutovaných myších byl oproti 
divokým kmenům sledován pokles degradace, což je v souladu s předešlými in vitro studie-
mi.98 In vitro byl také proveden pokus degradovat GO pomocí eozinofilní peroxidázy (EPO) 
v přítomnosti peroxidu vodíku a bromidu sodného. Přestože byla degradace nekompletní, 
objevila se již po 90 hodinách od expozice.6 Pozorování potvrzuje i starší studie Ardóna et 
al., kteří použili EPO z lidských a myších eosinofilů pro degradaci oxidovaných SWCNT.99

Na degradaci CNM by se mohla podílet také NADPH oxidáza a s ní souvisící enzyma-
tické systémy účastnící se tzv. oxidativního vzplanutí při aktivaci fagocytů. Jejich role byla 
potvrzena opět Kaganem et al., již zkoumali degradaci oxidovaných SWCNT peroxinitri-
tem z aktivovaných THP-1 makrofágů. Schopnost štěpit SWCNT byla také výrazně snížena 
u NADPH deficitních myší.100 

Podobné výsledky vyšly ve studii Houa et al., v níž porovnávali degradaci čistých, oxido-
vaných a OH-substituovaných SWCNT na modelu RAW264.7 buněk. Respirační vzplanutí 
u modelových buněk bylo dle předpokladu účinné při degradaci oxidované a OH varianty, 
naproti tomu čisté SWCNT, které reaktivní místa postrádají, degradaci odolaly.101

9.5 ZÁVĚR

Závěrem lze říct, že jakožto rodina exogenních částic nabízí CNM širokou škálu možných 
interakcí s imunitním systémem. V závislosti na jejich formě, velikosti, tvaru, funkcionalizaci 
a čistotě mohou buď přímo vyvolat zánět, nebo působit nepřímo modulací základních funkcí 
imunitních buněk, kdy tyto změny nemusí nutně korelovat se zvýšenou cytotoxicitou.

Prezentované výsledky naznačují, že tvar a velikost jsou rozhodující vlastnosti ovlivňu-
jící přímé prozánětlivé účinky CNM a následné chování imunitních buněk. Imunitní systém 
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funguje jako vysoce organizovaná síť a v důsledku toho může narušení jedné části ovlivnit 
celý systém. Musíme vzít v úvahu, že kumulace CNM v lidském těle, zejména v plicích, 
může mít negativní vliv na imunitní obranu proti běžným patogenům. Na druhou stranu, při 
pečlivém návrhu a charakterizaci CNM jsou jejich imunomodulační vlastnosti atraktivní pro 
biomedicínské aplikace. Tyto aplikace jsou založeny buď na přímém účinku CNM, nebo na 
účinku, který mají CNM ve spojení s jinými materiály nebo reagenciemi. 

Bohužel je evidentní, že v našich znalostech jsou stále mezery. Celkově vzato je hodno-
cení imunotoxického potenciálu CNM zásadním úkolem, i když ne snadným, a pozornost 
by měla být věnována nejen správné charakterizaci a vyloučení kontaminace, ale také slo-
žení média. Nezbytným krokem je také doplnění modelů lidských primárních buněk, neboť 
bychom mohli snadno přehlédnout často opomíjené, ale velmi důležité vzájemné ovlivňování 
probíhající během buněčné komunikace.
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10 �
GENOTOXICITA

Genotoxicita je definována jako poškození genetického materiálu v důsledku působení vněj-
ších i vnitřních faktorů, které vede k narušení stability DNA a RNA, indukuje zlomy řetězců 
DNA/RNA, tvorbu DNA aduktů, mikrojader a křížových vazeb, genové mutace, chromozo-
mální aberace a interferuje s mechanismy reparace DNA. Z odborné literatury vyplývá, že 
uhlíkové nanomateriály (CNM) genotoxickým potenciálem disponovat mohou.1

Poškození DNA (genotoxický účinek) může být vyvoláno přímými či nepřímými mecha-
nismy. Za přímé mechanismy jsou považovány situace, kdy CNM pronikají až do buněčného 
jádra a interagují přímo s DNA nebo s proteiny asociovanými s DNA. Tyto mechanismy 
vedou k fyzickému poškození genetického materiálu a/nebo intranukleární agregaci proteinů, 
což má za následek inhibici transkripce, replikace a buněčné proliferace, stejně jako nesta-
bilitu genomu, vznik zlomů DNA a chromozomů a zvýšení rychlosti vzniku mutací. Nepří-
mé mechanismy zahrnují poškození DNA, ke kterému dochází bez přímé fyzické interakce 
s CNM. Mezi tyto děje jsou řazeny interakce s dělícím aparátem a centrozomy a indukce 
buněčných odpovědí (oxidačního stresu, aberantních signalizačních reakcí, deregulace buněč-
ného cyklu, disrupce mitochondrií a zánětu).2–4 

Účinky CNM jsou obecně ovlivňovány laterálním rozměrem, počtem vrstev, tvrdostí, 
hydrofobicitou a povrchovou funkcionalizací. Tyto vlastnosti reprezentují klíčové faktory, 
které předurčují osud CNM v buňce i v celém organismu (včetně projevů genotoxicity). 
Například grafen s malým laterálním rozměrem má větší genotoxický potenciál ve srovnání 
s grafenem s velkým laterálním rozměrem. Důvodem je jeho schopnost účinně pronikat přes 
buněčnou membránu do intracelulárního prostoru. Zde se hromadí v cytosolu a v blízkosti 
jádra, proniká jadernou membránou a interaguje přímo s DNA. Grafen s velkým laterálním 
rozměrem způsobuje oproti tomu poškození DNA nepřímým mechanismem, zejména cestou 
indukce tvorby reaktivních forem kyslíku (ROS).5,6

Poškození genetického materiálu buňky vnějšími a vnitřními faktory je spojeno se zvýše-
ným rizikem vzniku nádorových či chronických zánětlivých onemocnění a předčasným úmr-
tím.7 Mezi nejčastěji používané metody pro hodnocení genotoxického potenciálu chemických 
a fyzikálních faktorů patří bakteriální Amesův test, test detekce zlomů řetězců DNA (kome-
tový test), test fosforylovaného histonu H2AX (γH2AX) a cytogenetické testy (micronucleus 
test a test chromozomálních aberací).8,9
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10.1 IN VITRO STUDIE

Dosud nejvíce studovanými CNM jsou mnohovrstvé uhlíkové nanotrubice (MWCNT). Tyto 
nanomateriály mohou poškozovat DNA jak přímo (tvorbou chromosomálních zlomů), tak 
i nepřímo (zvýšenou produkcí ROS nebo ovlivňováním buněčného dělení cestou narušo-
vání funkce centrozomů a tvorbou mono- nebo polypolárních centrozomů). MWCNT mají 
strukturní podobnost s mikrotubuly a mohou interferovat s procesy, v nichž se mikrotubu-
ly uplatňují, což vede následně k narušení mitózy.10,11 Nanotrubice MWCNT-7 byly ozna-
čeny jako možný lidský karcinogen (skupina 2B dle klasifikace International Agency for 
Research on Cancer; IARC). Zpráva poradní skupiny pro doporučené priority pro IARC 
monografie (Report of the Advisory Group to Recommended Priorities for the IARC Mono-
graphs) pro období 2020–2024 zdůrazňuje potřebu zkoumat toxicitu, a zejména genotoxicitu 
MWCNT.12,13

Pro studium genotoxických účinků MWCNT jsou používány zvířecí i lidské buněčné 
linie, s preferencí buněčných linií odvozených od tkání respiračního traktu (inhalace je před-
pokládanou majoritní cestou expozice). Například autoři Fraser et al. hodnotili genotoxi-
citu sedmi typů MWCNT a dvou typů uhlíkových nanovláken (CNF). Exponovali buňky 
BEAS-2B (bronchial epithelial cells; epiteliální buněčná linie, která byla izolována z nor-
málního lidského bronchiálního epitelu) CNM v různých koncentracích po dobu 24 hodin. 
Z výsledků vyplývá, že nejvyšší koncentrace (24 μg/ml) MWCNT-4, MWCNT-7 a CNF1-2 
vyvolaly zvýšenou produkci ROS. Poškození genetického materiálu bylo hodnoceno testem 
detekce mikrojader a imunodetekcí γ-H2AX. Všechny testované CNM zvyšovaly počty mik-
rojader (kromě nízké dávky MWCNT-2). Fosforylace H2AX a přítomnost γ-H2AX měly 
stejnou distribuci jako výsledky testu detekce mikrojader.6 

Autoři Catalan et al. porovnávali genotoxický účinek rovných a stočených MWCNT na 
buněčnou linii BEAS-2B. Zatímco rovné MWCNT indukovaly přerušení kontinuity řetězce 
DNA již při nízkých dávkách (5 a 10 μg/cm2), v případě stočených MWCNT musela být 
k vyvolání stejného účinku použita dávka řádově vyšší (200 μg/cm2). Autoři nepozorovali 
zvýšený vznik mikrojader.14

Lidské plicní epiteliální buňky BEAS-2 a SAEC (small airway epithelial cells; malé 
epiteliální buňky dýchacích cest) byly použity i v experimentu Siegristema et al., kteří je 
exponovali různým dávkám MWCNT-7, MWCNT-HT a MWCNT-ND. Všechny testované 
MWCNT prostupovaly až do buněčného jádra (zejména MWCNT-7) a negativně ovlivňova-
ly mitózu (indukcí změn morfologie dělícího vřeténka a indukcí fragmentace centrozomů). 
Nejvyšší dávky měly za následek významný nárůst počtu aneuploidií.15 Jiná studie (Lucas 
et al.) popsala, že expozice buněk BEAS-2B MWCNT po dobu 72 hodin významně zvýši-
la produkci ROS, vedla k profibrotickému epiteliálně-mezenchymálnímu přechodu buněk 
a k tvorbě fosforylovaného histonu H2AX, který odráží přítomnost zlomů DNA řetězců.16 

Ventura et al. použili při testování genotoxicity MWCNT-7 alveolární epiteliální buň-
ky A549 bez kokultivace (nebo s kokultivací) s makrofágy THP-1. Expozice samotným 
MWCNT-7 neindukovala tvorbu mikrojader v A549 buňkách v monokultuře, avšak v kokul-
tuře s THP-1 makrofágy se počet dvojjaderných buněk s mikrojádrem významně zvýšil. 
Účinek byl pozorován u nejnižších dávek MWCNT-7. Zajímavé také bylo, že v monokultuře 
A549 buněk dávka 50 μg/cm2 MWCNT-7 vyvolala významný nárůst dlouhých a tenkých nuk-
leoplazmatických můstků.17 Autoři Di Ianni et al. exponovali epiteliální buňky A549 a THP-1 
makrofágy sedmi typům MWCNT, které se lišily svou délkou, průměrem a funkcionalizací. 
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Test detekce zlomů řetězců DNA (kometový test) prokázal, že všechny testované MWCNT 
způsobovaly poškození DNA v makrofázích THP-1, zatímco buňky A549 byly odolnější 
a poškození DNA bylo pozorováno pouze u expozice krátkým MWCNT.18 Oxidační poško-
zení DNA a tvorba mikrojader v A549 buňkách po expozicí MWCNT byly hodnoceny také 
Katoem et al. Expozice MWCNT zvýšila (v závislosti na dávce) počty mikrojader i hladiny 
oxidovaných zbytků DNA (8-oxo-2’-deoxyguanosine; 8-oxo-dG).19 

Borghini et al. studovali vliv expozice MWCNT na reparaci poškození DNA, vyvolaného 
oxidačním poškozením (stresem). V experimentu byly použity MWCNT-7 a A549 buňky. 
Oxidační poškození DNA bylo vyvoláno kultivací buněk s H2O2 a KBrO3. Z výsledků plyne, 
že expozice MWCNT-7 sice zlepšovala reparační aktivitu buněk, avšak bylo rovněž pozoro-
váno (na dávce nezávislé) zkracování telomer.20 Lidská bronchiální epiteliální buněčná linie 
(16HBE) a THP-1 monocyty byly vystaveny expozici MWCNT a jednovrstvým uhlíkovým 
nanotrubicím (SWCNT) ve studii Önera et al. Podle výsledků testu detekce zlomů řetězců 
DNA (kometový test) oba typy CNM indukovaly oxidační buněčné poškození a zvyšovaly 
počty zlomů DNA řetězců. Kromě toho MWCNT v 16HBE a SWCNT v THP-1 indukovaly 
tvorbu mikrojader.21

Nutno zdůraznit, že MWCNT mohou poškozovat (vedle tkání dýchacího systému) i buň-
ky dalších tkání. Například Kermanizadeh et al. sledovali genotoxické účinky MWCNT na 
buňky lidského hepatocelulárního karcinomu C3A. V jejich experimentu i nízké koncentrace 
MWCNT zvyšovaly hladiny ROS a rozsah poškození DNA vykazoval dávkovou závislost.22 
Další vědecký kolektiv (Guo et al.) exponoval endoteliální buňky lidské pupečníkové žíly 
(HUVEC) MWCNT. CNM byly v buňkách snadno internalizovány a v závislosti na dávce 
spouštěly apoptózu a tvorbu ROS a H2AX ložisek. Výsledky naznačují, že MWCNT mohou 
poškozovat endotelové buňky a představují tak rizikový faktor pro vznik a rozvoj kardio-
vaskulárních onemocnění.23 Podobné výsledky prezentovala i autorská skupina Longa et al. 
Expozice MWCNT indukovala tvorbu ROS a působila cytotoxicky. Autoři zdůrazňují vliv 
délky MWCNT na intenzitu toxických projevů.24

Z výše uvedeného vyplývá, že značné množství studií potvrdilo genotoxický potenciál 
MWCNT. V odborné literatuře lze však najít i studie, které tyto účinky zpochybňují. Napří-
klad autoři Ema et al. studovali genotoxicitu dvou typů CNM (N-MWCNT, průměr 44 nm / 
BET povrch 69 m2/g a MWCNT-7, průměr 70 nm / BET povrch 23 m2/g). Pro důkaz geno-
toxických účinků byly použity test bakteriálních reverzních mutací a test chromozomálních 
aberací. Z výsledků vyplývá, že žádný z testovaných MWCNT nevykazoval mutagenitu u tes-
tu bakteriálních reverzních mutací (Salmonella typhimurium a Escherichia coli) a nezvyšoval 
ani hladinu strukturních chromozomálních aberací (byl pozorován pouze nevýznamný nárůst 
počtu numerických aberací).25 V souvislosti s těmito odlišnými výsledky je nutno zmínit mor-
fologickou odlišnost bakteriálních a savčích/lidských buněk, zejména přítomnost silné buněč-
né stěny bakteriálních buněk, která omezuje prostup řady látek do intracelulárního prostoru.

Dalším zajímavým členem skupiny nanotrubic s genotoxickým potenciálem jsou jedno-
vrstvé uhlíkové nanotrubice (SWCNT).

Intenzitu penetrace SWCNT do buněk (a potažmo jejich případnou genotoxicitu) determi-
nuje délka trubic, povrchové funkční skupiny a povrchový náboj.26 Například Cveticanin et 
al. uvádějí, že SWCNT funkcionalizované amidy penetrují přes buněčné membrány normál-
ních lidských fibroblastů a lymfocytů intenzivněji než jejich nefunkcionalizované varianty. 
To může být důvodem jejich vyššího genotoxického potenciálu (ve srovnání s nefunkciona-
lizovanými SWCNT).27 
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K podobným výsledkům dospěli i Jiang et al., kteří zjistili, že funkcionalizace karboxy-
lovými a hydroxylovými skupinami zvyšuje genotoxicitu SWCNT. Karboxylované SWCNT 
vyvolaly rozsáhlejší poškození DNA (a její degradaci) než SWCNT hydroxylované.26 

Yao et al. potvrdili, že SWCNT interagují přímo s DNA a že kratší SWCNT disponují 
vyšším genotoxickým potenciálem.28 Autoři Sargent et al. detekovali SWCNT přímo v jádře 
buněk a prokázali asociaci SWCNT s chromatinem a s mitotickým a buněčným tubulinem. 
Přítomnost SWCNT v jádře vyvolala fragmentaci centrozomů, tvorbu mnohočetných pólů 
mitotického vřeténka, anafázické můstky a aneuploidie buněk. SWCNT vážně ovlivnily tran-
skripci a replikaci DNA a chromozomální stabilitu.29 Další studie (Sargent et al.) popsala 
nejen poškození DNA, ale také zvýšenou proliferaci buněk v kultuře.30 Jiný vědecký kolektiv 
(Pacurari et al.) nalezl (po expozici SWCNT) zvýšenou produkci ROS a poškození DNA 
v normálních a maligních mezotelových buňkách.31

Předmětem velkého zájmu odborné veřejnosti jsou také grafen a materiály na jeho bázi. 
Grafen může interagovat s odhalenou DNA prostřednictvím „pí vrstvení“ báze-grafen, hydro-
fobními nebo van der Wallsovými interakcemi, vodíkovými vazbami nebo elektrostatickými 
interakcemi. Výsledkem interakcí je poškození DNA, narušení transkripce nebo replikace 
a blokování syntézy specifických proteinů.32,33

Autoři Burgum et al. exponovali (24 hodin) buňky 16HBE vícevrstvému grafenu (FLG) 
a jeho funkcionalizovaným formám (aminovými nebo karboxylovými skupinami). Z výsled-
ků vyplývá, že FLG a FLG funkcionalizovaný aminovou skupinou vykazovaly vyšší míru 
genotoxicity než FLG funkcionalizovaný karboxylovou skupinou. Byla pozorována induk-
ce oxidačního stresu a tvorba mikrojader.34 Autoři Chatterjee et al. testovali genotoxický 
potenciál jednovrstvého grafen oxidu (SLGO), několikavrstvého grafen oxidu (FLGO), 
grafenových nanodestiček (GNP) a karboxylovaných a aminovaných GNP na buněčné linii 
BEAS-2B. Jednodenní expozice uvedeným nanočásticím poškozovala DNA a narušovala její 
reparaci. Intenzitu poškození lze vyjádřit ve škále GNP a karboxylované GNP > aminované 
GNP a FLGO > SLGO.35 

Wang et al. ve své studii potvrdili genotoxický účinek oxidu grafenu (GO) na lidské 
plicní fibroblasty (HLF). Expozice vedla k mitochondriální dysfunkci, zvýšení produkce 
ROS a zvýšení počtu apoptotických buněk. Dokonce i nejnižší koncentrace (1 μg/ml po dobu 
24 hodin) byla schopna vyvolat tvorbu zlomů DNA řetězce (kometový test). Funkciona-
lizace polyethylenglykolem měla za následek významné snížení genotoxického potenciálu 
GO.36 

De Marzi et al. exponovali buněčnou linii A549, buněčnou linii lidského kolorektálního 
adenokarcinomu (CaCo2) a buněčnou linii epiteliálních buněk ledvin z afrického kočkodana 
zeleného (Vero) substancím nano GO a mikro GO po dobu 24 hodin a sledovali frekvenci 
výskytu zlomů řetězců DNA (kometový test). V případě expozice nano GO byla zjištěna 
masivní genotoxická odpověď u všech použitých linií (A549, CaCo2 i Vero), s procentem 
DNA v ohonu komety v rozmezí od 60 do 80 %. Hodnoty procent DNA v ohonu komety 
nebyly závislé na použitých dávkách.37 

Autoři Di Ianni et al. testovali genotoxicitu GO a redukovaného GO (rGO) na buněčné 
linii A549 buňkách a na kultuře THP-1 makrofágů. Z výsledků plyne, že GO i rGO vyvoláva-
ly zánětlivou odpověď u linie A549 buněk (ne však u THP-1). Genotoxické účinky expozice 
obou CNM se naproti tomu výrazněji projevily u kultury THP-1 makrofágů.38 Kulturu THP-1 
monocytů použili také autoři Málková et al. k hodnocení genotoxicity dvou typů grafenových 
plátků. Přítomnost obou typů grafenu zvyšovala (v závislosti na dávce) poškození DNA, které 
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se projevilo zvýšením počtu mikrojader, jaderných pupenů a nukleoplazmatických můstků ve 
dvojjaderných buňkách.4

Výsledky studií genotoxického potenciálu fullerenů jsou zatím bohužel poměrně nekon-
zistentní. Například dva autorské kolektivy (Zhao et al.; Firdaus et al.) prokázaly interakce 
fullerenů C60, C20 a C180 s DNA. V jejich experimentu fullereny vytvářely vazby s nukleotidy 
a deformovaly strukturu DNA.39,40 Také autoři Ershova et al., kteří hodnotili genotoxický 
potenciál rozpustného fullerenu C60 v lidských embryonálních plicních fibroblastech, uvádějí 
časově závislý nárůst hladiny ROS a zvýšení počtu zlomů DNA řetězců. Autoři se domnívají, 
že fulleren by mohl vyvolávat vznik plicní fibrózy in vivo.41 V rozporu s těmito výsledky 
jiné studie uvádějí, že fullereny mohou působit jako antioxidanty a snižovat toxicitu chemic-
kých látek. Například Fayza et al. a Gudkov et al. popisují genoprotektivní aktivitu fullerenů. 
Expozice těmto CNM snižovala (cestou redukce oxidačního stresu) toxicitu některých léků 
a chemických látek a omezovala míru poškození DNA, vyvolaného ROS.42,43

Významnými představiteli CNM jsou nanodiamanty, které však nejsou ve studiích často 
používány.

Autoři Xing et al. exponovali embryonální kmenové buňky redukovaným a oxidovaným 
nanodiamantům (ND). Z výsledků vyplývá, že oxidovaná forma ND vyvolávala vyšší míru 
poškození DNA než forma redukovaná (indukovala vyšší expresi proteinů nezbytných pro 
reparaci DNA). Rozsah poškození DNA vyvolaný expozicí ND byl významně nižší než roz-
sah poškození vyvolaným expozicí MWCNT.44 Autoři Dworak et al. exponovali lidské peri-
ferní lymfocyty suspenzi ND. I nejnižší expoziční koncentrace (1 μg ND/ml) indukovala 
produkci ROS, zvyšovala počet zlomů řetězců DNA a vyvolávala změny stability chromatinu. 
Vyšší expoziční koncentrace vedly k tvorbě mikrojader.45

10.2 IN VIVO STUDIE

Obdobně jako v in vitro studiích také v in vivo experimentech byla značná pozornost věno-
vána MWCNT. Například autoři Catalan et al. popsali nález zvýšeného počtu zlomů DNA 
řetězce v plicích a v bronchoalveolární laváži (BAL) myší exponovaných 24 hodin stočeným 
nebo rovným MWCNT.14 K podobným výsledkům dospěli i Di Ianni et al. V jejich studii byly 
myši intratracheálně exponovány NM-403 (krátké a tenké MWCNT) a NRCWE-006 (dlou-
hé a silné MWCNT). Po 24 hodinách od aplikace bylo v obou případech zjištěno význam-
né poškození DNA plicní tkáně a buněk z BAL.18 Také ve studii Poulsen et al. indukovala 
intratracheální expozice malým stočeným MWCNT a velkým silným MWCNT (u myší po 
24 hodinách) zlomy DNA v buňkách z BAL a ve vzorcích plicní tkáně. Po 28 dnech od 
expozice byly detekovány fibrotické změny plicní tkáně. Tyto změny byly výraznější u myší 
exponovaných velkým MWCNT.46

Knudsen et al. exponoval intratracheálně myší samice 11 typům MWCNT a po jednom 
roce od expozice hodnotili histologické změny ve vzorcích jejich plic, jater a sleziny. Z nálezů 
vyplývá, že krátké a tenké MWCNT tvořily přetrvávající aglomeráty v plicní tkáni, zatímco 
tlustší a delší MWCNT se vyskytovaly jako jednotlivá vlákna. Přítomnost MWCNT nein-
dukovala plicní fibrózu ani nádory plic nebo pleury. Ve vzorcích jater myší exponovaných 
tenkým a stočeným MWCNT byl detekován zvýšený počet zlomů řetězců DNA.47 Genoto-
xický potenciál MWCNT potvrdil také další tým (Muller et al.). V experimentu na potkanech 
sledovali počet mikrojader v pneumocytech typu II po intratracheální aplikaci 0,5 a 2,0 mg 
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MWCNT (po 3 dnech od aplikace). Byl nalezen dávkově závislý nárůst poškození DNA; vyšší 
aplikovaná dávka vedla k dvojnásobnému nárůstu počtu pneumocytů typu II s mikrojádrem.48 

I  další in vivo studie (autorská skupina Snegin et al.) potvrdila genotoxické účinky 
MWCNT. Po subchronické perorální expozici 0,5 mg MWCNT (opakovaná aplikace po dobu 
21 dnů) byla analyzována tkáň jater, semenných tubulů, tlustého střeva, mozku, ledvin, plic, 
buněk kostní dřeně a leukocyty periferní krve. Ve všech typech tkání autoři nalezli zvýšenou 
míru poškození jaderné DNA (kometový test). V této studii byla hodnocena rovněž akut-
ní genotoxicita po jednorázovém perorálním podání 2,5 a 5,0 mg MWCNT. I nižší dávka 
(2,5 mg) vyvolala po 24 hodinách od aplikace poškození DNA ve tkáních tlustého střeva, 
ledvin, plic a v leukocytech.49

Ani značné množství dat potvrzujících přítomnost genotoxického potenciálu MWCNT 
však neumožňuje vytvořit k této problematice konzistentnější závěry. Příčinou je existence 
studií, jejichž výsledky jsou v rozporu s výsledky studií předcházejících. Například Hadrup 
et al. exponovali intratracheálně myši MWCNT (54 μg/myš) a následně analyzovali vzorky 
BAL (po 24 hodinách) pomocí testu detekce zlomů řetězců DNA (kometový test). Tato studie 
negativní vliv MWCNT na integritu DNA nepotvrdila.50 Podobné (negativní) nálezy prezen-
tovali i autoři Pothmann et al. Expozice potkanů MWCNT Graphistrength© C100 (inhalace 
pouze nosem) po dobu 90 dní (6 h / den / 5 dnů v týdnu) neměla v jejich experimentu vliv na 
počty zlomů řetězců DNA v buňkách získaných z tkání plic, jater a ledvin. Rovněž tak nebyl 
ovlivněn počet mikrojader v polychromatických erytrocytech exponovaných potkanů.51

Vedle MWCNT byla pozornost výzkumných týmů pochopitelně věnována i dalším for-
mám CNM. Například El-Yamany et al. zkoumali genotoxický potenciál opakované intra-
peritoneální aplikace GO myším (aplikace jednou týdně). Po 7, 28 a 56 dnech byl proveden 
test chromozomálních aberací a test detekce zlomů řetězců DNA (kometový test) v buň-
kách kostní dřeně a buňkách tkání respiračního traktu. Autoři prezentovali nálezy zvýšeného 
počtu strukturních chromozomálních aberací v kostní dřeni a nárůst úrovně oxidačního stre-
su v plicní tkáni (změny vykazovaly závislost na dávce).52 V další studii (Mohamed et al.) 
byly myši exponovány perorálně GO. Expozice vedla k masivnímu nárůstu počtu mikrojader 
a poškození DNA v buňkách kostní dřeně. GO také indukoval histologické léze s nekró-
zou, apoptózou a zánětem ve tkáních jater a mozku.53 Genotoxické účinky GO prezentovali 
rovněž Liu et al. V jejich studii byla myším opakovaně intravenózně aplikována dávka 1,0, 
2,0 a 4,0 mg GO/kg po dobu pěti po sobě jdoucích dnů. Dávka 4,0 mg/kg vyvolala tvorbu 
mikrojader v polychromních erytrocytech. Autoři se domnívají, že genotoxický a mutagenní 
potenciál GO je srovnatelný s potenciálem cyklofosfamidu.54

Ve výše uvedeném textu, který se týká výsledků studií in vitro, jsme ukázali, že fullere-
ny mohou působit jak genotoxicky, tak i genoprotektivně. Podobně nekonzistentní výsledky 
jsou zatím bohužel i u studií in vivo. Například Nechat Sumi a Kumari Chitra exponovali 
sladkovodní ryby Anabas testudineus fullerenu C60 (5,0 a 10,0 mg/l) a následně provedli test 
detekce mikrojader a test detekce zlomů řetězců DNA (kometový test). Expozice fullerenu 
indukovala tvorbu mikrojader a zlomů řetězců DNA v erytrocytech, žábrách a jaterních buň-
kách.55 Oproti tomu ve studii autorů Ema et al. intratracheální podávání fullerenu C60 (jedno-
rázově 0,5 a 2,5 mg/kg; opakovaně 0,1 a 0,5 mg/kg jednou týdně po dobu pěti týdnů) nevedlo 
u potkaních samců k nárůstu míry poškození DNA v plicní tkáni.56 Je ale nutné poznamenat, 
že celková dávka podaná v této studii byla nižší než dávka ve studii předchozí (Sumi a Chit-
ra). Totsuka et al. hodnotili genotoxické účinky intratracheální aplikace fullerenu (C60), sazí 
(carbon black) a kaolinu na organismus C57BL/6J myší a gpt delta transgenních myší. Myši 
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byly exponovány jednou nebo opakovaně (0,2 mg/myš). Intenzita poškození DNA v plic-
ních buňkách klesala v řadě C60 > saze > kaolin a byla celkově 2–3krát vyšší než ve skupině 
kontrolních myší. U gtp delta transgenních myší expozice C60 významně zvýšila frekvenci 
mutací DNA.57

10.3 ZÁVĚR

Genotoxické látky poškozují genetickou informaci buňky, což může mít závažný dopad nejen 
na buňku samotnou, ale na celý organismus. Poškození genetické informace je mimo jiné 
spojené s mutacemi a také s vyšším rizikem rozvoje nádorových onemocnění a v případě, že 
k poškození dochází v zárodečných buňkách, je možné přenést poškození i na další generace. 
In vitro i in vivo studie zaměřené na genotoxicitu ukazují, že některé CNM pravděpodobně 
mají genotoxický potenciál, tj. indukují genomové změny. Jedná se o závažná zjištění, která 
nelze brát na lehkou váhu a je nezbytné se této problematice dále věnovat. 
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11 �
REPRODUKČNÍ  
A VÝVOJOVÁ TOXICITA

Reprodukční systém samců a samic je složen z více druhů orgánů a tkání, které jsou rozdílně 
vnímavé k potenciálně poškozujícím stimulům, včetně expozice uhlíkovým nanomateriá-
lům (CNM). Reprodukční a vývojová toxicita je dle OSHA (Occupational Safety and Health 
Administration) a HSC 2012 (Hazard Communication Standard) definována jako substance-
mi indukovaný nežádoucí efekt, který postihuje sexuální funkce, fertilitu a prenatální i post-
natální vývoj.1,2

Do narušení sexuálních funkcí a fertility u obou pohlaví jsou řazeny změny sexuálního 
chování, strukturní a funkční změny reprodukčního systému a změny, které narušují některou 
z fázi fertilizace až do procesu implantace embrya v děloze. Příkladem mohou být změny 
libida, poruchy sexuálních funkcí, endokrinní poruchy, narušení gametogeneze, oplodnění 
a transportu oplodněného vajíčka do dělohy a implantace embrya do endometria.3

Obecně platí, že embryo a plod (s vysokou úrovní tkáňové proliferace) jsou k působení 
škodlivých látek vnímavější než již vyvinuté organismy. Z uvedeného důvodu je nutné věno-
vat velkou pozornost látkám, které jsou schopny penetrovat přes placentární bariéru a kumu-
lovat se ve vyvíjejícím se plodu. Díky svém velikosti patří mezi „potenciálně podezřelé“ 
i nanomateriály, které mohou ovlivňovat jak reprodukční systém mateřského organismu, tak 
tkáně embrya a plodu.4,5

11.1 IN VITRO STUDIE

Cílem testů reprodukční toxicity je hodnocení účinku látek na tkáně reprodukčních orgánů 
a na strukturu a funkce pohlavních buněk (spermií a vajíček).

V reprodukci hrají důležitou roli steroidní hormony, které se podílejí na gametogenezi, 
ovulaci a sexuálním chování. Studie v odborné literatuře přinášejí důkazy o tom, že do proce-
su steroidogeneze mohou zasahovat i CNM. Například autoři Qu et al. zjistili, že mnohovrstvé 
uhlíkové nanotrubice (MWCNT) inhibují u potkanů produkci progesteronu v preovulačních 
buňkách granulózy (produkce progesteronu významně klesala při dávkách 10 a 50 μg/ml / 
48 h). Bylo zjištěno, že expozice MWCNT alteruje expresi steroidogenního proteinu StAR, 
který transportuje cholesterol z vnější na vnitřní mitochondriální membránu. Zde je za pří-
tomnosti P450scc (klíčového enzymu steroidogeneze) cholesterol metabolizován na pregne
nolon (P450scc je enzym ze skupiny cytochromů P450, který odštěpuje postranní řetězec 
cholesterolu za vzniku pregnenolonu). Důležitou skutečností bylo, že přerušení expozice 
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MWCNT obnovilo produkci progesteronu (inhibiční účinek je pravděpodobně reverzibilní). 
Vedle uvedeného byla popsána také zvýšená produkce volných kyslíkových radikálů (ROS) 
a narušený mitochondriální membránový potenciál. Zdá se, že MWCNT by mohly mít poten-
ciál endokrinních disruptorů.6 

Reprodukční toxicita se samozřejmě in vitro ověřuje na samčích a samičích buňkách 
pohlavního systému a pohlavních buňkách. 

Gurunathan et al. testovali vliv oxidu grafenu (GO) na Leydigovy (TM3) a Sertoliho 
(TM4) samčí zárodečné buňky. Pro expozici použili dva typy GO s průměrem částic 20 nm 
(GO-20) a 100 nm (GO-100). Oba typy GO snižovaly viabilitu buněk (silnější vliv byl pozo-
rován u GO-20). Vlivem expozice docházelo k uvolňování laktátdehydrogenázy a k naru-
šování mitochondriálního membránového potenciálu. Byl pozorován nárůst produkce ROS 
a poškození DNA (oxidace nukleotidů a  tvorba 8-oxo-d-guanosinu). Expozice snižovala 
expresi proapoptotických genů (Bax, Bak, p53, p21, kaspáza-3) a zvyšovala expresi antiapo-
ptotických genů (Bcl2), což může být problematické, neboť mohou přežít i poškozené buňky. 
K účinkům GO (obou typů) byly citlivější Leydigovy buňky.7

V jiné studii (Ji et al.) byly použity Sertoliho buňky a GC-2 spd buňky (myší testiku-
lární zárodečné buněčné linie), které byly exponovány kvantovým tečkám oxidu grafenu 
(GO-QD). Uvedená expozice sice neovlivňovala viabilitu buněk, nicméně indukovala proces 
apoptózy. Pomocí transmisní elektronové mikroskopie bylo zjištěno, že expozice GO-QD 
zvyšovala počty autofagazómů. Autofagozóm je sférická struktura s dvojitou membránou, 
která je klíčovou strukturou v procesu makroautofagie (vnitrobuněčný degradační systém 
cytoplazmatických komponent a mikroorganismů). Zformovaný autofagozom fúzuje s lyso-
zomem, což umožňuje degradaci sekvestrovaného materiálu. Přestože nebylo zjištěno naru-
šení procesu fúze autofagozomů s lyzozomy, docházelo ke kumulaci nedegradovaného mate-
riálu. Autoři tento jev připisují snížené funkci lyzozomů (snížení funkce lyzozomů je spojeno 
také se stárnutím a senescencí buněk).8 

GC-2-spd buňky použili také autoři Xu et al. v experimentu s expozicí MWCNT (0,05, 
0,25, 0,5 a 1, 5 μg/ml / 24 h). Od dávky 0,5 μg/ml / 24 h pozorovali kumulaci MWCNT 
v mitochondriích, což vedlo k narušení jejich funkcí, včetně snížení produkce ATP.9 Repro-
dukční toxicita MWCNT byla testována také na spermiích bizonů a prasat divokých. Sanand 
et al. exponovali spermie bizonů MWCNT o koncentracích 1, 10, 25, 50, 75 a 100 µg/ml 
po dobu 30, 60 a 120 minut. V závislosti na čase a dávce byla pozorována snížená viabili-
ta buněk, závažné narušení integrity buněčné membrány, zvýšené hladiny malondialdehydu 
(ukazatel oxidačního stresu) a snížená aktivita antioxidačních enzymů (gluthationperoxidázy 
a superoxiddismutázy).10 

Autoři Bernabò et al. exponovali spermie divočáka suspenzi GO o koncentracích 0,5, 1, 
5, 10 a 50 μg/ml. Koncentrace 5–50 μg/ml interagovaly s membránou spermií a narušovaly 
její fluiditu. Redukovaly viabilitu buněk a narušovaly jejich fertilizační a adhezní kapacitu 
a integritu akrozomu. Koncentrace 0,5 a 1 μg/ml však fertilizační kapacitu buněk naopak pod-
porovaly. Je zřejmé, že charakter vlivu expozice GO na komponenty reprodukčního systému 
významně závisí na hladině expozičních koncentracích (dávkách).11 

Zajímavé výsledky přinesly práce zaměřené na vlivy expozice fullerenu (C60). Napří-
klad autoři Li et al. exponovali spermie divočáka karboxylovanému fullerenu (C60-COOH; 
2 μg/ml; 10 dní). Expozice zvýšila motilitu spermií, zlepšila integritu akrozomu a zvýšila 
mitochondriální aktivitu. Došlo rovněž ke snížení hladiny oxidačního stresu.12 Autoři další 
studie (Türk et al.) přidali do vzorků spermatu beranů hydratovaný fulleren (200 nM, 400 nM, 
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800 nM, 1 µM a 5 µM C60) a následně byly vzorky standardním způsobem zamrazeny. Po 
rozmrazení vykazovaly vzorky spermií exponované vyšším dávkám C60 lepší motilitu, kva-
litnější membrány a vyšší aktivity antioxidačních enzymů (glutathionperoxidáza, kataláza).13 
Ke stejným výsledkům v obdobně strukturovaném experimentu dospěli i autoři Güngör et al. 
Vzorky spermatu, exponované vyšším dávkám C60, obsahovaly více živých spermií s vyšší 
mírou motility. Vlivem expozice došlo k poklesu hladin malondialdehydu a nárůstu aktivity 
glutathionperoxidázy a katalázy.14 Zdá se tedy, že fulleren chrání spermie, a to patrně i díky 
tomu, že snižuje poškozující oxidační stres.

Významné informace přinášejí studie, ve kterých jsou CNM exponovány lidské spermie. 
Asghar et al. zjistili, že expozice lidských spermií karboxylovaným jednovrstvým uhlíkovým 
nanotrubicím (SWCNT) vedla ke zvýšení produkce ROS. Stejná expozice spermií redukova-
nému GO (rGO) však tento účinek nevykázala. Žádná z použitých expozičních koncentrací 
(1–25 μg/ml) obou použitých typů CNM nesnižovala viabilitu spermií.15 S lidskými spermie-
mi pracovali také Aminzadeh et al., kteří studovali důsledek jejich expozice karboxylovaným 
SWCNT a MWCNT (0,1–100 μg/ml / 5 hod). Žádný z expozičních CNM nesnižoval viabilitu 
buněk, nicméně v závislosti na dávce bylo pozorováno snížení jejich motility a zvýšení pro-
dukce ROS.16

Vedle samčích pohlavních buněk byla ve studiích pochopitelně věnována pozornost 
i  samičím pohlavním buňkám (oocytům). Například autoři Lin et al. studovali poško-
zení myších oocytů po expozici kvantovým tečkám grafenu (GQD; 0,5, 1,0 a 1,5 mg/ml; 
doba 2, 8,5 a 12 hodin). Expozice GQD narušovala maturaci oocytů; při koncentracích 
1 a 1,5 mg/ml docházelo ke snížení extruze prvního polárního tělíska. Rovněž bylo pozoro-
váno zvýšení produkce ROS a poškození DNA. Pomocí elektronové transmisní mikroskopie 
byla registrována kumulace GQD v blízkosti jádra a mitochondrií, což mělo za následek 
narušení jejich morfologie a funkcí.17 

Tvůrci jiné studie (Lei et al.) exponovali potkaní oocyt-granulózní buňky fullerenolu 
o koncentracích 1, 10, a 100 μg/ml. Dvouhodinová expozice významně redukovala tvor-
bu transzonálních protruzí. Transzonální protruze vycházejí z vnitřních vrstev granulózních 
buněk a vytvářejí „výběžky“, které překračují zóna pelucida a dosahují až k oocytům. Vrstva 
granulózních buněk obaluje oocyty a transzonální protruze zajišťuje spojení mezi granulózou 
a oocytem. Takto vzniká funkční komplex, který je nezbytný pro normální vývoj oocytů. 
Redukce tvorby transzonálních protruzí, popisovaná v daném experimentu, byla závislá na 
dávce. Expozice fullerenolům snižovala rovněž expresi granulózového konexinu 43, který je 
důležitou součástí mezibuněčných spojů. Dvouhodinová expozice fullerenolu měla za násle-
dek snížení jeho exprese o 56 %, což vedlo ke snížení tvorby cyklického adenosinmonofosfátu 
v oocytu a k urychlení obnovy meiózy. Uvedený děj má za následek pokles kvality oocytů.18 
Důkazy o reprodukční toxicitě fullerenolů však nejsou zcela jednoznačné. Například autoři 
Mrdanović et al. nenalezli známky genotoxicity (nárůst počtu mikrojader a chromozomálních 
aberací) u CHO-K1 buněk (ovariálních buněk křečků) ani po relativně vysokých expozicích 
fullerenolu (11–221 μM / 24 h). Nižší expoziční hladiny fullerenolů hladiny genotoxických 
markerů dokonce snižovaly.19 

Kultura CHO-K1 buněk byla použita i v dalších experimentech s CNM. Například Yadav 
et al. tyto buňky exponovali MWCNT. Expozice měla za následek remodelaci cytoskeletu, 
konkrétně zvýšení počtu cytoplazmatických vakuol a tvorbu lamelopodií (v důsledku polyme-
rizace aktinu). Remodelace cytoskeletu byla doprovázena zvýšenou expresí genů spojených 
s cytoskeletem a buněčnou motilitou (Dic-1, kofilin a Rac1).20 Danute Batiuskaite, Nora 
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Grinceviciute a Valentinas Snitka exponovali CHO-K1 buňky GO (12,5–50,0 μg/ml). GO 
snižoval viabilitu buněk v závislosti na dávce (ze 44 % na 11 %), pronikal do buněk a ovliv-
ňoval jejich morfologii, strukturu a schopnost vytvářet kolonie.21 Výsledky in vitro studií 
tedy naznačují potenciální reprodukční toxicitu CNM, a to již ve fázi produkce pohlavních 
hormonů, poškození buněk pohlavních orgánů i pohlavních buněk samotných.

11.2 IN VIVO STUDIE

S ohledem na závažnost dané problematiky byla reprodukční toxicita testována na široké 
škále organismů od červů přes hmyz a ryby až po savce, především myši a potkany. Často 
používanými nižšími experimentálními organismy jsou hlístice, hlavně Caenorhabditis ele-
gans (háďátko obecné). Na tomto organismu testovali například autoři Kim et al. reprodukční 
toxicitu GO. Po dvouhodinové expozici koncentraci 10 mg GO / l byl GO distribuován po 
celém organismu, včetně reprodukčního systému, a po 48 hodinách od podání byla zjištěna 
kumulace GO okolo zárodečných buněk a embryí. GO narušoval spermatogenezi, snižoval 
počty spermií, indukoval nárůst oxidačního stresu a narušoval metabolismus tuků.22 

Reprodukční toxicitu GO a rGO (5 až 50 mg/l) testovali na Caenorhabditis elegans 
také autoři Chatterjee et al. Expozice měla za následek kumulaci GO v reprodukčních orgá-
nech. Známky reprodukční toxicity byly patrné již při koncentracích 5 mg/l a koncentrace 
50 mg/l reprodukci zcela zablokovaly. Významně nižší míra reprodukční toxicity byla zjiš-
těna u rGO.23 Tvůrci další studie (Zhao et al.) zjistili, že expozice Caenorhabditis elegans 
GO redukuje reprodukční kapacitu, narušuje vývoj gonád a indukuje apoptózu zárodečných 
buněk v důsledku poškození DNA a alterace epigenetické signalizace.24 Vedle evidentních 
projevů reprodukční toxicity GO (vůči Caenorhabditis elegans) nebyla tato forma toxicity 
pozorována při expozicích Caenorhabditis elegans grafenu a PLA-Gu (poly-lactic acid-gra-
phene) o koncentracích 50 µg/ml až 1000 µg/ml.25

Hojně jsou využívány ke zjišťování reprodukční toxicity také hmyzí modely. Například 
autoři Kapeta-Kaczmarek et al. dlouhodobě exponovali Acheta domesticus (cvrček domácí) 
nanodiamantům (ND) v dávkách 20 µg/g a 200 µg/g. Kolonie byly exponovány denně od 
dvou týdnů po narození do úmrtí posledního cvrčka. Zatímco kontrolní kolonie přežila 28 dní, 
exponovaná kolonie pouze 21 dní. Expozice ND (zejména vyšší dávka) negativně ovlivnila 
také produkci vajíček a proces líhnutí. Zatímco samice s nejvyšší expozicí kladly v průběhu 
24 hodin průměrně 15 vajíček, samice s nižší expozicí 25 vajíček a kontrolní kolonie dokon-
ce 35 vajíček. Z výsledků je zřejmé, že expozice ND může negativně ovlivňovat plodnost.26 
Martins et al. testovali reprodukční toxicitu oxidovaných MWCNT a GO (expozice 10, 100 
a 1000 μg/g) na Spodoptera frugiperda (blýskavka kukuřičná). V závislosti na dávce vyvolaly 
obě formy expozice snížení fertility a plodnosti. Došlo také ke snížení počtů nakladených 
a vylíhnutých vajíček.27 

Poněkud kontroverzní výsledky přinesly studie reprodukční toxicity prováděné na Dro-
sophila melanogaster (octomilka obecná). Autoři Philbrook et al. exponovali Drosophila 
melanogaster hydroxylovaným SWCNT v dávce 10mg/kg. Uvedená dávka nijak neovlivnila 
porodnost ani plodnost exponovaných organismů.28 Jiné výsledky však uvádějí tvůrci dalšího 
experimentu (Priyadarsiny et al.), kteří Drosophila melanogaster exponovali GO v dávkách 
50 a 300 mg/l a v závislosti na dávce pozorovali nárůst oxidačního stresu (ROS), poškození 
orgánů a snížený počet vylíhlých much z nakladených vajíček. Rozdíly ve výsledcích autoři 
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přisuzují odlišným expozičním hladinám.29 Nárůst oxidačního stresu vlivem expozice GO 
pozorovali také Fang et al. Koncentrace 25 mg GO/l indukovala u Bombyx mori (bourec 
morušový) produkci ROS, což mělo za následek poškození DNA ovariálních buněk, snížení 
počtu oogonií a oocytů v ovariích a nárůst tvorby vakuol ve folikulárních buňkách. U larev 
byla zjištěna redukce gonosomatického indexu o 41 %. Rovněž došlo ke snížení exprese genů 
důležitých pro vývoj ovarií.30

CNM se ve značné míře kumulují ve vodních organismech a mohou významně ovlivňovat 
jejich reprodukční systémy.

Mesarič et al. exponovali Paracentrotus lividus (ježovka dlouhoostrná) GO a sazím (CB, 
carbon black) koncentracím 0,0001–1,0 mg CNM / l po dobu jedné hodiny. Z výsledků 
vyplývá, že i nejnižší koncentrace CB (0,0001 mg/l) snižovala (přibližně o 50 %) schopnost 
spermií oplodnit vajíčka. GO neovlivňoval fertilizaci ani při nejvyšší koncentraci 1,0 mg/l. 
Zajímavým nálezem byly vývojové anomálie v gastrulách i v larvách po oplodnění spermie-
mi, které byly vystaveny GO nebo CB.31

Reprodukční toxicitu fullerenu testovali také autoři další studie (Sumi et al.). Sladkovodní 
ryby Anabas testudineus (lezoun indický) byly exponováni koncentracím 5 a 10 mg/l krátko-
době (24, 48, 72 a 96 hodin) a dlouhodobě (7, 15, 30 a 60 dní). Expozice fullerenu obecně sni-
žovala váhu ovarií i varlat a redukovala aktivitu antioxidačního enzymu superoxiddismutázy. 
Dlouhodobá expozice indukovala závažné histologické změny v ovariích i varlatech. V ova-
riích byly nalezeny atrezie, ztluštění oocytu během vitelogenní fáze a zcela degenerované 
oocyty. Ve varlatech byly zjištěny vakuoly, snížený počet spermií a spermatocytů a deformace 
semenotvorného epitelu. Výsledky experimentu ukazují na výraznou reprodukční toxicitu 
fullerenu.32 

V další studii (Carrillo et al.) byly rybky Danio rerio (dánio pruhované) exponovány po 
dobu 48 hodin karboxylovaným MWCNT o koncentracích 0,5 a 1,0 ppm. Expozice vedla 
ke zvýšení oxidačního stresu a k peroxidaci lipidů v ovariální a testikulární tkáni.33 Danio 
rerio použili ve své studii také Chen et al. Jejich experimenty měly komplexnější charakter 
a byly zaměřeny na hodnocení míry „endokrinní disrupce“ (změny endokrinních signálů) 
vlivem společné expozice GO a bisfenolu A. Z výsledků vyplývá, že kombinovaná expozice 
bisfenolu A a GO (50 a 500 ng/l) indukovala významně vyšší míru toxicity než samostatné 
expozice těmto látkám. Sedmidenní kombinovaná expozice dospělých samců významně zvy-
šovala hladiny vitelogeninu a estradiolu a snižovala hladiny testoteronu a folikuly stimulují-
cího hormonu (FSH). Samotná expozice GO (koncentrace 250 ng GO/l) nevyvolávala změny 
v koncentracích hormonů.34

Reprodukční toxicita GO byla zjištěna také u Oryzias latipes (medaka japonská). Autoři 
Dasmahapatra et al. podali těmto rybám intraperitoneálně dávky 25 a 200 μg/g a sledovali jejich 
účinek následujících 21 dní. V závislosti na dávce došlo ke snížení plodnosti již během prvních 
dní po aplikaci. Dávka 200 μg/g významně snižovala počty vylíhnutých mláďat, ke zvyšo-
vání mortality embryí nicméně nedocházelo. Histologická analýza prokázala aglomeráty GO 
v gonádách. Významnější změny ve folikulogenezi a v Leydigových buňkách zjištěny nebyly.35 

Sedmidenní expozice SWCNT (10 a 50 μg/l), v experimentu s Cyprinus carpio (kapr 
obecný) (Deepa et al.), měla za následek pokles exprese steroidogenních genů a genů souvise-
jících s varlaty. V séru byly nalezeny snížené hodnoty testosteronu a 11-ketosteronu. Rovněž 
byla zjištěna změněná morfologie varlat.36

Reprodukční toxicita CNM byla testována i na obojživelnících. Autoři Zhao et al. zjistili, 
že MWCNT o koncentracích 0,5 a 2,5 mg/l, aplikované 56 dní, inhibovaly růst/vývoj orgánů 
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Xenopus tropicalis (drápatka obecná), a to včetně gonád, ovarií i varlat. Tvorba oocytů a sper-
mií expozicí nicméně narušena nebyla.37 

Výsledky studií na savcích (primárně na myších a potkanech) neposkytují tak jednoznač-
né výsledky jako předcházející studie na červech, hmyzu a rybách, které prokazují reprodukč-
ní toxicitu. Například Zhang et al. aplikovali orálně (nebo nitrožilně) myším samcům GO-QD 
(60–300 a 25–150 mg/kg/den). Expozice GO-QD nezměnila sexuální chování myší, kvalitu 
spermatu ani hladiny testosteronu. I vysoké dávky byly velmi rychle eliminovány a nedo-
cházelo k  jejich kumulaci. Samice, které byly oplodněny samci exponovanými GO-QD, 
měly několik generací mláďat, z nichž se žádná zdravotně nelišila od mláďat z kontrolních 
skupin.38 

Podobné výsledky přinesla i další studie (Skovmand et al.), jejíž tvůrci intratracheálně 
exponovali myši GO, amorfnímu CB (Flammruss 101), CB (Printex 90) a uhlíkovým nano-
částicím ze spalovacích motorů (SRM1650b). Žádná z uvedených expozic neovlivnila kvalitu 
spermatu ani hladiny testosteronu exponovaných zvířat.39 Známky reprodukční toxicity vybra-
ného CNM nebyly zaznamenány ani ve studii Lianga et al. Opakovaná intravenózní aplikace 
GO (25 mg/kg/den) nevyvolala u myších samců změny v jejich reprodukční aktivitě, hormo-
nálních hladinách a kvalitě spermatu. Vliv expozice se neprojevil ani na potomcích těchto 
myší. Součástí studie byla i intraperitoneální aplikace vysoké dávky 60 mg GO / kg / den 
po dobu 5 dní. Ani tato expozice neměla za následek poškození pohlavních orgánů expono-
vaných myší.40 

Výše uvedené studie nenalezly známky reprodukční toxicity CNM, nicméně některé jiné 
studie došly k opačnému závěru. Například autoři Farshad et al. aplikovali myším po dobu 
pěti týdnů SWCNT a MWCNT v dávkách 10 a 50 mg/kg/den. Vyšší dávky SWCNT výrazně 
redukovaly hmotnost těla, varlat i nadvarlat a chámovodu. V případě MWCNT došlo pouze 
k redukci tělesné hmotnosti. Expozice vyšším dávkám SWCNT i MWCNT snižovaly počty 
spermií a jejich viabilitu a motilitu, a naopak zvyšovaly hladinu oxidačního stresu. Autoři 
uvedené jevy připisují narušení mitochondriálních funkcí s následným snížením produkce 
ATP. Histologická analýza vzorků varlat odhalila závažné poškození tkáně a snížený sper-
matogenní index.41

V jiné studii (Akhavan et al.) aplikovali výzkumníci intravenózně myším samcům GO 
o koncentracích 2, 20, 200 a 2000 µg/ml. Po osmi týdnech expozice byly myši usmrceny. 
Analýzy prokázaly kumulaci GO v mnoha tkáních, včetně štítné žlázy a varlat. Bylo zjištěno 
na dávce závislé snížení kvality spermatu (viability a motility spermií) a morfologické změny 
spermií (na ocase i na hlavě). Koncentrace nad 200 µg/ml zvyšovaly produkci ROS, což bylo 
provázeno fragmentací DNA a vznikem chromozomálních aberací. Samice inseminované 
exponovanými samci měly během gravidity snížené hladiny FSH, luteinizačního hormonu, 
progesteronu a prolaktinu. Vývoj jejich plodů byl zpomalen a postnatální viabilita byla sníže-
na o 15 %. Výsledky naznačují, že GO působí toxicky jak na exponované myší samce, tak i na 
jejich potomstvo.42 Zdá se, že CNM mohou negativně ovlivňovat i myší samice. Hougaard 
et al. aplikovali intratracheálně MWCNT dospělým myším samicím před zabřeznutím (67 μg 
NM-400 MWCNT). Samci exponováni nebyli. Doba gravidity byla u exponovaných samic 
v průměru o pět dní delší než u myší kontrolních. Bylo také pozorováno poškození plic a jater, 
které přetrvávalo minimálně čtyři měsíce.43

Autoři Johansson et al. zjistili, že intratracheálně aplikované MWCNT (2, 18 a 67 μg) pro-
dloužily estrální cyklus myších samic (během kterého došlo k expozici MWCNT) z pěti 
až šesti dnů na sedm až osm dnů. Další estrální cyklus byl ale naopak zkrácen na přibliž-
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ně 4,3 dne. Expozice MWCNT ovlivnila také termín porodu. U myší exponovaných 2 μg 
MWCNT došlo k porodu o dva dny dříve než v kontrolní skupině. Překvapivým jevem bylo, 
že dávky 18 μg a 67 μg porod naopak oddálily.44 

Toxické účinky na reprodukční systém byly popsány také u fullerenu C60. V třicetidenním 
inhalačním pokusu na myších a potkanech (inhalace pouze nosem) byly použity dva typy 
fullerenů. Jednalo se o fulleren C60 o průměru 1 µm (mikro-C60) a fulleren C60 o průměru 
50 nm (nano-C60). Mikro-C60 byl aplikován v koncentracích 2, 15 a 30 mg/m3, nano-C60 
v koncentracích 0,5 a 2 mg/m3. Oba typy fullerenů snížily u obou druhů zvířat motilitu sper-
mií a prodloužily estrální cyklus.45

Ze studií, které pracovaly výhradně s potkany, lze uvést například dvě práce Nareshe 
Nirmala, Kumua Awasthiho a Placherila Johna, kteří potkanům po dobu 7, 15 a 30 dnů intra-
peritoneálně aplikovali GO (0,4; 2 a 10 mg/kg) a hydroxylované MWCNT (0,4; 2 a 10 mg/kg; 
celkově 15 dávek). Expozice GO redukovala v závislosti na dávce počet spermií, spermatogo-
nií a spermatid a způsobila pokles motility spermií. Došlo také ke změnám v testikulární tká-
ni, k atrofii semenotvorných tubulů s redukcí zárodečného epitelu a k vakuolizaci.46 Rovněž 
hydroxylované MWCNT snižovaly počty spermií a jejich motilitu a ovlivňovaly morfologii 
buněk (nálezy bezhlavých spermií a poruch ocasu). Histologická analýza testikulární tkáně 
odhalila poškození semenotvorných tubulů a vakuolizaci v důsledku zeslabení zárodečného 
epitelu.47 

V jiné studii na potkanech (Farombi et al.) vědci intraperitoneálně aplikovali (po dobu pěti 
dnů) karboxylované MWCNT v dávkách 0,25, 0,5, 0,75 a 10 mg/kg/den. Expozice MWCNT 
zvyšovala hladiny peroxidů a malondialdehydu a aktivity antioxidačních enzymů (superoxid-
dismutázy a glutamát pyruvát transaminázy) ve varlatech, nadvarlatech a spermiích. Poklesly 
naopak hladiny gluthationu a glutathionperoxidázy a poklesla též hladina testosteronu a počet 
spermií (se zvýšeným výskytem abnormálních spermií).48

Výsledky in vivo sice ne ve všech případech potvrzují reprodukční toxicitu CNM, nicmé-
ně pokud existují studie, které ji potvrzují, je nezbytné se tomuto tématu věnovat hlouběji. Je 
vysoké riziko, že CNM mohou vykazovat toxicitu také k lidskému reprodukčnímu systému.

11.3 VÝVOJOVÁ TOXICITA

Vývojové poruchy a defekty mohou mít genetický podklad nebo mohou být způsobeny expo-
zicí rodičů či plodu chemickým, fyzikálním či biologickým faktorům. Z pohledu chemických 
faktorů jsou obzvláště nebezpečné ty látky, které penetrují přes placentu do embrya či plodu.

Boyin Liu, Eva Campo a Torsten Bossing použili pro sledování vývojové toxicity embrya 
octomilek (Drosophila melanogaster). Do embryí injekčně vpravili po 5 pg MWCNT. Inji-
kované MWCNT pronikaly do buněk, ale nedostaly se k jádrům a zůstávaly v cytoplazmě. 
Expozice indukovala smrt ektodermálních kmenových buněk, ale neurální kmenové buňky 
ovlivněny nebyly. Uvedený jev naznačuje variabilitu toxického účinku MWCNT podle typů 
buněk.49 

Dziewięcka et al. exponovali cvrčky domácí (Acheta domesticus) GO (0,2, 2 a 20 μg/g 
v potravě) a sledovali jeho vliv na tři následující generace. Změny indukované GO byly patr-
né ve všech generacích. Expozice zkracovala délku života, snižovala počet larev na samici 
a zkracovala dobu líhnutí. Doba líhnutí byla výrazně kratší v první a třetí generaci. Ve třetí 
generaci cvrčků byl navíc zjištěn nárůst míry poškození DNA a genomová nestabilita. Je 
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zajímavé, že druhá generace nevykazovala změny ekvivalentní změnám pozorovaným v prv-
ní a třetí generaci. Zdá se tedy, že vývojová toxicita GO postihuje více generací a míra postihu 
nemá lineární charakter.50 

Velmi důležité jsou studie vývojové toxicity na vodních živočiších, neboť ve vodním 
prostředí může docházet k významné kumulaci CNM. Autoři Martínez-Paz et al. testovali 
vývojovou toxicitu MWCNT (expoziční koncentrace 10, 100 a 1000 μg/ml) na vodní larvu 
Chironomus riparius. Expozice MWCNT snižovala expresi genů odpovědných za produkci 
proteinů, zapojených do reparačních mechanismů DNA. Nejvyšší dávky snižovaly i expre-
si Hsp70 a Hsp27 genů. Produkty těchto genů jsou zapojeny do cytoprotekce, podílí se na 
stabilizaci četných onkoproteinů, podporují proliferaci, inhibují apoptózu a fungují též jako 
chaperony a proteazomy. To samozřejmě vede k poruchám vývoje larev.51

Studie autorů Zhua et al. byla provedena na larvách korýše žábronožky solné (Artemia 
salina), které byly exponovány oxidovaným SWCNT o koncentracích až 600 mg/l po dobu 
12, 18, 24 a 36 hodin. Expozice významně zvýšila mortalitu larev a produkci ROS. Po 
24 hodinách došlo ke zkrácení délky těla a narušení plavání (v míře závislé na dávce). Poru-
chy plavání byly způsobeny poškozením žaber, na která se navazovaly SWCNT.52

Autoři jiné studie (Mesarič et al.) studovali vliv expozice spermií ježovky dlouhoostné 
(Paracentrotus lividus) CB nebo GO (0,0001–1,0 mg/l) na stav dalších generací. Embrya 
vzniklá ze spermií exponovaných CB nebo GO vykazovala zpomalení vývoje (nepravidelný 
tvar embrya, abnormální migrace primárních mezenchymálních buněk a narušení skeleto-
geneze) a měla sníženou aktivitu cholinesterázy. Intenzita vývojové toxicity byla závislá na 
dávce.31

Z ryb je v experimentální toxikologii často používáno danio pruhované (Brachydanio 
rerio). Na této rybě testovali D’Amora et al. vývojovou toxicitu GO, oxidovaných uhlíko-
vých nanocibulí (oxi-CNO) a oxidovaných nanorohů (oxi-CNH). Vajíčka ryb byla vystavena 
koncentracím 5, 10, 50, 100 μg CNM / ml / 120 hpf (hodin po fertilizaci). Zatímco oba 
oxidované druhy CNM vykazovaly poměrně vysokou biokompatibilitu, u GO byly zjištěny 
na dávce závislé známky vývojové toxicity. Expozice GO alterovala líhnutí, snižovala míru 
přežití o 25 %, zpomalovala vývoj embrya a snižovala jeho srdeční frekvenci a pohyblivost. 
Byl zaznamenán zvýšený výskyt malformací (například flexury ocasu, poškození žloutkové-
ho váčku či perikardiální edém).53 Vývojovou toxicitu GO potvrdili také autoři Yang et al. 
Expozice 10 μg/ml snížila líhnivost a narušila pohyblivost plodu. Byl nalezen zvýšený výskyt 
malformací a potvrzena vyšší hladina oxidačního stresu. Analýza genové exprese odhalila, 
že expozice GO zvýšila expresi mRNA pro synapsin, neurogenin-1, α1-tubulin, SHH (sonic 
hedgehog protein) a rbl13 protein, které jsou spojené s vývojem nervové soustavy. Již kon-
centrace 0,01 μg GO/ml zvyšovala expresi mRNA prozánětlivých cytokinů, (například IL-6, 
IL-8, TNFα a IFNγ). Je zřejmé, že expozice GO působí na embryo neurotoxicky a indukuje 
zánět.54

Bangeppagari et al. se zaměřili na studium kardiotoxických účinků GO (expozice kon-
centracím 0,1–1 mg/ml) na embrya dania pruhovaného. Koncentrace do 0,3 mg/l nebyly 
kardiotoxické, avšak vyšší koncentrace oddalovaly líhnutí a zvyšovaly mortalitu embryí. 
Podrobnější analýza prokázala závažné vývojové defekty srdce a cév a poruchy hemoglobi- 
nizace.55 

Studie Jaworského et al. srovnávala toxicitu grafenu a GO (koncentrace 5, 10, 20, 50 
a 100 µg/ml) na čtyřech biologických modelech, včetně dania pruhovaného. Vyšší toxicitu 
vykazovala expozice GO. U dania pruhovaného se po expozici GO zvýšil počet nevylíh-
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nutých embryí a vývojových abnormit (například malformace ocasu a perikardiální edém). 
Koncentrace 50 a 100 μg/ml obou typů CNM vedly ke smrti a koagulaci embryí, což snižo-
valo míru přežití.56 

Také tvůrci další studie (Chen et al.) potvrdili, že GO (v expozičních koncentracích 
10 a 100 mg/ml) působí toxicky na embrya dania pruhovaného. Po 24 hpf byl GO nalezen 
i v chorionu, do nějž spontánně pasivně penetroval pomocí endocytózy. V embryu docházelo 
ke kumulaci GO hlavně v oblasti očí, žloutkového váčku a v srdci. To vedlo k vývojovým 
defektům spojených s poškozením mitochondrií a s nárůstem hladiny oxidačního stresu.57

V rozsáhlé studii s embryi dania pruhovaného použili autoři Lopez et al. několik druhů 
a velikostí částic GO. Konkrétně se jednalo o částice 250 nm × 250 nm (sGO), 400 nm × 
400 nm (mGO), 1 μm × 1 μm (lGO), částečně redukované částice 400 nm × 400 nm (prGO) 
a redukované částice (rGO) 400 nm × 400 nm a 2 μm × 2 μm. Embrya byla exponována 
koncentracím 2,32, 5, 10,7, 23,2 a 50 μg/ml v časech až 120 hpf. Nejvyšší míra vývojové 
toxicity byla nalezena při expozici mGO. Došlo k významnému zvýšení mortality a výskytu 
malformací. Například expozice koncentraci 50 μg mGO / ml po dobu jedné hodiny dokázala 
narušit membránu žloutkového váčku, což mělo za následek vytékání žloutku a smrt embrya. 
Rovněž byly pozorovány změny ve fotomotorické odpovědi (chování) embryí.58

Falinski et al. exponovali larvy a embrya dania pruhovaného různým typům oxidova-
ných MWCNT (ox-MWCNT) o koncentracích 10 až 50 μg ox-MWCNT/ml/24 hpf. Expozi-
ce ox-MWCNT zvyšovala hladinu oxidačního stresu a mortalitu embryí, avšak mezi těmito 
dvěma ukazateli nebyl nalezen významný vztah. Zdá se tedy, že zvýšená tvorba ROS není 
jedinou příčinou zvýšené mortality. Autoři se domnívají, že významnou roli ve zvýšené úrov-
ni mortality hrají (vedle ROS) i fyzikálně-chemické vlastnosti CNM a jejich agregace v tká-
ních.59 K podobným závěrům (při použití jiných typů MWCNT) dospěli i Martinez et al. Ve 
své studii testovali krátké a dlouhé MWCNT (krátké 110–170 nm průměr a 5–9 μm délka; 
dlouhé 6–13 nm průměr a 2,5–20 μm délka), kterými byly exponovány larvy a embrya dania 
pruhovaného (koncentrace 0,005, 0,05, 0,5, 5 a 50 ppm / 24 a 48 hpf). Expozice oběma typům 
MWCNT negativně ovlivňovala líhnivost a mortalitu embryí. U larev došlo po expozici dlou-
hým MWCNT k narušení vývoje nervové a kardiovaskulární soustavy, což se projevilo jako 
poruchy v lokomoci a poruchy srdečního rytmu. Navíc došlo k poklesu migrace neutrofilů 
a k malformacím larev. Expozice larev krátkým MWCNT negativně ovlivňovala vývoj jejich 
nervové soustavy a migraci neutrofilů.60

Mezi další CNM, u kterých byl zjišťován potenciál vývojové toxicity, patří fulleren. Jako 
příklad lze uvést studii Zhua et al. Expozice embryí dania pruhovaného fullerenu (50 mg/l) 
významně zvýšila jejich mortalitu a negativně ovlivnila líhnutí. Tyto účinky byly zmírně-
ny přídavkem glutathionu do expoziční směsi. Expozice fullerenu o koncentraci 1,5 mg/l 
v průběhu 12 až 96 hpf snižovala (v závislosti na čase) míru přežití embryí a jejich srdeční 
frekvenci a indukoval vznik perikardiálního edému.61

Studie Wanga et al. byla zaměřena na interakce účinků při kombinované expozici embryí 
dania pruhovaného MWCNT a BDE-47 (2,2’,4,4’-tetrabromodifenyl éteru). Embrya byla 
akutně (96 hodin) exponována jednotlivým látkám i jejich kombinaci (koncentrace 5, 10, 
a 50 μg BDE-47 / l a 50 mg MWCNT / l). Expozice samotnému BDE-47 vyvolala význam-
ně vyšší míru akutní toxicity než expozice samotným MWCNT. V případě kombinované 
expozice byly pozorovány antagonistické interakce, kdy ukazatele akutní toxicity BDE-47 
byly redukovány vlivem přítomnosti MWCNT. Byly sledovány ukazatele oxidačního stresu 
(ROS, superoxiddismutáza, kataláza a malondialdehyd), apoptózy (míra apoptózy a aktivity 
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kaspázy-3 a kaspázy-9) a poškození DNA (kometový test). Z výsledků vyplývá, že ačko-
li MWCNT vykazují samy o sobě vývojovou toxicitu, zjevně mohou mírnit účinky jiných 
látek s vyšší mírou vývojové toxicity.62 Také další studie (Jurgelėnė et al.) byla zaměřena na 
interakce účinků čtyřdenní expozice embryí a larev pstruha potočního (Salmo trutta) samot-
nému GO a dále směsi GO a kovových prvků, běžných v životním prostředí (chrom, měď, 
nikl a zinek). Zatímco u larev byl GO nalezen pouze v oblasti žaber, u embryí pronikl až do 
chorionu a zde způsobil poškození tkáně. Při použití GO ve směsi s kovovými prvky byla 
pozorována vysoká sorpční kapacita GO, který uvedené kovové prvky vázal do komplexu 
a tím snižoval jejich toxický potenciál.63

Studie autorů Sawosze et al. se zabývala otázkou poškození kuřecích embryí grafe-
nem. Oplozená vejce byla 19 dnů exponována vodné suspenzi grafenu o  koncentracích 
50–10 000 μg/l. Expozice významně snížila přežití embryí, nicméně neovlivnila sledované 
biochemické parametry a hmotnost. Histologická analýza vzorků mozkové tkáně ukázala 
změněnou strukturu s nárůstem vakuol a cév s kumulací leukocytů a poškozením mitochon-
drií. Při koncentracích vyšších než 1000 μg/l bylo zjištěno snížení exprese PCNA mRNA 
(proliferating cell nuclear antigen). PCNA je zapojen do syntézy DNA během replikace a do 
postreplikační reparace DNA.64

Další studií, zaměřenou na možné poškození kuřecích embryí vybranými CNM, prezen-
tovali Schmidt et al. Ve svých experimentech porovnávali účinky grafenu, GO a rGO o kon-
centracích 50, 500 a 5000 μg/ml. Uvedené CMN byly injikovány do oplozených vajec, která 
byla následných 18 dnů inkubována. V závislosti na dávce bylo pozorováno snížení míry 
přežití embryí ve všech skupinách (nejtoxičtější byl v tomto ohledu GO). Při histologických 
analýzách jaterní tkáně bylo zjištěno, že grafen poškodil membrány hepatocytů a mitochon-
drií (narušení membrán a degradace mitochondriálních krist). Expozice GO membrány hepa-
tocytů nepoškozovala, nicméně zvyšovala počet intracelulárních vakuol a vážně poškozovala 
mitochondrie. Expozice rGO vedla k dezintegraci cytoplazmy a fragmentaci mitochondrií. 
Z výsledků dále vyplývá, že grafen a rGO mají pravděpodobně antioxidační účinky. Při pou-
žití expozičních koncentrací 50 a 500 μg/ml bylo zjištěno snížení hladiny ukazatele oxidač-
ního poškození DNA (8-hydroxy-2′-deoxyguanosinu).65

Autoři Kurantowicz et al. testovali účinky šesti typů CNM, které byly injikovány do bílku 
oplozených vajíček. Jednalo se o ND, grafit, grafen, malý GO, velký GO a rGO. Stav embryí 
byl vyhodnocován za 5, 10, 15 a 20 dnů inkubace. U všech testovaných CNM, s výjimkou 
ND, došlo k poklesu doby přežití (nejzávažnější byly účinky velkého GO). Žádná z expozic 
neovlivnila váhu jater, ledvin, srdce, mozku či ledvin. Morfologie erytrocytů, hodnoty oxi-
dačního stresu a vybraných biochemických parametrů se mezi skupinami nelišily.66 Někte-
ré výsledky této studie jsou však v rozporu s výsledky studie Jaworského et al., publiko-
vané v témže roce, která byla zaměřena na hemokompatibilitu redukovaného grafenu, GO 
a rGO. Kuřecí oplodněná vajíčka byla exponována uvedeným CNM o koncentracích 50, 500 
a 5000 μg/ml a následně byly sledovány morfologické změny erytrocytů. Expozice způsobily 
dezintegraci membrány, deformování tvaru (echinocyty, knizocyty) a destrukci erytrocytů 
(hemolýzu). Nejzávažnější hemolytická reakce byla pozorována po expozici grafenu o nej-
vyšší koncentraci.67

Savčí vývojová toxicita CNM byla testována primárně na myších. Autoři Lui et al. expo-
novali orálně gravidní myši GO (expozice dávkám 2, 10 a 40 mg/kg denně během 7. až 
16. gestačního dne). V závislosti na dávce byly pozorovány komplikace vývoje plodu, včetně 
zvýšené resorpce embryí. Byl zaznamenán významný pokles hmotnosti mláďat a živých plo-
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dů, došlo k vývinu kosterních malformací a ke zvýšení mortality. Autoři tyto jevy připisují 
poškození mikrobiomu střeva. Poškození je podle nich spojeno s narušením placentálních 
bariérových funkcí a plod tak není dostatečně chráněn před vlivem xenobiotik.68 

Gravidní myši byly použity i ve studii autorů Fujitaniho et al. Studie byla zaměřena na 
účinky expozice MWCNT (expozice dávkám 2, 3, 4, and 5 mg/kg), aplikovaných intraperi-
toneálně nebo intratracheálně v devátý den gestace. Expozice zvýšila míru resorpce embryí 
ve všech sledovaných skupinách. Intraperitoneální podání vedlo u všech expozičních dávek 
ke kosterním malformacím (zkrácení končetin, zkrácený či chybějící ocas a fúze obratlů). 
Podobné účinky byly pozorovány i u intratracheálního podání, ale pouze u vyšších expozič-
ních dávek 4 a 5 mg/kg.69

Autoři Fu et al. exponovali orálně kojící samice GO (koncentrace 0,5 mg/ml; po celé 
období laktace). Mláďata takto exponovaných matek pomaleji rostla a pomaleji přibývala 
na váze. Jak odhalila histologická analýza, jejich srdce, játra, plíce, ledviny, slezina a klky 
tenkého střeva byly atrofované.70

Často je uváděno, že funkcionalizace CNM má za následek snížení toxicity a zvýšení bio-
kompatibility. Nutno doplnit, že funkcionalizace má v některých případech i opačný účinek. 
Příkladem může být studie Caoa et al., která byla provedena na larvách dania pruhovaného 
(vývojové stadium starší tří dnů po oplození). Larvy byly exponovány karboxylovanému GO 
o koncentracích 10, 50 a 100 mg/l. Expozice měla za následek zvýšení míry oxidačního stresu 
a narušení vývoje nervového systému. To se následně projevilo ve formě abnormalit pohy-
bové aktivity. Vlivem expozice rovněž došlo k nárůstu aktivit acetylcholinesterázy, ATPázy 
a exprese genů spojených s Parkinsonovou nemocí.71

Studie provedené na mnoha experimentálních modelech (od hmyzu až po savce) ukazují, 
že CNM mohou vážně poškozovat reprodukční systémy a vyvíjející se plod. Velmi důležitou 
roli v tomto procesu hraje charakter CNM, podaná dávka a časové období, po které jsou plody 
působení CNM vystaveny. S ohledem na nárůst produkce CNM (a s tím související nárůst 
pravděpodobnosti expozičního kontaktu s člověkem) akcentují výsledky studií bezpodmí-
nečnou nutnost podrobnějšího výzkumu mechanismu působení těchto látek a odhadu úrovně 
akceptovatelného rizika expozice.

11.4 ZÁVĚR 

Reprodukce je nezbytná pro přežití všeho živého. Její narušení, omezení, či dokonce neplod-
nost znamená zásah do populací, které v nejhorším případě může vést i k vymření některých 
druhů. Neméně zásadní je pak i správný prenatální i postnatální vývoj potomstva. Je tedy 
velmi důležité sledovat u chemických sloučenin a látek také jejich reprodukční a vývojovou 
toxicitu. Ve studiích in vitro i in vivo se ukazuje, že CNM mají toxický potenciál. Zasahují do 
produkce pohlavních hormonů, poškozují tkáně spojené s reprodukcí, a navíc mohou způsobit 
vývojové deformity a kumulovat se ve tkáních vyvíjejícího se plodu. Tuto problematiku je 
nezbytné dále studovat, aby se zabránilo poškození dalších generací.
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12 �
VLIV DLOUHODOBÉHO VYSTAVENÍ 
GRAFENU NA VIABILITU  
A MOTILITU A549 BUNĚK 
ZDRAVOTNÍCH SLUŽEB

Následující text představuje komentář ke studii Šestáková B, Schröterová 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 podrobně popsány v příloze.

12.1 ÚVOD

Grafen a jeho deriváty patří mezi často využívané nanomateriály v mnoha technických obo-
rech a v biomedicínských aplikacích.1–3 Vzhledem k rozsahu výroby a distribuce lze předpo-
kládat i jejich šíření a kumulaci ve složkách životního prostředí a s tím související potenciální 
chronickou expozici živých organismů.4,5 

Většina toxikologických dat o vlivu grafenu a jeho derivátů na organismus byla odvo-
zena od výsledků akutních nebo subakutních forem expozic (jednorázové aplikace vyšších 
dávek). V praxi ovšem převažují expozice chronické (opakované aplikace nízkých dávek), 
jejichž toxický potenciál může mít od potenciálu vyvolaného akutními či subakutními forma-
mi expozic významně odlišný charakter.6–8 Z tohoto důvodu se prezentovaná studie zaměřila 
na biologickou odpověď buněčné linie A549 na chronickou expozici netoxické koncentrace 
grafenu.

12.2 CÍLE

Cílem studie bylo porovnání biologické odpovědi buněk A549 (odvozených z plicního kar-
cinomu) na akutní a chronickou (osmitýdenní) expozici grafenovým plátkům (GP). Byla sle-
dována morfologie exponovaných buněk, akutní a chronická cytotoxicita, změny buněčného 
cyklu a buněčná migrace.
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12.3 MATERIÁL A METODIKA

12.3.1 Expozice buněk GP

Buňky A549 (ATCC, cat. no. CCL-185) byly kultivovány v aMEM bez fenolové červeně 
s 10 % FSB, 1 % antibiotik (penicilinem, streptomycinem), 10 mM Hepes, 1 mM pyruvátu 
sodného a 2 mM L-glutaminu při 37 °C v atmosféře 5 % CO2 (pasážování proběhlo dvakrát 
týdně). Buňky byly jednorázově (akutní toxicita) i opakovaně (chronická toxicita) exponová-
ny GP o koncentracích 5, 15 a 30 μg GP / ml média (Obrázek 4).

Obrázek 4. Schéma expozice buněk A549

12.4 VÝSLEDKY

12.4.1 Morfologické změny exponovaných buněk

Analýza exponovaných buněk A549 pomocí transmisní elektronové mikroskopie (TEM) 
potvrdila internalizaci GP. Po akutní (jednorázové) expozici (Obrázek 5A) byly GP lokalizo-
vány uvnitř buněk v blízkosti volného povrchu. Částice tvořily shluky, které byly umístěny 
v membránově vázaných vezikulách (viz šipky) nebo se nacházely volně v cytoplazmě (viz 
prázdné šipky). Po chronické (opakované) osmitýdenní expozici (Obrázek 5B) byly téměř 
všechny shluky GP lokalizovány uvnitř vezikul vázaných na membránu (viz šipky). Vezikuly 
dosahovaly větších rozměrů (než po akutní expozici) a vyskytovaly se v různých částech 
buněk. „Šmouhy“ na obrázku 2B (označeny hvězdičkami) vznikly pravděpodobně při pří-
pravě preparátu (krájení). Měřítko A 2 µm (mag. 4000×), vložka (mag. 11 100×); B 2 µm 
(mag. 5000×), vložka (7400×).

12.4.2 Akutní cytotoxicita

Akutní cytotoxicita GP vůči buňkám linie A549 (vliv na buněčnou viabilitu za 24 a 48 hodin) 
byla hodnocena pomocí testů WST-1 a  alamarBlueTM. Oba testy potvrdily významné 
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Obrázek 5. Transmisní elektronová mikroskopie buněk linie A549 po akutní (A) a chronické (B) expozici GP

A B

snížení metabolické aktivity exponovaných buněk oproti kontrolám. Za povšimnutí stojí, že 
po 24hodinové expozici bylo snížení významnější (Obrázek 6).

Cytotoxický vliv expozice GP na linii A549 však nepodpořily výsledky stanovení počtu 
buněk po 24 a 48hodinové expozici GP (za použití ImageXpress Micro XLS systému). Test 
neprokázal pokles viability u žádné z expozičních koncentrací (Obrázek 6).

Obrázek 6. Akutní cytotoxicita GP vůči buňkám linie A549 
Poznámka: Testy (A) WST-1, (B) alamarBlueTM, (C) počet buněk. Data představují průměr vyjádřený jako procento 
kontroly (0 mM) ± SD ze tří nezávislých experimentů. Statisticky významný pokles hodnot oproti kontrolám  
* p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001. Statisticky významný rozdíl mezi dvěma inkubačními časy v rámci jedné 
koncentrace grafenu * p < 0,05, ** p < 0,01.

A B

C

GP [µg/ml] GP [µg/ml]

GP [µg/ml]
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12.4.3 Chronická cytotoxicita

Chronická cytotoxicita GP vůči buňkám linie A549 byla hodnocena pomocí testu metabo-
lické aktivity WST-1. Po uplynutí expoziční doby (osm týdnů opakované expozice) se dáv-
kově závislé rozdíly mezi použitými koncentracemi (5, 15 a 30 μg GP / ml média) postupně 
vyrovnaly a testy WST-1 ukázaly zhruba stejné (významné) snížení metabolické aktivity 
oproti kontrole (Obrázek 7). K určení viability chronicky exponovaných buněk byl použit 
Annexin V / Dead Cell Apoptosis Kit pro průtokovou cytometrii. Kumulace grafenu uvnitř 
buněk snižovala jejich viabilitu ve srovnání s kontrolou (Tabulka 1). 

Obrázek 7. Chronická cytotoxicita GP vůči buňkám linie A549
Poznámka: Test WST-1. Data představují průměr vyjádřený jako procento kontroly (0 mM) ± SD ze tří nezávislých 
experimentů. Statisticky významný pokles hodnot oproti kontrolám ** p < 0,01.

Tabulka 1. Chronická cytotoxicita GP vůči buňkám linie A549  
(Annexin V / Dead Cell Apoptosis Kit)

Expozice Mrtvé buňky

Kontrola 0,97 ± 0,20 %

GP (5 μg/ml) 6,67 ± 0,98 %

GP (15 μg/ml) 7,55 ± 0,10 %

GP (30 μg/ml) 7,90 ± 2,15 %

12.4.4 Analýza buněčného cyklu

Změny průběhu buněčného cyklu linie A549, chronicky exponované GP, byly sledovány 
pomocí průtokové cytometrie a značení DNA propidium jodidem. Testovány byly tři kon-
centrace GP (5, 15 a 30 µg/ml). Zastoupení buněk (v procentech) se v jednotlivých fázích 
cyklu významně nelišilo od kontrol. Vlivem expozice grafenu tedy nedocházelo ke změ-
nám v  průběhu buněčného cyklu (expozice grafenu nezměnila rychlost dělení buněk; 
Obrázek 8).
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12.4.5 Buněčná migrace

Důležitým ukazatelem expozice buněk xenobiotiky je změna jejich motility. Jak vyplynulo 
z 24hodinových sledování, buňky linie A549 exponované GP vykazovaly menší pohyblivost 
při hodnocení spontánní motility (Obrázek 9) i chemotaktické migrace (Obrázek 10) (ve srov-
nání s kontrolou). Je zajímavé, že u exponovaných buněk nedošlo ke změně energetického 
metabolismu, který by mohl snížení motility vysvětlovat.

Obrázek 8. Analýza změn cyklu buněk linie A549 chronicky exponovaných grafenem (GP, v přístroji popis 
GP1) v koncentracích 5, 15 a 30 mg/ml
Poznámka: (A) Distribuce fází buněčného cyklu (průměr ± SD, n = 3). (B) Reprezentativní histogramy analýzy buněč-
ného cyklu z jednoho ze tří nezávislých experimentů. G1 fáze červené píky, S-fáze žlutá plocha pod křivkou, G2 fáze 
zelené píky. Statistická významnost byla hodnocena Studentovým t-testem.
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Obrázky 9. Sledování spontánní motility buněk linie A549 exponovaných GP
Poznámka: (A) Průměrná akumulovaná vzdálenost a (B) průměrná rychlost buněk a kontrol exponovaných GP  
v průběhu 24 hodin. Statistická významnost byla hodnocena nepárovým t-testem. **** významně odlišné od kontrol, 
p < 0,0001. (C) Grafické znázornění spontánní buněčné motility.

A
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B

Obrázek 10. Sledování chemotaktické migrace buněk linie A549 exponovaných GP
Poznámka: (A) Buněčný index (24hodinová migrace) kontrolních a exponovaných buněk. Statistická významnost 
byla hodnocena nepárovým t-testem. ** významně odlišné od kontrol, p < 0,05. (B) Reprezentativní migrační křivky 
kontrolních a exponovaných buněk ze tří nezávislých experimentů.
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12.5 SHRNUTÍ

V rámci uvedené studie byla hodnocena biologická odpověď buněk linie A549 (odvozených 
z plicního karcinomu) na akutní a chronickou (osmitýdenní) expozici GP. Testované buňky 
byly sledovány z pohledu morfologie (TEM), cytotoxicity (WST-1, alamarBlueTM, Annexin 
V / Dead Cell Apoptosis), analýzy buněčného cyklu a spontánní motility a migrace. 

Výsledky studie ukázaly, že akutní expozice GP (5, 15 a 30 µg/ml) významně snižovala 
metabolickou aktivitu buněk A549. Chronická expozice metabolické aktivity buněk A549 
naopak zvyšovala. Docházelo ke kumulaci GP v různých částech buněk, nicméně přítomnost 
GP nevedla ke změnám proliferace ani ke změnám buněčného cyklu. Nebyly nalezeny ani 
zvýšené hladiny ukazatelů mitochondriálního stresu.

Významné snížení bylo zjištěno u spontánní buněčné pohyblivosti a u chemotaktické mig-
race. Spontánní motilita byla snížena na 54 % a chemotaktická migrace dokonce na 25 % (ve 
srovnání s kontrolou). 

Vzhledem k tomu, že buněčná motilita je klíčovou složkou životně důležitých biologic-
kých procesů, přítomnost buněk s kumulovanými GP by mohla vážně narušovat regeneraci 
tkání.
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13 �
CYTOTOXICKÝ EFEKT GRAFENU 
ZÁVISLÝ NA DÁVCE A ČASU 
V POKUSECH IN VITRO A IN VIVO 
(PAEC BUŇKY, C57BL/6 MYŠI)

Následující text představuje komentář 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/nano12121978. 
Metodiky jsou podrobně popsány v příloze. 

13.1 ÚVOD

Nanomateriály si získávají stále větší pozornost nejen vědců, ale i veřejnosti. Jejich produkce 
a používání však může za jistých okolností představovat riziko pro životní prostředí, rostliny 
i živočichy, včetně člověka. To je dáno snadných průnikem do organismu, a hlavně možností 
kumulovat se ve tkáních. Doba této depozice je determinována jejich fyzikálně-chemickými 
vlastnostmi, funkcionalizací povrchu a charakterem interakcí s biomolekulami.1 

Mezi uhlíkovými materiály patří k nejznámějším grafen a jeho deriváty. Vzhledem k jeho 
vysoké využitelnosti v mnoha oborech, včetně medicíny, je nezbytné získat přesná data 
o jeho potenciální toxicitě.2,3 Údaje o (ne)bezpečnosti grafenu jsou zatím poměrně omezené 
a pocházejí z velké části z výsledků akutních nebo subakutních forem expozice v experimen-
tech in vitro. 

13.2 CÍLE

Cílem prezentované studie bylo (1) in vitro testování cytotoxického (antiproliferativního) 
potenciálu grafenových plátků (GP) vůči myším primárním alveolárním epitelovým buňkám 
a (2) histopatologická analýza in vivo experimentu: sledování morfologických změn tkání 
vybraných orgánů (plic, srdce, žaludku, tenkého střeva, jater a ledvin) a sledování distribuce 
a kumulace nanočástic v organismu po perorální a intratracheální (akutní i chronické) expo-
zici myší grafenovým nanoplátkům.
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13.3 MATERIÁL A METODIKA

13.3.1 Příprava suspenze GP

GP byly získány od firmy PlasmaChem GmbH (velikost plátků do 2 mm, tloušťka 1–4 nm). 
Pro experimenty byly GP suspendovány v 0,02% cholátu sodném a sonikovány po dobu 
30 minut. Zásobní roztok o koncentraci 250 mg GP / ml suspenze byl následně ředěn na pra-
covní koncentrace (5–100 mg/ml). 

13.3.2 Kultivace myších primárních alveolárních  
epitelových buněk (PAEC)

Buněčná kultura PAEC byla získána od firmy Cell Biologics (izolace z myší kmene C57Bl/6). 
Kultivace byla prováděna ve specifickém kultivačním médiu s obsahem růstových faktorů 
(0,01% insulin-transferrin-selen a 0,01% EGF), 1% L-glutaminem, 1% antibiotiky a 10% 
FBS při 37 °C a 5 % CO2. 

13.3.3 Analýza cytotoxického účinku GP

Buňky PAEC byly kultivovány na 96jamkové destičce po dobu 24 hodin a poté exponovány 
GP o koncentracích 5–100 mg/ml po dobu 24 nebo 48 hodin. Analýza cytotoxického účinku 
byla prováděna pomocí LDH CyQUANT a WST-1 testu. Absorbance měřena na přístroji 
ELISA analyzer SUNRISE Xfluor 4 při vlnové délce 490 nm. 

13.3.4 Buněčná analýza ve skutečném čase (real-time)

Buňky PAEC byly exponovány GP o koncentracích 5–100 mg/ml po dobu 24 nebo 48 hodin. 
Poté byla v reálném čase sledována změna hodnoty „cell indexu“, který zahrnoval změny 
adheze, proliferace, viability a morfologie. 

13.3.5 Histopatologická analýza v in vivo experimentu 

Studie in vivo byla provedena na dospělých myších samcích kmene C57Bl/6 (stáří 8–12 týd-
nů). Myši byly rozděleny do 8 skupin po 6–9 zvířatech (Tabulka 2). Expozice GP o koncentra-
cích 5 nebo 50 mg/ml byla provedena perorálně (PO) nebo intratracheálně (IT). Ve skupinách 
1A, 1B, 2A, 2B (akutní expozice) byl GP myším podán jednorázově, ve skupinách 1C a 2C 
byl podáván denně po dobu 21 dnů (chronická expozice). Skupiny 1D a 2D byly skupinami 
kontrolními, ve kterých byly myši exponovány pouze cholátu sodnému.

Po 1, 7 a 21 dnech od jednorázové aplikace a po 21 dnech opakované expozice byly myši 
usmrceny a byl proveden odběr vybraných orgánů (žaludku, tenkého střeva, jater a ledvin). 
Následně byly zhotoveny histologické preparáty orgánových tkání a provedena jejich histo-
patologická analýza (morfologické změny, distribuce a kumulace GP).
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Tabulka 2. Struktura studie

Skupina Místo vstupu Dávkování GP Počet zvířat Doba 

1A IT 5 μg/ml 9 1, 7, 21 dní od aplikace

1B IT 50 μg/ml 9 1, 7, 21 dní od aplikace

1C IT 50 μg/ml 6 21 dní (denně)

1D IT 0 μg/ml 9 1, 7, 21 dní od aplikace

2A PO 5 μg/ml 9 1, 7, 21 dní od aplikace

2B PO 50 μg/ml 9 1, 7, 21 dní od aplikace

2C PO 50 μg/ml 6 21 dní (denně)

2D PO 0 μg/ml 9 1, 7, 21 dní od aplikace

13.3.6 Statistická analýza

Výsledky byly vyjádřeny jako aritmetické průměry se směrodatnou odchylkou (normalizace 
ke kontrolám). Pro analýzu byl použit Shapiro-Wilk test, ANOVA test a Dunnetův test (SW 
GraphPad Prism). Statistická významnost byla vyjádřena pomocí ukazatele p.

13.4 VÝSLEDKY

13.4.1 Analýza cytotoxického účinku GP

Analýza cytotoxického účinku GP vůči buněčné linii PAEC byla prováděna pomocí LDH 
testu a WST-1 testu. Oba testy prokázaly významný cytotoxický účinek expozice v situacích, 
kdy byly buňky exponovány koncentracím vyšším než 50 μg/ml po dobu 48 hodin (GP naru-
šovaly integritu buněčných membrán). Buněčná populace měla při tomto expozičním scénáři 
viabilitu sníženu o více než 20 % (Obrázek 11). Výsledky jsou v souladu s údaji ostatních 
autorů.4,5

13.4.2 Real-time buněčná analýza

Výsledky analýzy potvrdily cytotoxický (antiproliferativní) vliv expozice GP na buněčnou 
linii PAEC v situacích, kdy byly buňky exponovány koncentracím 50–100 μg/ml po dobu del-
ší než 24 hodin. Hodnota „cell indexu“ nevykazovala významné změny zhruba 24 hodin po 
expozici GP, což naznačuje vytvoření buněčného monolayeru a vzájemných mezibuněčných 
vazeb (Obrázek 12). Nicméně, delší doba expozice v kombinaci s vyšší expoziční koncent-
rací vedla k postupnému snižování hodnoty „cell indexu“, což pravděpodobně reflektovalo 
přítomnost oxidačního stresu. Podobné výsledky byly popsány i v jiných studiích.6,7
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Obrázky 11. Cytotoxický vliv expozice GP na buněčnou linii PAEC
Poznámka: Výsledky testů LDH a WST-1; * p < 0,05; **** p < 0,0001.
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13.4.3 Histopatologická analýza v in vivo experimentu 

Studie in vivo simulovala dvě nejčastější cesty vstupu nanomateriálů do organismu. Histo-
patologická analýza po intratracheální expozici myší GP potvrdila závěry testů cytotoxicity. 
Jednorázová (akutní) expozice GP se na vnitřní struktuře tkání neprojevila. Při opakované 
(chronické) expozici GP došlo ke změně morfologie plicní tkáně ve smyslu až trojnásobného 
ztluštění stěn alveolárních sept (Obrázek 13A) a k vyplavení erytrocytů do intersticia plic 
(Obrázek 13B). Endokard myšího srdce obsahoval rezidua grafenových nanočástic (Obrá-
zek 13C), nicméně stěna myokardu morfologické změny nevykazovala. 



162

1,3

1,1

0,9

0,7

0,5

0,3

0,1

–0,1

Čas [h]
0,0 11,0 22,0 33,0 44,0 55,0 66,0 77,0

C
el

l i
nd

ex

Obrázek 12. Cytotoxický vliv expozice GP na buněčnou linii PAEC
Poznámka: Výsledky real-time buněčné analýzy. 

Obrázek 13. Histopatologické nálezy na plicích 
a srdci myší kmene C57Bl/6, exponovaných GP

Akutní ani chronická perorální expozice GP nevyvolala žádné patologické změny v mor-
fologii odebraných orgánů (žaludek, tenké střevo, játra a ledviny). Důvodem mohly být nízké 
expoziční koncentrace GP a schopnost trávicího a močového systému účinně eliminovat GP 
(obecně nanomateriály) z organismu. Na rozdíl od studie Fua et al. jsme kumulaci GP ve 
tkáních zkoumaných orgánů neprokázali.8
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13.5 SHRNUTÍ

Hlavními cíli bylo zhodnocení cytotoxického vlivu expozice GP na linii alveolárních epite-
lových buněk PAEC a histopatologická analýza orgánů zvířete po intratracheální a perorální 
(akutní i chronické) expozici GP. 

Výsledky testů LDH a WST-1 potvrdily přítomnost na dávce (koncentraci a době expo-
zice) závislých cytotoxických účinků. Pravděpodobná příčina cytotoxicity spočívá ve fyzi-
kálních vlastnostech GP (především ve tvaru částic). Částice mohou narušovat celistvost 
buněčné membrány a uvolňovat cytoplazmu do okolí buňky. Je velmi pravděpodobné, že 
GP ve vyšších koncentracích (50–100 μg/ml) indukovaly v buněčném médiu tvorbu volných 
kyslíkových radikálů/intermediátů (ROS), které jsou zodpovědné za elevaci hladin oxidač-
ního stresu. Oxidační stres může způsobovat změny buněčné morfologie a/nebo adhezi. Tyto 
faktory byly sledovány v reálném čase pomocí xCELLigence (změny „cell indexu“), která 
doplnila (a potvrdila) závěry testů cytotoxicity.

Volba buněčné linie PAEC reflektovala skutečnost, že respirační trakt je nejvýznamnější 
cestou vstupu GP do organismu. Nepotvrdili jsme kumulaci GP v respiračním traktu, ale 
pozorovali jsme významné ztluštění alveolárních sept. To naznačuje přítomnost zánětlivé 
reakce, vyvolané chronickou expozicí GP. Nenalezli jsme známky hypertrofie či zánětu myo-
kardu, které jsou popisovány v odborné literatuře. Zjištěna byla pouze lokální kumulace GP 
v endokardu. 

Akutní ani chronická perorální expozice nevyvolaly patologické změny v morfologii ode-
braných orgánů. Důvodem mohly být nízké expoziční koncentrace GP, které ještě nepřetížily 
kapacitu trávicího a močového systému eliminovat částice z organismu.
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14 �
VLIV UHLÍKOVÝCH 
NANOMATERIÁLŮ NA AKTIVITU 
IMUNITNÍCH BUNĚK 
(LIDSKÉ THP-1, LIDSKÉ  
MONOCYTY Z PERIFERNÍ KRVE)

Následující text představuje komentář ke studiím: 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 podrobně popsány v příloze.

14.1 ÚVOD

Klíčovým faktorem v hodnocení bezpečnosti nanočástic a nanomateriálů (NM) je jejich inter-
akce se složkami imunitního systému a následně schopnost vyvolat či modulovat zánětlivou 
odpověď. V případě uhlíkových nanomateriálů (C-BNM) jsou takto dlouhodobě sledovány 
zejména uhlíkové nanotrubice (CNT). Studie ukazují, že hlavním zdrojem cytotoxického 
poškození způsobeného přítomností jak jednovrstvých SWCNT, tak i vícevrstvých MWNT 
je jejich specifický tvar.1 Spolu s dalšími nezanedbatelnými faktory, jako jsou např. veli-
kost a funkcionalizace, působí prozánětlivě na základě mechanického poškození či vyvolání 
oxidačního stresu.1–3 Podobný efekt bývá pozorován u grafenu a grafen oxidu (GO), avšak 
z důvodu existence velkého počtu derivátů jsou stran uhlíkových nanomateriálů jako celku 
dostupné pouze omezené informace.4 Příkladem jsou nemodifikované grafenové plátky (GP), 
které mimo jiné vznikají jako meziprodukt během přípravy a zpracování grafenu či GO. 
Dosavadní studie ukazují, že GP o průměru do 25 µm se mohou po vdechnutí dostat až do 
alveolů, kde setrvávají v mezibuněčných prostorech, případně jsou pohlceny alveolárními 
makrofágy.5 Malé procento přecházející do krevního oběhu pak interaguje s dalšími složkami 
přirozené imunity, např. monocyty a neutrofily.6 Nabízí se tedy otázka, zda přetrvávající pří-
tomnost těchto relativně odolných materiálů v profesionálních fagocytech, zejména monocy-
to-makrofágovém systému, vyvolává podobnou odpověď jako zmíněné CNT, případně indu-
kuje funkční změny (modulace) v jejich fyziologické reaktivitě.
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14.2 CÍLE

Cílem těchto dvou na sebe navazujících studií bylo in vitro porovnání prozánětlivého poten-
ciálu vícevrstvých MWCNT a dvou různých typů GP. Byla sledována (1) postexpoziční akti-
vace inflamazomu NLRP3 (nod-like receptor obsahující doménu vázající pyrin) a (2) byly 
hodnoceny modulace vyvolané intracelulární perzistencí těchto NM. Pro obě studie byly 
vybrány lidské THP-1/THP1-null buňky a lidské monocyty z periferní krve, jako reprezenta-
tivní modely kanonické a alternativní aktivace NLRP3 a zástupci monocyto-makrofágového 
systému.

14.3 MATERIÁL A METODIKA

14.3.1 Testované NM

Prvním krokem studií byla komplexní fyzikálně-chemická charakterizace všech používa-
ných C-BNM. Konkrétně se jednalo o nemodifikované GP2 darované centrem CRANN (The 
Centre for Research on Adaptive Nanostructures and Nanodevices, Trinity College Dublin, 
Irsko), komerčně dostupné nemodifikované GP1 (PL-P-G750, PlasmaChem, GmbH, Němec-
ko) a nemodifikované MWCNT (659258; Merck, Německo). Detailní charakterizace zahr-
novala Ramanovu spektroskopii, rentgenovou spektroskopii a termogravimetrickou analýzu. 
Pro stabilizaci ve vodném roztoku byl použit cholát sodný v koncentraci 0,02 %. Morfologie 
a stabilita v suspenzi byla ověřena hodnocením hydrodynamického průměru (HD) pomocí 
dynamického rozptylu světla (DLS), dále ζ-potenciálu a pomocí transmisní elektronové mik-
roskopie (TEM). Nepřítomnost biologické kontaminace byla ověřována využitím komerčně 
dostupných reportérových buněčných esejí.

14.3.2 Analýza viability buněk

Kultivace buněk probíhala vždy v plném kultivačním médiu RPMI 1640 s 10 % séra (u mono-
cytů bylo použito autologní sérum) za standartních podmínek (37 °C, 5 % CO2). Pro ověření 
viability byly buňky THP-1 před vlastním testováním 72 hodin diferencovány na THP-1 mak-
rofágy pomocí PMA (Merck, Německo). Základní doba expozice THP-1 makrofágů i primár-
ních monocytů C-BNM činila 24 a 48 hodin. Vlastní analýza zahrnovala stanovení uvolněné 
laktátdehydrogenázy z poškozených buněk (LDH) a detekci mitochondriálního potenciálu 
pomocí tetramethylrhodaminu. V supernatantech byly též stanoveny hladiny IL-6, TNF-α 
a IL-10 pomocí sendvičové ELISA metody. Intracelulární lokalizace C-BNM byla hodnocena 
pomocí TEM.

14.3.3 Analýza aktivity NLRP3

K hodnocení kanonické aktivace NLRP3 byly použity geneticky modifikované linie THP-1 
od firmy Invivogen, konkrétně THP1-null (pozitivní kontrola aktivace inflamazomu NLRP3), 
THP1-defNLRP3 a THP1-defASC (negativní kontroly aktivace inflamazomu NLRP3) dle 
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protokolu výrobce. V rámci stanovení mechanismu aktivace byla provedena detekce uvolně-
ného katepsinu B pomocí konfokální mikroskopie. Pro hodnocení alternativní aktivace byly 
izolovány lidské primární monocyty. Ve všech případech byla aktivita NLRP3 stanovena na 
základě produkce IL-1β. 

14.3.4 Analýza modulace

Modulační účinky koncentrací NM bez zjevné toxicity byly hodnoceny na lidských primár-
ních monocytech. Po úvodních 24 hodinách expozice byly nepohlcené NM vymyty a buňky 
následně byly: a) 24 hodin stimulovány vybranými teplem usmrcenými (heat-killed; HK) 
bakteriemi, v odebraných supernatantech byly stanoveny hladiny IL-6, TNF-α a IL-10 pomo-
cí sendvičové ELISA metody, b) 3 hodiny inkubovány s fluorescenčně značenými Escheri-
chia coli, kdy byla sledována fagocytární aktivita pomocí holotomografické mikroskopie 
a průtokové cytometrie, c) ponechány 7 dní spontánně diferencovat v novém plném médiu 
bez další stimulace. Výsledné makrofágy byly hodnoceny pomocí optické mikroskopie a prů-
tokové cytometrie. Jako negativní kontrola sloužily ve všech případech buňky bez úvodní 
stimulace NM.

14.3.5 Statistika

Výsledky obou studií vycházely minimálně ze tří nezávislých měření provedených v dupli-
kátech nebo triplikátech. Hodnocení probíhalo pomocí programu GraphPad Prism™. Na 
základě Shapiro-Wilkova testu normality byla provedena buď parametrická nebo neparamet-
rická analýza rozptylu (ANOVA) následovaná Dunnettovým nebo Kruskal-Wallisovým post 
hoc testem. Při mnohonásobném porovnání byla uplatněna Bonferroniho korekce. V případě 
testování modulace produkce cytokinů byly výsledky hodnoceny odděleně pomocí párového 
t-testu, nebo párového Wilcoxonova testu. Statistická významnost byla určena na základě 
p-hodnot, kdy * p < 0,05; ** p < 0,01; a *** p < 0,001. 

14.4 VÝSLEDKY

14.4.1 Charakteristika C-BNM

Vzhledem k hydrofobnímu charakteru C-BNM bylo nutné ke stabilizaci zásobní suspenze 
využít biokompatibilní detergent. V našem případě byl zvolen cholát sodný ve finální koncen-
traci 0,02 %. Naměřené hodnoty HD a ζ-potenciálu (Tabulka 3) potvrdily stabilitu suspenze 
v rozsahu potřebném pro provedení experimentů. Spolu s využitím TEM byla prokázána 
značná heterogenita jednotlivých částic a přítomnost menších agregátů. Změna ζ-potenciálu 
po převedení do kultivačního média potvrdila vznik biokorony při zachování homogenity 
suspenze. 
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Tabulka 3. Základní charakteristiky C-BNM v suspenzi ředěné v milliQ vodě a v kultivačním médiu

milliQ voda Kultivační médium (10% FBSLE)

HD (nm) PdI ζ-potenciál (mV) DH (nm) PdI ζ-potenciál (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

Úvodní mikroskopické pozorování neukázalo výraznější změny naznačující vyšší úmrtnost 
u žádného z testovaných modelů. Absence toxicity byla následně potvrzena pomocí LDH. 
V případě obou GP nedocházelo k významnému poškození v celém koncentračním rozsa-
hu (5–60 µg/ml) ani po 72 hodinách inkubace. Úvodní výsledky byly v souladu se závěry 
několika in vivo studií, které rovněž pozorovaly minimální toxicitu nemodifikovaných GP po 
plicní expozici u potkanů.5,6 V případě MWCNT byla zaznamenána nízká toxicita (~10 %, 
p < 0,001) u nejvyšší koncentrace (60 µg/ml) a pouze u primárních monocytů. Měření inten-
zity fluorescence tetramethylrhodaminu naznačily pokles mitochondriální kapacity, nicméně 
k výraznému poškození mitochondrií nedocházelo. Pokles fluorescence byl vyhodnocen jako 
interference C-BNM, kdy docházelo k jejímu „zhášení“. Fotografie z TEM (Obrázek 14) 
potvrdily, že po internalizaci se GP nacházejí primárně v uzavřených endozomech, a to jak 
u THP-1 makrofágů, tak i monocytů. Volná distribuce MWCNT naznačila potenciální intra-
celulární poškození. Žádné z testovaných C-BNM se nenacházely v jádře.

Obrázek 14. Intracelulární lokalizace (A) GP1,  
(B) GP2 a (C) MWCNT u izolovaných monocytů 
po 24 hodinách expozice, TEM

A B

C
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14.4.3 Aktivita NLRP3

Statisticky významná a na koncentraci závislá produkce IL-1β (p < 0,001) byla u modelů kano-
nické i alternativní aktivace potvrzena pouze pro MWCNT (Obrázek 15A), což korespondo-
valo s pozorováním intracelulární distribuce (Obrázek 14). K ověření mechanismu kanonické 
aktivace NLRP3, jakožto „senzoru“ intracelulárního poškození, byla zvolena detekce uvol-
nění katepsinu B z lysozomů. Katepsin B bývá často detekovaným ukazatelem v souvislosti 
s imunotoxickým působením řady NM, včetně CNT.7–9 V souladu s předchozími výsledky 
byl katepsin B ve zvýšené míře detekován pouze u buněk exponovaných MWCNT, a poško-
zení lysozomů způsobené MWCNT tedy bylo vyhodnoceno jako primární zdroj aktivace 
NLRP3.10 

Specifita NLRP3 byla ověřena absencí produkce IL-1β po expozici C-BNM kontrolním 
buňkám THP1-defNLRP3 a THP1-defASC (Obrázek 15B) a pomocí využití specifického 
inhibitoru MCC950 u primárních monocytů. Případná inhibice NLRP3 u GP byla vyloučena 

Obrázek 15. Produkce IL-1β u (A) THP1-null a (B) THP1-defNLRP3/ASC po expozici GP1, GP2 
a MWCNT
Poznámka: Data jsou prezentována jako podíl produkce IL-1β u exponovaných buněk a neexponované kontroly 
(RPMI) a zobrazena jako průměr ± standardní odchylka; ** p < 0,01 a *** p < 0,001 zdůrazňují statistickou význam-
nost ve srovnání s neexponovanou kontrolou; (C, D) produkce IL-1β u THP1-null po expozici MDP, ATP, GP1 a GP2; 
** p < 0,05,** p < 0,01 a *** p < 0,001 zdůrazňují statistickou významnost ve srovnání samotné stimulace pomocí 
ATP/MDP (0) a kombinace s GP (25, 50). Data jsou prezentována jako podíl produkce IL-1β u exponovaných buněk 
a neexponované kontroly (RPMI) a zobrazena jako průměr ± standardní odchylka.

A B

C D

C-BNM (µg/ml)

GP1 (µg/ml) GP1 (µg/ml)
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Obrázek 16. Produkce (A) IL-6, (B) IL-10, (C) TNF-α u izolovaných monocytů stimulovaných GP  
(60 µg/ml), MWCNT (30 µg/ml) a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1 × 107)
Poznámka: Data jsou prezentována jako krabicový graf od minima do maxima se všemi body. Hodnoty *** p <0,001, 
** p <0,01 a * p <0,05 značí statistickou významnost ve srovnání s odpovídající kontrolou (RPMI); (D) viabilita izolo-
vaných monocytů stimulovaných GP (60 µg/ml), MWCNT (30 µg/ml) a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1 × 107). 
Data jsou prezentována jako podíl měřeného LDH exponovaných buněk a související kontroly (RPMI) a zobrazena 
jako průměr ± standardní odchylka, *** p < 0,001 a * p < 0,05 značí statistickou významnost ve srovnání s odpovída-
jící kontrolou (RPMI – bakterie).

A

B

C

D
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Obrázek 17. Morfologie diferencovaných makrofágů po 7denní kultivaci, (A) GP1, (B) GP2, (C) MWCNT, 
(D) nestimulovaná kontrola, zvětšení 20krát; (E) MFI exprese CD64 a CD163 (n = 2), RPMI – kontrola

kokultivací GP s muramyl dipeptidem (MDP, 10 µg/ml) a ATP (5 mM, 5 µM), kdy naopak 
docházelo ke kumulativní reakci a násobnému zvýšení produkce IL-1β ve srovnání se samot-
ným MDP (p < 0,001) a ATP (p < 0,001). V tomto případě se mohlo jednat o efekt „troj-
ského koně“ pozorovaného i u jiných NM, kdy zvýšenou endocytózou GP mohlo dojít ke 
zvýšenému pohlcení i uvedených kostimulantů, a tedy k jejich zvýšené nabídce příslušným 
receptorům.11 Přítomnost GP vyvolala rovněž intracelulární změny, které ve výsledku mohly 
přispět ke konečnému součtu signálů a následné výrazné produkci IL-1β (Obrázek 15C, D).
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14.4.4 Modulace

Ani u THP-1 makrofágů, ani u primárních monocytů žádný z testovaných C-BNM nestimu-
loval produkci IL-6, IL-10 a TNF-α. Nicméně předchozí výsledky kokultivace GP s MDP 
ukázaly na možný modulační vliv na přirozenou reaktivitu buněk, tedy nepřímý prozánětlivý 
potenciál. Ten byl následně potvrzen pozitivní modulací primárních monocytů formou zvýše-
ní jejich cytokinové odpovědi na běžné patogeny (Escherichia coli sérotyp 0111:B4, HKEB; 
Staphylococcus aureus, HKSA a Pseudomonas aeruginosa HKPA) (Obrázek 16). V para-
lelním experimentu (bez bakteriální stimulace) bylo u monocytů, které pohltily C-BNM, 
pozorováno i lepší přežití a výraznější diferenciace (Obrázek 17). S tím zřejmě souvisela 
i „zvýšená“ míra fagocytózy. Ta ovšem mohla nastat i v důsledku většího počtu fagocytují-
cích buněk (nebylo možné ověřit, zda jednotlivé buňky fagocytují více, či méně). Vzhledem 
k rozdílným výsledkům mezi jednotlivými C-BNM byl vliv fagocytózy na vyšší produkci 
cytokinů vyloučen. 

Zatímco všechny C-BNM měly pozitivní vliv na přežití a celkovou fagocytární aktivitu, 
produkce cytokinů se výrazně lišila. To naznačuje, že dominantní vliv na výslednou reaktivitu 
buněk mají fyzikálně-chemické vlastnosti daných C-BNM (hlavně tvar a velikost). Tyto změ-
ny by však také mohly souviset s tvorbou přirozené imunitní paměti (v poslední době často 
diskutovaný fenomén), při které dochází u monocytů k metabolickým změnám vedoucích 
ke změně reaktivity vůči opakovaným stimulům.12 Tento efekt byl pozorován např. u půso-
bení nemodifikovaného grafenu na makrofágy odvozené z kostní dřeně.13 Mohlo by se však 
také jednat o navození autofagie, která je u monocytů nezbytná k jejich přežití a diferenciaci 
a v případě C-BNM byla mnohokrát potvrzena.14–16

14.5 SHRNUTÍ

V rámci výše uvedených studií byl sledován prozánětlivý účinek nemodifikovaných C-BNM 
na monocyto-makrofágový systém, jakožto klíčový efektor v procesu zpracování a eliminace 
NM v organismu. V prvé řadě bylo potvrzeno esenciální postavení inflamazomu NLRP3 
a tvorba IL-1β při hodnocení přímého prozánětlivého účinku. Výhodou NLRP3 a IL-1β je 
mimo jiné i reaktivita na buněčné poškození ve formě „sterilních“ podnětů, ke kterým u NM 
často dochází. Naproti tomu „klasické“ prozánětlivé cytokiny (např. IL-6), které jsou spojo-
vány převážně s mikrobiální stimulací, nemusí být vždy přítomny (např. v situaci bez výraz-
ného oxidačního stresu). Poukazují spíše na přítomnost kontaminace.

Výsledky rovněž ukázaly, že nemodifikované GP (přestože nepůsobily cytotoxicky a pří-
mo prozánětlivé) ovlivnily základní imunitní funkce. Z uvedeného vyplývá, že NM, které 
se na první pohled jeví jako biokompatibilní, mohou ve skutečnosti působit imunotoxicky. 
Z toho důvodu je nutné do testování zahrnout i tzv. funkční testy, které hodnotí změny ve 
fyziologické reaktivitě. 
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15 �
GENOTOXICKÝ POTENCIÁL 
GRAFENU V POKUSECH IN VITRO 
(THP-1 BUŇKY)

Komentář 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 podrobně popsány v příloze.

15.1 ÚVOD

Grafen je dvojrozměrný nanomateriál (NM), jehož atomová struktura má charakter medové 
plástve. Vykazuje výjimečné technologické vlastnosti, ke kterým patří pružnost, mechanic-
ká odolnost a síla, vysoká tepelná odolnost, elektrická vodivost a velký povrch se schop-
ností vázat různé molekuly.1,2 Má široké využití, včetně biomedicínských aplikací. Příkla-
dem mohou být antibakteriální a antivirové aplikace, onkologická terapie, doprava léčiv 
do specifických tělních kompartmentů, fototermická terapie a tkáňové inženýrství.2 Poten
ciální zdravotní (ne)bezpečnost grafenu je determinována jeho fyzikálně-chemickými vlast-
nostmi, metodami syntézy, disperzním a oxidačním stavem, formou expozice a velikostí 
dávky.2,3 

Krevní komponenty přicházejí během expozice do kontaktu jak s xenobiotiky (v daném 
případě s NM), tak i s buňkami ovlivněných tkání. Představují tak vhodný „nástroj“ pro 
hodnocení zdravotních rizik chemických látek.1 Leukocyty se nacházejí v přední linii obra-
ny organismu proti patogenům a cizorodým materiálům a jsou spoluzodpovědné za jejich 
eliminaci.1 Z uvedených důvodů byla pro in vitro hodnocení toxicity grafenu použita lidská 
buněčná linie odvozená od buněk akutní monocytární leukémie (THP-1 buněčná linie).4

15.2 CÍLE

Cílem prezentované in vitro studie bylo získání nových dat o cytotoxickém, cytostatickém, 
genotoxickém a imunotoxickém potenciálu dvou typů nefunkcionalizovaných grafenových 
plátků. Pro studii byly jako reprezentativní modely použity neaktivované (suspenzní) THP-1 
buňky.
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15.3 MATERIÁL A METODIKY

15.3.1 Testované NM

Ve studii byly testovány dva typy nefunkcionalizovaných grafenových plátků (GP1 a GP2) 
v práškové podobě. GP1 byl komerčním produktem firmy PlasmaChem GmbH (No. PL-P- 
-G750, Berlín). GP2 byl připravený v centru CRANN (Centre for Research on Adaptive 
Nanostructures and Nanodevices, Trinity College, Dublin). Detailní informace o přípravě 
suspenze, jejím testování na přítomnost endotoxinu a vlastnostech obou typů GP lze nalézt 
v publikacích Švadlákové et al. a Málkové et al.5,6 Základní charakteristiky jsou stručně shr-
nuty v Tabulce 4. Tloušťka obou GP byla do 4 nm.

Tabulka 4. Základní charakteristiky GP v suspenzích s milliQ vodou a v RPMI

Nanomateriál Velikost částic 
(nm)

PdI Průměrný ζ-potenciál 
(voda; mV)

Průměrný ζ-potenciál 
(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 buněčné linie GP

Lidská THP-1 buněčná linie byla zakoupena od ECACC (European Collection of Authenti-
cated Cell Cultures; Salisbury, Spojené království). Buňky byly inkubovány v kontrolované 
atmosféře (37 °C, 5 % CO2) v kultivačním médiu skládajícím se z RPMI 1640 média bez 
fenolové červeně (Corning, New York, USA), 10 % tepelně inaktivovaného fetálního bovin-
ního séra, 2 mM GlutaMAX, 1 mM pyruvátu sodného (vše od Life Technologies, Carlsbad, 
USA), 10 mM HEPES; 0,05 mM 2-merkaptoetanolu, penicilinu (100 U/ml) a streptomycinu 
(100 µg/ml) (vše od Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Expozice buněčných kultur cholátovým 
suspenzím GP1 a GP2 (koncentrace 60, 30 a 5 µg/ml) a pozitivním a negativním kontrolám 
trvala čtyřicet hodin, což odpovídá přibližně 1,5násobku délky buněčného cyklu. 

15.3.3 Testování cytotoxicity

K hodnocení cytotoxického potenciálu (buněčné viability) dvou typů GP vůči THP-1 buněčné 
linii byl použit test WST-1 (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche, Basel, Švýcarsko), 
LDH test (CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay, Invitrogen, Carlsbad, USA) a test mem-
bránové integrity prostřednictvím mikroskopické analýzy s použitím trypanové modři (Gibco, 
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA). 

15.3.4 Testování oxidačního stresu

Pro hodnocení míry oxidačního stresu, indukovaného expozicí THP-1 buněčné linie GP1 
a GP2, byla měřena hladina glutathionu v buněčných lyzátech (Glutathione Colorimetric 
Detection Kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA). 
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15.3.5 Testování cytostatického a genotoxického potenciálu

K testování cytostatického a genotoxického potenciálu dvou typů GP vůči THP-1 buněčné 
linii byl použit mikronukleus test s blokací cytokineze (cytokinesis block micronucleus test, 
CBMN test). Pomocí mikroskopické analýzy (400násobné zvětšení) byl hodnocen ukaza-
tel cytostatického potenciálu (cytokinesis-block proliferation index, CBPI) a s ním spojený 
odhad procenta cytostázy (% cytostasis), replikační index (RI), index dělení jader (nuclear 
division index, NDI) a ukazatele poškození DNA (počet binukleárních buněk [BNC] s mik-
rojádrem [MN], s jaderným pupenem [NBUD] a s nukleoplasmatickým můstkem [NPB] na 
1000 BNC). 

15.3.6 Testování imunotoxického potenciálu

Pro testování imunotoxického potenciálu dvou typů GP vůči THP-1 buněčné linii bylo použito 
měření hladin interleukinů IL-6 a IL-10 v buněčném supernatantu (reportérové HEK-Blue™ 
buňky; Invivogen, San Diego, USA) a  měření hladiny tumor nekrotizujícího faktoru α 
(TNF-α; ELISA kit, Human TNF-α Quantikine ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, 
USA).

15.3.7 Statistická analýza

Statistická analýza byla provedena pomocí SW GraphPad Prism™, verze 8.2.1 329 (Graph-
Pad Software Inc., San Diego, USA). Výsledky byly prezentovány jako aritmetické průměry 
se směrodatnou odchylkou a byly normalizovány ke kontrole. Za statisticky signifikantní byly 
považovány rozdíly dosahující p < 0,05. Dle Shapiro-Wilkova testu normality byla následně 
použita parametrická nebo neparametrická analýza rozptylu (ANOVA) následována Dunne-
tteho testem nebo Kruskal-Wallisovým testem.

15.4 VÝSLEDKY A DISKUSE

15.4.1 Cytotoxicita

Byla zjištěna interference mezi GP1 a GP2 a testem cytotoxicity WST-1 (ve smyslu faleš-
né pozitivity). Z tohoto důvodu nebyly výsledky testu zahrnuty do celkového hodnocení 
cytotoxicity. Vliv expozice GP1 i GP2 na hladinu extracelulární LDH byl nevýznamný (test 
byl z důvodu prevence interferencí modifikován). Rovněž při testu membránové integrity 
s použitím trypanové modři (mikroskopická analýza) nebyl zjištěn významný nárůst počtu 
poškozených buněk či změny celkového počtu buněk. Hodnocení viability bylo provedeno 
manuálně. Přístrojový odečet buněk může být zatížen chybou v situacích, kdy jsou agregáty 
GP přístrojem považovány za buňky.7 Viabilita buněk nebyla ovlivněna přídavkem cytocha- 
lasinu B.
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15.4.2 Oxidační stres

Po expozici GP1 byl pozorován významný (na koncentraci závislý) pokles hladin oxidova-
ného, volného i celkového glutathionu (Obrázek 18a) prakticky u všech expozičních koncen-
trací. Pokles neodpovídá obranné reakci buněk proti oxidačnímu stresu. Domníváme se, že 
pokles byl způsoben zvýšenou spotřebou GSH při reparaci poškozené DNA (viz výsledky 
CBMN testu). Domněnku podporuje absence zánětlivé reakce, která bývá oxidačním stresem 
indukována. V případě GP2 došlo k významnému poklesu hladiny oxidovaného glutathio-
nu po expozici nejvyšší koncentraci 60 µg/ml (Obrázek 18b). Odlišné chování GP1 a GP2 
by bylo možné vysvětlovat na bázi rozdílné struktury a souvisejících fyzikálně-chemických 
vlastností. 

G
lu

ta
th

io
n 

(%
 k

on
tro

ly
)

0

20

40

80

60

100

120

G
lu

ta
th

io
n 

(%
 k

on
tro

ly
)

0

20

40

80

60

100

120

Koncentrace GP1 (µg/ml) Koncentrace GP2 (µg/ml)
3060 05 3060 05

Total GSH
GSSH
Free GSH

Obrázky 18. Koncentrace glutathionu v lyzátech buněčné linie THP-1 po expozici GP1 a GP2
Poznámka: (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 prezentována jako procento (%) neexponované 
kontroly (0 µg/ml) a zobrazeny jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka, * p < 0,05, ** p < 0,01,  
*** p < 0,001.

15.4.3 Cytostatický potenciál

Po expozici GP1 i GP2 byl pozorován nevýznamný (na koncentraci závislý) pokles parametrů 
proliferační aktivity CBPI, NDI a RI a nárůst procenta cytostázy (Obrázek 19). Za indikátor 
cytotoxického potenciálu je považován pokles viability buněk pod 80 %.8 V našich experi-
mentech dosahovala míra cytostázy (u nejvyšších expozičních koncentrací) maximálně 20 %. 
Údaje naznačují, že testované koncentrace daných GP jsou bez významného cytotoxického 
potenciálu. 

15.4.4 Genotoxický potenciál

Po expozici GP1 i GP2 byl pozorován významný (na koncentraci závislý) nárůst poškoze-
ní DNA, reprezentovaný nárůstem počtu BNC s MN, NBUD i NPB na 1000 BNC (Obrá-
zek 20). LOGEL (lowest observed genotoxic effect level) se v případě GP1 pohyboval oko-
lo 5 µg/ml, v případě GP2 okolo 30 µg/ml. Mezi pravděpodobné mechanismy poškození 

A B
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Obrázek 19. Proliferační potenciál buněčné linie THP-1 po expozici GP1 a GP2 (CBMN test) 
Poznámka: (A) Cytokinesis-block proliferation index (CBPI); (B) index dělení jader (nuclear division index, NDI);  
(C) replikační index (RI); (D) odhad procenta cytostázy (% cytostasis). Data jsou prezentovaná krabicovými grafy 
s mediánem a interkvartilovým rozpětím či jako procento (%) neexponované kontroly (0 µg/ml) a zobrazeny jako 
aritmetický průměr ± směrodatná odchylka. CH – cholát sodný (v koncentraci odpovídající jeho koncentraci  
v 60 µg/ml GP); H2O – podíl vody odpovídající jejímu podílu v 60 µg/ml GP; AraC 5 či 20 – cytosin arabinosid (pozi-
tivní kontrola v koncentraci 5 či 20 ng/ml).
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DNA lze zařadit přímou interakci mezi odhalenou DNA během dělení jádra (buňky) a/nebo 
mechanický vliv GP na cytoskelet buňky vedoucí k narušení funkce mitotického aparátu. 
Expozice GP1 (menší částice) vedla k nevýznamně vyššímu výskytu BNC s MN, NBUD 
i NPB v porovnání s expozicí GP2 (větší částice). Lze proto předpokládat, že pozorovaný 
genotoxický potenciál je závislý jak na expoziční koncentraci, tak do určité míry i na velikosti 
částic.

15.4.5 Imunotoxický potenciál (zánětlivá odpověď)

Po expozici GP1 i GP2 nebyla pozorována zvýšená exkrece prozánětlivých (IL-6, TNF-α) 
nebo protizánětlivých (IL-10) cytokinů. Tyto výsledky naznačují nízký až zanedbatelný 
potenciál obou typů GP k vyvolání imunitní reakce či oxidačního stresu. Zároveň potvrzují 
nepřítomnost mikrobiální kontaminace na povrchu částic. Výsledky tak naznačují možnou 
hemokompatibilitu nefunkcionalizovaných GP vůči buňkám linie THP-1.9,10 
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Obrázek 20. Poškození DNA buněk linie THP-1 po expozici GP1 a GP2 (CBMN test)
Poznámka: (A) Dvojjaderná buňka s mikrojádrem (BNC s MN); (B) dvojjaderná buňka s jaderným pupenem (BNC 
s NBUD); (C) dvojjaderná buňka s nukleoplasmatickým můstkem (BNC s NPB). Data jsou prezentovaná krabicovými 
grafy s mediánem a interkvartilovým rozpětím. CH – cholát sodný (v koncentraci odpovídající jeho koncentraci  
v 60 µg/ml GP); H2O – voda (podíl odpovídající jejímu podílu v 60 µg/ml GP); AraC 5 či 20 – cytosin arabinosid 
(pozitivní kontrola v koncentraci 5 či 20 ng/ml); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

15.5 SHRNUTÍ

Po čtyřicetihodinové expozici buněk linie THP-1 cholátovým suspenzím dvou typů nefunkcio
nalizovaných grafenových plátků (GP) nebylo zjištěno významné poškození buněčné mem-
brány, významný pokles viability buněk či významná indukce oxidačního stresu. Byl zazna-
menán pouze nevýznamný, koncentračně závislý pokles proliferačního potenciálu buněk. Na 
druhou stranu byl zjištěn významný, koncentračně a „velikostně“ závislý nárůst poškození 
DNA, způsobený pravděpodobně přímou interakcí GP s odhalenou DNA během buněčného 
dělení a/nebo přímou interakcí GP s cytoskeletem a mitotickým aparátem buněk. Nezazname-
nali jsme významné změny v expresi cytokinů (IL-6, IL-10 a TNF-α), které by naznačovaly 
kontaminaci povrchů testovaných GP či indukci zánětlivé imunitní odpovědi.
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METODIKY ÚSTAVU LÉKAŘSKÉ  
BIOLOGIE A GENETIKY 
Lékařská fakulta v Hradci Králové

TEST METABOLICKÉ AKTIVITY ALAMARBLUE  
(TEST CYTOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

AlamarBlue je netoxický roztok, oxidačně redukční indikátor na bázi resazurinu, který je 
živými buňkami metabolizován na fluorescenční resorufin, který lze fluorescenčně kvantifiko-
vat při emisní vlnové délce 590 nm (excitace 530–560 nm). Množství naměřené fluorescence 
je přímo úměrné aktivitě dehydrogenáz, které jsou typické pro živé buňky. 

Podrobnější popis metodiky 

Kultivace:
Buňky se kultivují v αMEM bez fenolové červeně s 10% FSB, 1% antibiotiky (penicilinem, 
streptomycinem), 10mM Hepes, 1mM pyruvátem sodným a 2mM L-glutaminem. Buňky se 
nasadí do 96jamkových destiček v koncentraci 5000–10 000 buněk na jednu jamku, vždy 
s prvním sloupcem jamek bez buněk (blank) a inkubují se přes noc. Po 24 hodinách se mé
dium vymění za médium s nanomateriálem (NM), a to vždy 100 µl/jamku. Inkubace s NM 
trvá dle potřeby 1–72 hodin.1
Roztoky: zásobní roztok alamarBlue: Termofischer Scientific DAL1100 

Postup:
1)	 Přidejte 11 µl roztoku alamarBlue do každé jamky (lze použít i druhou variantu, kdy je po 

inkubaci s NM veškeré médium z jamek odsáto, eventuelně jsou jamky 1× propláchnuty 
PBS bez iontů a jsou nahrazeny novým médiem alamarBlue v poměru 1:10).

2)	 Proměřte fluorescenci v čase 0 h ex. 560 nm / em. 590 nm.
3)	 Inkubujte 1 nebo 2 hodiny v termostatu 37 °C, 5 % CO2.
4)	 Změřte fluorescenci. 
5)	 Nejprve vypočtěte rozdíl absorbancí v čase 1 h (eventuelně 2 h) a 0 h. Od naměřených 

absorbancí odečtěte blank. Naměřené hodnoty lze vyjádřit jako % kontroly.
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Použitelnost metodiky pro testování NM 

Metoda je rychlá, citlivá, ale je nutno počítat s možností zhášení fluorescence, která by však, 
pokud se vhodně změří v čase 0 h jako pozadí, neměla významně ovlivnit výsledné sledování 
cytotoxicity NM. 

Souhrn nejzajímavějších výsledků 

Z důvodu potřeby ověřit možnost ovlivnění pozadí při měření fluorescence jsme testovali 
grafen GP1 (Plasmachem). Grafen byl inkubován pouze s roztokem alamarBlue po metabo-
lické aktivaci bez buněk po dobu 1 a 2 hodin v koncentracích (5, 15 a 30 µg/ml). Se zvyšující 
se koncentrací GP1 se snižuje výsledná fluorescence (zhášení). Ke snížení dojde hned po 
přidání alamarBlue, proto je možné čas 0 h v případě testování cytotoxicity v buněčném 
systému použít jako pozadí, od kterého se bude sledovat nárůst fluorescence způsobený meta-
bolickou činností buněk. Přesto musíme počítat s mírným poklesem fluorescence v průběhu 
měření (Tabulka 5). Tento pokles bude falešně snižovat výsledné hodnoty testu cytotoxicity. 
Tomuto poklesu lze částečně předejít, když bude po přidání roztoku alamarBlue následovat 
pětiminutová pauza, a teprve poté bude měřen čas 0 h (Obrázek 21). Interference grafenu byla 
publikována v práci Šestákové et al.2

Tabulka 5. Hodnoty z grafu vyjádřeny v procentech čase 0 h – GP1

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

0 h 100,0 100,0 100,0 100,0

1 h 100,5 100,0 96,4 94,3

2 h 101,3 100,4 95,6 92,5

Obrázek 21. Interference grafenu s fluorescencí metody alamarBlue v acelulární pokusu, kde byly testová-
ny příslušné koncentrace grafenu.

GP1 [µg/ml]
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TEST ZÁCHYTU NEUTRÁLNÍ ČERVENĚ  
(NEUTRAL RED UPTAKE – NRU; TEST CYTOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

Princip metody je založen na schopnosti živých buněk hromadit neutrální červeň v lysozo-
mech. Příjem neutrální červeně (supravitální barvivo) (3-amino-7-dimethylamino-2-methyl-
fenidát hydrochlorid – cat. no. N2889, Merck) buňkami do lysozomů závisí na schopnosti 
buňky tvořit ATP a vytvářet pH gradient. Při fyziologickém pH prochází neutrální červeň 
plazmatickou membránou mechanismem difuze. V případě, že je buňka mrtvá, dochází 
k vyplavení barviva. Živé buňky vychytávají barvivo do lysozomů, jsou lyzovány a uvolněné 
barvivo je měřeno pomocí spektrometrie (absorbance při vlnové délce 540 nm).

Podrobnější popis metodiky

Kultivace:
Buňky se kultivují v αMEM bez fenolové červeně s 10% FSB, 1% antibiotiky (penicilinem, 
streptomycinem), 10mM Hepes, 1mM pyruvátem sodným a 2mM L-glutaminem. Buňky se 
nasadí do 96jamkových destiček v koncentraci 5 000–10 000 buněk na jamku, vždy s prvním 
sloupcem jamek bez buněk (blank), a inkubují se přes noc. Po 24 hodinách se médium vymění 
za médium s NM (vždy 100 µl/jamku). Inkubace s NM trvá dle potřeby 1–72 hodin.

Roztoky:
•	 Fixační roztok: 1 g / 100ml CaCl2 v 0,5% formaldehydu
•	 Lyzační roztok: 1% CH3COOH v 50% EtOH
•	 Zásobní roztok: neutrální červeně (0,33 % – 3,3 g/l)
•	 Pracovní roztok neutrální červeně (80 μg/ml v médiu)

Postup:
1.	 Odsajte 100 µl média z jamek.
2.	 Přidejte 100 µl roztoku neutrální červeně (80 µg/ml) do každé jamky (konečná koncen-

trace neutrální červeně je 40 µg/ml).
3.	 Inkubujte 3 hodiny v termostatu 37 °C, 5 % CO2.
4.	 Vše odsajte a přidejte 100 µl fixačního roztoku.
5)	 Inkubujte 15 minut při pokojové teplotě.
6.	 Opláchněte buňky dvakrát 100 µl PBS bez iontů.
7.	 Přidejte 200 µl lyzačního roztoku.
8.	 Inkubujte 15 minut při pokojové teplotě.
9.	 Destičky protřepávejte na třepačce dalších 15 minut.

10.	 Změřte destičku fotometrem SPEKTRAFluor Plus, Tecan (Salcburg, Rakousko) při 
540 nm.

Od naměřených absorbancí odečtěte blank. Naměřené hodnoty testovaných látek vyjádřete 
jako % kontroly
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Použitelnost metodiky pro testování NM

Metoda záchytu neutrální červeně je založena na schopnosti buněk přijímat neutrální červeň. 
V případech, kdy jsou buňky aktivovány k vyšší absorpci, může docházet k falešně pozitiv-
ním výsledkům. Některé NM tuto aktivaci indukují, a proto nepovažujeme metodu NRU za 
zcela spolehlivou pro testování jejich cytotoxicity. 

Souhrn nejzajímavějších výsledků 

Metodou NRU byly na dvou buněčných liniích testovány dva druhy grafenu (GP1, Plasma-
chem, a GP2, Trinity College, Dublin). Buňky byly exponovány grafenům po dobu 24 hodin. 
Jak vyplývá z výsledků (Obrázek 22), vyšší koncentrace grafenů měly za následek zvýše-
ní hladin absorbance (více než 200 % hodnoty kontrol). V případě toxicity by absorbance 
měla klesat, v případě biokompatibility stagnovat. Zdá se tedy, že NRU není vhodná meto-
da pro testování grafenových nanočástic. Za pozornost stojí rozdíly v hodnotách absor-
bancí mezi oběma grafeny, které mají identické chemické složení, ale jiné fyzikální cha- 
rakteristiky.

Obrázek 22. Test záchytu neutrální červeně (NRU) po inkubaci dvou buněčných linií A549 a HaCaT s dvě-
ma typy grafenů (GP1 a GP2)

Grafen [µg/ml]

Grafen [µg/ml]
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POČÍTÁNÍ BUNĚK POMOCÍ OBRAZOVÉHO CYTOMETRU 
METODOU BARVENÍ JADER DAPI (TEST CYTOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

Prosté počítání buněk představuje jednoduchý způsob, jak kvantifikovat cytotoxicitu. U vět-
šiny jaderných buněk lze předpokládat přímou úměru: kolik jader, tolik buněk. Jádra fixo-
vaných buněk lze barvit fluorescenčním barvivem 4′,6-diamidin-2-fenylindolem (DAPI). 
Fluorochrom DAPI se váže do dvojřetězce DNA v oblasti AT bází a po navázání se intenzita 
jeho fluorescence zvýší přibližně dvacetkrát. V testu je sledována fluorescence při emisním 
maximu 461 nm (excitační maximum 358 nm).

Podrobnější popis metodiky 

Zásobní roztok DAPI Sigma D9542: 1 mg / 1 ml redestilované vody 

Postup:
1.	 Po inkubaci s NM 1x propláchněte v PBS bez iontů (200 ul/jamku).
2.	 Fixujte 5 minut 70% ethanolem (100 ul/jamku) nebo 15 minut při −24 °C (ice-cold metha-

nolem): typické pro imunofluorescenci (http://www.cellsignal.com/learn-and-support/ 
protocols/protocol-if-methanol-fixation).

3.	 Vyklepněte, nechte odpařit nebo 1x propláchněte PBS + 100 ul PBS a uložte do chladnič-
ky.

4.	 Barvení DAPI (1000× ředěný zásobní roztok v redestilované vodě; 5 minut; 100 ul/jamku) 
proveďte optimálně v ten samý den jako měření fluorescence.

5.	 Vyklepněte a dvakrát propláchněte v PBS bez iontů (200 ul/jamku).
6.	 Změřte fluorescenci na přístroji ImageXpress.
7.	 Vyhodnoťte počty jader a vztáhněte na kontrolní počty.

Použitelnost metodiky pro testování NM

Barvení jader DAPI představuje přímou metodu měření cytotoxicity, při které nedochází 
k zatížení výsledků falešným zvyšováním hodnot, jako tomu může být u testů založených na 
metabolické přeměně substrátů. Počty buněk lze stanovit různými způsoby: trypanovou mod-
ří, počítáním v Bürkerově komůrce anebo využitím vysokokapacitního zobrazovacího cyto-
metru. Počítání v komůrce je časově náročné a test trypanové modři nemusí být vždy vhod-
ný (například buňky s akumulovaným grafenem jsou při optickém stanovení touto metodou 
obtížně rozlišitelné). V případě zobrazovacího cytometru musí být brána v úvahu možnost 
stínění (nebo zhášení) fluorescence testovaným NM. Při testování grafenu byly vhodné kon-
centrace pro testování cytotoxicity do 30 µg/ml. Při automatickém snímání nelze parametry 
nastavit tak, aby bylo možno pořídit snímky všech jamek. Při expozici nastavené na kontroly 
jsou jamky s vyšší vrstvou grafenu tmavé, pokud se expozice nastaví podle nich, jsou zase 
zvýšeně exponované kontroly. Proto je nutno hledat kompromisní expozici pro zachycení 
většiny jamek (Obrázek 23). 
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Obrázek 23. Expozice 50 ms nastavená podle kontroly při rostoucí koncentraci grafenu

Obrázek 24. Grafen (100 µg/ml) při zvyšující se úrovni expozice (stejné snímané pole) 
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Souhrn nejzajímavějších výsledků 

Byla provedena kultivace lidských dermálních fibroblastů (HDF) s grafenem o koncentracích 
6,25, 12,5, 25, 50 a 100 µg/ml po dobu 48 hodin. Po expozici grafenem byla obarvena jádra 
DAPI dle výše uvedeného protokolu a byly sledovány změny fluorescence v závislosti na 
rostoucích koncentracích grafenu (Obrázek 23) a změny fluorescence v závislosti na rostoucí 
expozici při stejné koncentraci grafenu 100 µg/ml (Obrázek 24). 

Při expozici vhodné pro grafen se vysoce exponovaná jádra u kontrol slévají a analýza 
obrazu je nerozlišuje. Jednotlivé koncentrace lze snímat zvlášť při různých expozicích a také 
analyzovat po každé expozici zvlášť. Tento postup není vhodný pro automatické odečítání. 
Metoda je použitelná pro nižší koncentrace NM a pro materiály, které opticky nestíní. 

DLOUHODOBÉ SLEDOVÁNÍ BUNĚČNÉ PROLIFERACE  
POMOCÍ KUMULOVANÉHO POČTU POPULAČNÍCH ZDVOJENÍ 
(TEST CYTOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

Kumulovaný počet populačních zdvojení (population doubling level; PDL) vyjadřuje násob-
ky zdvojení populace buněk od času izolace (případně od jiného definovaného časového 
bodu v historii buněčné linie). Tento ukazatel se běžně používá při sledování stáří primárních 
buněčných linií, lze jej však také využít pro měření poklesu proliferace v rámci cytotoxických 
a genotoxických studií.

Podrobnější popis metodiky 

PDL se počítá podle následujícího vzorce:
PDL(n) = 3.32 (log Cf-log Ci) + PDL(n-1)

PDL(n) = hodnota PDL na konci n-té pasáže
log Cf = počet buněk sklizených na konci n-té pasáže
log Ci = počáteční počet buněk nasazených na začátku n-té pasáže 
PDL(n-1) = hodnota PDL vypočítaná v minulé pasáži

Konečná hodnota PDL po poslední pasáži je tedy součtem všech hodnot dosažených v prů-
běhu kultivace buněčné linie po celkovou definovanou dobu. V praxi se PDL stanoví násle-
dujícím způsobem:

Buňky jsou pravidelně pasážovány v souladu s jejich požadavky. Během každé pasáže 
se do kultivačních nádob nasazuje konstantní počet (Ci) buněk. Po období exponenciálního 
růstu jsou buňky sklizeny, spočítány, je zjištěna konečná dosažená koncentrace buněk v rámci 
pasáže (Cf) a vypočítá se PDL.

Poznámka: Počáteční hustotu nasazení buněk (Ci) a interval pasážování kultury je třeba předem 
optimalizovat pro daný typ buněk a kultivačních podmínek. Buňky je třeba sklízet ještě v období 
exponenciálního růstu, před dosažením konfulence.



189

Stanovení PDL u linie normálních dermálních fibroblastů  
během chronické expozice grafenovým nanočásticím

Buňky a materiál:
Lidské dermální neonatální fibroblasty (HDFn) byly zakoupeny od firmy ThermoFisher Sci-
entific (cat. no. C0045C). Byly kultivovány v médiu Human Fibroblast Expansion Basal 
Medium (ThermoFisher Scientific, cat. no. M106500) s přídavkem směsi růstových faktorů 
Low Serum Growth Supplement (LSGS, ThermoFisher Scientific, cat. no. S00310), podle 
doporučení dodavatele. Pro experiment byly využity buňky od 5. pasáže.

Grafenové nanočástice označené jako GP1 byly zakoupeny od firmy PlasmaChem GmbH 
(Berlín, Německo, cat. no. PL-P-G750), grafenové nanočástice označené jako GP2 byly 
darovány institutem CRANN (Trinity College, Dublin, Irsko). Zásobní roztok byl připraven 
o koncentraci 250 µg/ml grafenových nanočástic v 0,02% vodném roztoku cholátu sodného, 
sonikován a skladován při pokojové teplotě (Svadlakova et al.).3 

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

Postup:
1.	 V pondělí jsme nasadili buňky do 25 cm2 kultivační lahve. Počáteční koncentrace byla 

1 × 105 buněk na lahev, v 10 ml kultivačního média.
2.	 Ve středu jsme médium vyměnili za 10 ml čerstvého média v případě kontrolních vzorků, 

nebo za 10 ml kultivačního média obsahujícího 10 µg/ml GP1 nebo GP2. Všechny vari-
anty jsme testovali v triplikátech.

3.	 Buňky jsme nechali proliferovat do příštího pondělí.
4.	 V pondělí, týden po nasazení, jsme buňky sklidili:

a.	 Slili jsme médium a buňky opláchli 2 ml fosfátového pufru PBS (37 °C).
b.	 Opláchli jsme buňky 2 ml roztoku Trypsin-EDTA a umístili do inkubátoru (37 °C, 

5 % CO2) na 3 minuty.
c.	 Uvolněné buňky jsme opatrně resuspendovali ve 3 ml trypsin-neutralizačního roztoku 

přenesli do 50 ml centrifugační zkumavky.
d.	 Buňky jsme centrifugovali 5 minut při 500 rpm, poté jsme slili trypsin-neutralizační 

roztok a buněčnou peletu jsme resuspendovali ve 3 ml kultivačního média.

Poznámka: Kultivační médium doporučené pro kultivaci HDFn obsahuje pouze 2 % séra, pro-
to je potřeba používat trypsin-neutralizační roztok ke včasné inaktivaci trypsinu, aby nedošlo 
k poškození buněk. V případě, že médium obsahuje dostatečné množství séra, je možné v kroku 
4c resuspendovat buňky přímo v čerstvém kultivačním médiu. Je třeba se řídit doporučením 
dodavatele buněčné linie, případně vlastními zkušenostmi s daným typem buněk. 

5.	 Do každé poloviny počítací komůrky jsme pipetovali 10 µl výsledné buněčné suspenze 
a spočítali počet buněk v 1 ml suspenze. 

6.	 Spočítali jsme celkový počet buněk ve 3 ml suspenze a získali tak hodnotu Cf.
7.	 Stanovili jsme hodnotu PDL podle výše uvedeného vzorce.
8.	 Buněčnou suspenzi obsahující 1 x 105 buněk jsme přenesli do nové kultivační lahve 

a doplnili jsme kultivační médium na celkem 10 ml.
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9.	Kultivační lahve jsme umístili do inkubátoru (37 °C, 5 % CO2).
10.	Kroky 4–9 jsme opakovali po dobu 6 týdnů. 
11.	Po uplynutí této doby jsme získali konečnou hodnotu PDL.
12.	Rozdíl v konečné hodnotě PDL mezi ovlivněnými a kontrolními vzorky byl hodnocen 

v programu GraphPad Prism 7.0 za použití nepárového t-testu.

Použitelnost metodiky pro testování NM

Primární buněčné linie (například normální fibroblasty) jsou geneticky stabilní a uchová-
vají si své vlastnosti po mnoho pasáží. Zhruba po 60–70 populačních zdvojeních (počítáno 
od izolace primokultury) vstupují do stavu senescence (stárnutí), kdy dále přežívají, ale již 
neproliferují a vykazují typický (se senescencí asociovaný) fenotyp. Výzkumník má tak k dis-
pozici řadu týdnů pro provedení (sub)chronického experimentu. Navíc je možné monitorovat 
buňky až do stadia senescence a zkoumat vliv testovaných látek na její nástup a na změny 
charakteristického buněčného fenotypu. 

Výhodou metody je její jednoduchost. Počítání buněk v počítací komůrce je ekonomicky 
nenáročný a přitom velice přesný způsob monitorování buněčné proliferace. Nevýhodou je 
pracnost a časová náročnost. Komůrku lze nahradit automatickým počítačem buněk, je však 
vždy nutno ověřit, zda tento postup poskytuje validní výsledky i při nízkých koncentracích 
buněk. 

Určitou nevýhodou metody je nutnost větších objemů testovaných NM. Další problém 
představuje klesající míra proliferace během experimentu, což má za následek pokles počtu 
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Obrázek 25. Vývoj kumulativního počtu populačních zdvojení (PDL) během chronické expozice normál-
ních kožních fibroblastů nanočásticím grafenu
Poznámka: Směrodatné odchylky byly v grafu pro přehlednost vynechány – nedosáhly 7 % průměrné hodnoty PDL 
vypočítané ze tří měření. Statisticky významný rozdíl v konečné hodnotě PDL u obou ovlivněných vzorků oproti 
kontrole, nepárový t-test, ** statisticky významný rozdíl ve srovnání s kontrolou, p < 0,05.
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buněk pro nasazení do následných pasáží. Pokud by tedy byl experiment zakončen například 
testy genové exprese, je nutno včas rozdělit kultivace do paralelních vzorků. To dále zvyšuje 
nároky na množství testovaného materiálu a na časovou náročnost experimentů. 

Považujeme za nutné upozornit na skutečnost, že chronické expozice NM mohou vykazo-
vat toxické účinky i v koncentracích, které se v krátkodobých experimentech jeví jako neto-
xické (biokompatibilní). Při hodnocení rizika je proto naprosto nezbytné věnovat pozornost 
(vedle výsledků in vitro testů akutní a subakutní toxicity) rovněž výsledkům testů subchro-
nické a chronické toxicity. 

Souhrn nejzajímavějších výsledků 

Grafenové nanočástice obou typů během šestitýdenní chronické expozice významně snížily 
proliferaci buněk stanovenou jako kumulativní počet populačních zdvojení (Obrázek 25). 
Výsledky byly publikovány v práci Šestákové et al.2

TEST METABOLICKÉ AKTIVITY WST-1 (TEST CYTOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

Stabilní tetrazoliová sůl WST-1 je komplexním buněčným mechanismem štěpena na rozpust-
ný formazan, který se vyskytuje primárně na buněčném povrchu. Uvedená bioredukce je do 
značné míry závislá na glykolytické produkci NAD(P)H v životaschopných buňkách. Množ-
ství vytvořeného formazanového barviva koreluje s počtem metabolicky aktivních buněk 
v kultuře.

Podrobnější popis metodiky 

Kultivace:
Buňky se kultivují v αMEM bez fenolové červeně s 10% FSB, 1% antibiotiky (penicilinem, 
streptomycinem), 10mM Hepes, 1mM pyruvátem sodnýn a 2mM L-glutaminem. Poté se 
nasadí do 96jamkových destiček v koncentracích 5000–10 000 buněk na jamku (vždy s prv-
ním sloupcem jamek bez buněk; blank) a nechají se inkubovat přes noc. Po 24 hodinách se 
médium vymění za médium s NM (100 µl/jamku) a následuje inkubace po dobu 1–72 hodin.

Zásobní roztok WST: Roche 1 644 807 
1.	 Přidejte 5 µl roztoku WST-1 do každé jamky (postup 1). Lze použít i alternativní postup, 

kdy po inkubaci s NM je veškeré médium z jamek odsáto a nahrazeno novým médiem 
s WST-1 v poměru 1:20 (postup 2).

2.	 Proměřte absorbanci v čase 0 h při 450/650 nm (650 nm – referenční vlnová délka).
3.	 Inkubujte 1 nebo 2 hodiny v termostatu 37 °C, 5 % CO2.
4.	 Nejprve vypočtěte rozdíl absorbancí v čase 1 h (eventuelně 2 h) a 0 h. Od naměřených 

absorbancí odečtěte blank. Naměřené hodnoty lze vyjádřit jako % kontroly. 
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Použitelnost metodiky pro testování nanočástic

Metoda je rychlá a reprodukovatelná. Je ale nutno zvážit, jakou variantu přídavku WST-1 
provést (zda přidat pouze 5 µl do jamky s testovaným NM nebo vyměnit celý obsah média 
v jamce). S tím souvisí i složení média, konkrétně přítomnost FBS (fetálního bovinního séra), 
viz dále. U druhého postupu sice předpokládáme vyšší zátěž buněk, ale zároveň dochází 
k odstranění testovaného materiálu, který může interferovat s měřením absorbance (jak tomu 
je například u grafenu). Některé metodiky používají ke kultivaci médium bez FBS. Jedním 
z důvodů je tvorba proteinové korony na povrchu částic, která následně ovlivňuje jejich bio-
logické interakce. Na druhou stranu je FBS důležité pro vlastní kultivaci buněk a zároveň 
zlepšuje disperzi NM v médiu.

Souhrn nejzajímavějších výsledků

Byly porovnány oba výše uvedené postupy provedení metody WST-1, lišící se způsobem 
přidání substrátu. V experimentu byl kultivován NM oxid titaničitý (TiO2; Plasmachem) 
o koncentracích 1, 10 a 100 µg/ml s buněčnou linií A549 (5 000 bb/ml) v médiu bez FBS. 
Inkubace trvala 4 a 24 hodin (Obrázek 26; Tabulka 6). Zjistili jsme, že při použití druhého 

Obrázek 26. Porovnání dvou postupů provedení WST-1 při 4hodinové a 24hodinové inkubaci 

TiO2 [µg/ml]

TiO2 [µg/ml]
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postupu (výměna celého obsahu jamky za médium se substrátem) dochází v médiu bez FBS 
ke zvyšování metabolické aktivity buněk. Z této skutečnosti lze usuzovat zátěž buněk médiem 
bez FBS a rovněž tak i výměnou média při provedení testu WST-1. 

Tabulka 6. Hodnoty z obrázku 6 vyjádřeny v procentech kontroly (expozice TiO2)

Koncentrace
TiO2 (µg/ml)

4 h 24 h
první postup druhý postup první postup druhý postup

0 (K) 100,0 100,0 100,0 100,0
1 101,0 104,5 105,9 105,2
10 98,0 119,7 103,6 116,7
100 98,6 149,1 104,7 158,5

V dalším kroku byl také studován vliv složení použitého média (s FBS a bez FBS) na 
výsledky WST-1. V experimentu byl kultivován TiO2 (koncentrace 1, 10, 100 a 200 µg/ml) 
s buněčnou linií A549 (5 000 buněk/ml) v médiu s přítomností a bez přítomnosti FBS (1, 4, 
24 a 48 hodin). WST-1 byl prováděn druhým postupem (Obrázek 27). Jak vyplývá z výsled-
ků, test prováděný bez přítomnosti FBS vedl k významným změnám metabolické aktivity 
buněk (v porovnání s kontrolou). Podrobněji je tato problematika popsána v článku Jany 
Báčové et al.4

Obrázek 27. Kultivace A549 s TiO2 v rozdílném médiu (s a bez FBS) při použití druhého postupu WST-1

TiO2 [µg/ml]

TiO2 [µg/ml]

TiO2 [µg/ml]

TiO2 [µg/ml]
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Významnou roli při měření absorbance mají hodnoty absorbančního pozadí. Z tohoto 
důvodu byl u metody WST-1 posuzován vliv přítomnosti grafenu (GP1) na hladinu absor-
bančního pozadí metody WST-1. Grafen byl inkubován pouze s roztokem WST-1 po meta-
bolické aktivaci bez buněk po dobu 1 a 2 hodin v koncentracích 5, 15 a 30 µg/ml (Obrázek 
28; Tabulka 7). Nejdříve byla změřena hodnota absorbance samotné suspenze grafenu bez 
substrátu a byly sledovány její změny v čase (1–2 hodiny). Z výsledků vyplývá, že gra-
fen vykazuje (v závislosti na koncentraci) určitou hodnotu pozadí, nicméně tato hodnota je 
pro danou koncentraci stabilní a lze ji odečítat od hodnot absorbance naměřených hodnot 
vzorků.5 
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Obrázek 28. Vliv přítomnosti grafenu (GP1) a doby kultivace na hladinu absorbance (metoda WST-1, 
experiment bez buněk)

Tabulka 7. Hodnoty z obrázku 8 vyjádřeny v procentech kontroly (expozice GP1)

Doba inkubace K 5 µg/ml 15 µg/ml 30 µg/ml
1 h 100 100,6 104,6 110,6
1 h – pozadí 100 99,1 99,2 99,7
2 h – pozadí 100 98,7 99,2 99,0
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METODIKY ÚSTAVU HISTOLOGIE 
A EMBRYOLOGIE VE SPOLUPRÁCI 
S ÚSTAVEM LÉKAŘSKÉ BIOFYZIKY
(Lékařská fakulta v Hradci Králové)

LDH TEST (TEST CYTOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

LDH test je kolorimetrickou metodou, kterou lze kvantitativně analyzovat buněčnou cytoto-
xicitu. Její princip je založen na měření množství extracelulární laktátdehydrogenázy (LDH). 
Tento enzym je přítomen v široké škále savčích buněk a konkrétně je lokalizován v buněčném 
cytosolu. Extracelulární výskyt LDH je spojován s narušením integrity buněčné membrány, 
a proto se tato metoda používá pro kvantifikaci buněčné viability. Uvolněná LDH je konver-
tována na pyruvát prostřednictvím NAD+ redukce na NADH, která je následně redukována na 
tetrazoliovou sůl, jejíž množství koreluje s množstvím LDH uniklého v kultivačním médiu. 
LDH test bývá poměrně často používán pro stanovení vlivu exogenních či endogenních agens 
na buněčnou populaci.

Podrobnější popis metodiky

Postup CyQUANTTM LDH (ThermoFisher) cytotoxické analýzy pro zjištění vlivu gra-
fenu na adherentní linii myoblastů C2C12
1.	 Nasaďte C2C12 myoblasty na 96jamkovou destičku (0,5 – 2 × 104 buněk/jamka) ve 

100 ml bezfenolového kultivačního média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB). Bezfenolové 
médium snižuje falešnou pozitivitu výsledku. Množství buněk na jamku je nutno volit dle 
konkrétní buněčné linie (příliš vysoká koncentrace buněk se může projevovat falešnou 
pozitivitou ve smyslu vyšší cytotoxicity). Výrobce také doporučuje používat tuto esej 
s buňkami, které byly kultivovány v přítomnosti séra. Při kultivaci buněk v podmínkách 
bez séra může docházet k uvolňování endogenní LDH do média, což s sebou přináší rizi-
ko falešně pozitivních výsledků. Na destičce je nutné vyčlenit dvě skupiny buněk, které 
slouží jako kontrola: spontánní LDH reakce (SLR) a maximální LDH aktivita (MLA). 

2.	 Inkubujte buňky po dobu 24 hodin při 37 °C a 5 % CO2. 
3.	 Odsajte kultivační médium tak, aby nebyla porušena adherovaná monovrstva buněk 

a následně přidejte grafen suspendovaný v požadované koncentraci (5–100 mg/ml; tripli-
kát) v bezfenolovém kultivačním médiu. Inkubujte následujících 24–48 hodin. 
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4.	Do jamek, kde je triplikát pro SLR, aplikujte 10 ml sterilní, ultračisté vody. Do jamek 
s MLA aplikujte 10 ml lyzačního pufru (10×). Obě reagencie inkubujte 45 minut při 37 °C 
a 5 % CO2. 

5.	Odsajte 50 ml média z každé jamky, přeneste do jiné 96jamkové destičky (i SLR, MLA) 
a přidejte 50 ml reakční směsi. Reakční směs obsahuje „substrate mix“ a „assay buffer“ 
(600 ml) a vystačí přibližně na dvě 96jamkové destičky. Tato směs vydrží při −20 °C při-
bližně 3–4 týdny. Centrifugační zkumavku s tímto mixem je potřeba chránit před světlem 
(zabalení do alobalu). 

6.	Inkubujte buňky s reakční směsí po dobu 30 minut při laboratorní teplotě bez dosahu 
světla (zabalte do alobalu). 

7.	Přidejte 50 ml „stop solution“.
8.	Míchejte po dobu 1 minuty na vortexu.
9.	Změřte absorbanci při 490 nm na spektrofotometru; referenční vlnová délka by neměla 

být vyšší než 680 nm.
10.	Výpočet pro stanovení cytotoxicity: absorbance ošetřených buněk – SLR

MLA-SLR
 × 100. Takto vychází 

cytotoxicita v procentech. 

Použitelnost metodiky pro testování NM  
a souhrn nejzajímavějších výsledků

LDH analýza je poměrně často využívanou metodou pro stanovení míry cytotoxicity buněč-
ných populací vyvolané prostřednictvím NM. Její výhodou je sensitivita, která je vyšší než 
u původně užívaných metod podobného principu (XTT, MTT). Také je stabilnější a rychlejší 
než zmíněné MTT nebo XTT.1 Tato metoda není náročná na přístrojové vybavení a ve stan-
dartně vybavené laboratoři ji lze snadno použít. S výhodou je možné provést jak LDH, tak 
WST-1 analýzu najednou. U LDH testu se spotřebovává pouze část ovlivněného kultivační-
ho média, naproti tomu u WST-1 se používají ovlivněné buňky. Tímto způsobem se ušetří 
čas pro analýzu obou metod, sníží se počet buněk a výsledky obou metod je možné srovnat 
a vyhodnotit. 

Nevýhodou použití této metody může být užití bezfenolového média, které může způ-
sobovat falešnou pozitivitu (je zde tedy vhodná vyšší investice v podobě specifického typu 
kultivačního média). Navíc je nutné počítat s kultivací buněk v kultivačním médiu s obsa-
hem séra, což může být problém u buněčných linií, které se standardně kultivují v prostředí 
bez séra. Toto jsme řešili u embryonálních kmenových buněk, které se začínají diferencovat 
v přítomnosti séra v kultivačním médiu.2 Nicméně existují varianty séra, které nezpůsobují 
diferenciaci buněk. Jejich pořizovací cena je však mnohonásobně vyšší než u běžných kulti-
vačních médií. 

LDH analýza byla použita pro kvantitativní stanovení cytotoxicity tří typů NM (dva druhy 
grafenu a oxid titaničitý) vůči různým buněčným populacím (C2C12 myoblastům, myším 
embryonálním fibroblastům, plicním alveolárním epitelovým buňkám a embryonálním kme-
novým buňkám). Byla zjištěna koncentrační i časová závislost cytotoxicity u grafenů, nikoliv 
však u oxidu titaničitého. Podobné výsledky byly popsány i v publikacích Liho et al. a Zhanga 
et al.3,4
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MTT TEST (TEST CYTOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

MTT test je kolorimetrickou metodou, kterou lze kvantitativně analyzovat buněčnou viabilitu, 
proliferaci a cytotoxicitu. Metoda je založena na hodnocení metabolické aktivity zkoumaných 
buněk. Během analýzy dochází (působením mitochondriálních dehydrogenáz) ke konverzi 
ve vodě rozpustného MTT (3-/4,5-dimethylthiazol-2-yl/-2,5-difenyltetrazolium bromidu) 
na nerozpustný formazan. Schopnost přeměny MTT na formazan je vázána na metabolicky 
aktivní buňky; čím více metabolicky aktivních buněk kultura obsahuje, tím větší množství 
formazanu vzniká. Krystaly formazanu jsou následně rozpuštěny v DMSO (dimethylsulfo
xidu) a roztok je proměřován pomocí spektrofotometru. 

Podrobnější popis metodiky

Postup MTT (SigmaAldrich) cytotoxické analýzy pro zjištění vlivu grafenu na adherent-
ní linii myoblastů C2C12.
1.	 Nasaďte C2C12 myoblasty na 96jamkovou destičku (0,5 – 2 × 104 buněk/jamku), 100 ml 

kultivačního média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB). 
2.	 Inkubujte buňky po dobu 24 hodin při 37 °C a 5 % CO2. 
3.	 Odsajte médium tak, aby nebyla porušena adherovaná monovrstva buněk, a následně při-

dejte grafen, suspendovaný v požadované koncentraci (5–100 mg/ml; triplikát) v kultivač-
ním médiu. Inkubujte následujících 24–48 hodin. 

4.	 Do každé jamky pipetujte 100 ml zásobního MTT roztoku (1 g tetrazoliové soli MTT + 
200 ml PBS pufru). Hotový MTT roztok je přefiltrován a uchovává se (v objemech po 
10 ml) v mrazicím boxu při −20 °C; takto připravený roztok je možné skladovat po dobu 
6 měsíců. 

5.	 Inkubujte MTT roztok s buňkami po dobu 4 hodin při 37°C a 5 % CO2. 
6.	 Odeberte médium a přidejte 100 ml DMSO (rozpuštění formazanových krystalů).
7.	 Míchejte po dobu 10 minut na vortexu. 
8.	 Na spektrofotometru změřte absorbanci při 490 nm; referenční vlnová délka by neměla 

být vyšší než 680 nm. 

Použitelnost metodiky pro testování NM  
a souhrn nejzajímavějších výsledků

MTT analýza je poměrně často využívanou metodou kvantifikace buněčné viability. Jedná 
se o rychlou, jednoduchou a přístrojově nenáročnou metodu. Nevýhodou MTT testu je nízká 
stabilita formazanové soli a možnost interferencí v případě přítomnosti metabolicky vysoce 
aktivních buněk. Tyto buňky disponují vyšším množstvím mitochondrií a z toho plyne vyšší 
kapacita přeměny MTT na formazan. Uvedený jev zvyšuje riziko falešně pozitivních výsled-
ků. Navíc u buněk podléhajících apoptóze dochází k redukci MTT z důvodu intaktních mito-
chondrií, což se opět může odrážet na kvalitě výsledků.5 Tyto důvody vedou k postupnému 
nahrazování MTT analýzy metodami s vyšší sensitivitou (např. WST-1 a LDH). 
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MTT analýza byla zpočátku zařazena do našich experimentů s expozicemi NM (analýzy 
buněčné viability kmenových buněk). Po zjištění nižší míry validity výsledků (v porovnání 
se stabilnějšími a sensitivnějšími metodami jako bylo LDH nebo WST-1) bylo od používání 
této metody upuštěno.

GENOVÁ KVANTIFIKACE PROSTŘEDNICTVÍM RT-QPCR  
(REAL-TIME QPCR)

Teoretický základ metodiky

Informace nutné pro tvorbu funkčních proteinů jsou přenášeny z DNA na RNA a dále do pro-
cesu jejich strukturování a produkce (transkripce, translace, genová exprese). Metoda genové 
kvantifikace je založena na stanovení množství RNA. Protože RNA nemůže být stanovována 
přímo, je nutné ji nejdříve transformovat (pomocí reverzní transkriptázy) do formy, která se 
nazývá komplementární DNA (cDNA). Ta je následně amplifikována prostřednictvím genově 
specifických „primerů“ za přítomnosti interkalačních barviv (SYBR green) nebo hybridizač-
ních sond (Taqman). Hladina fluorescenčního signálu potom koreluje s mírou genové expre-
se. Metody genové kvantifikace jsou využívány pro rychlé stanovení míry genové exprese. 
Množství RNA je stanováno pomocí předem charakterizovaných „housekeeping“ genů, které 
tvoří vnitřní standard pro normalizaci hladiny genové exprese cílového genu. Real-time qPCR 
je výkonné a sensitivní zařízení pro studium malých změn genové exprese. 

Podrobnější popis metodiky

Izolace RNA 
1.	 Proveďte lýzu buněk prostřednictvím 500 μl TRI Reagent (kombinace fenolu a guanidin 

isothiokyanátu).
2.	 K lyzovanému vzorku přidejte 500 μl čistého etanolu (bez přítomnosti nukleáz).
3.	 Směs přeneste na „silica spin column“ (zde se zachytí vzorek) a po dobu 30 vteřin odstře-

ďujte při 16 000 × g společně s ependorfkou na zachycení odpadu vzorku.
4.	 Odstraňte ependorfku s odpadem a opatřit „silica spin column“ novou ependorfkou. Při-

dat 400 µl RNA „wash buffer do silica spin column“ a po dobu 30 vteřin odstřeďujte 
při 16 000 × g. Přidejte 75 µl „DNA digestion buffer“ k 5 µl „DNázy I“; obě reagencie 
promíchejte a přidejte „do silica spin column“. Natrávení DNA probíhá po dobu 15 minut 
při laboratorní teplotě. Tento krok odstraňuje genomickou DNA, která by mohla při kvan-
tifikaci vytvářet falešnou pozitivitu. 

5.	 Do „silica spin column“ přidat 400 µl „pre-wash buffer“ a po dobu 30 vteřin odstřeďujte 
při 16 000 × g.

6.	 Odstranit ependorfku s odpadem a opakovat krok 5. 
7.	 Do „silica spin column“ přidejte 700 µl „RNA wash bufferu“ a pro kompletní odstranění 

pufru odstřeďujte po dobu 2 min při 16 000 × g. Odstraňte odpadní vzorek a obsah „silica 
spin column“ přeneste do ependorfky, která je prostá nukleáz. 

8.	 Extrahujte RNA přidáním 50 µl ultračisté vody (bez přítomností nukleáz) a po dobu 
30 vteřin odstřeďujte při 16 000 × g.

9.	 Následuje syntéza cDNA (zbylá RNA je uchovávána při −80 °C).
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Syntéza cDNA
1.	 Pro cDNA syntézu použijte 500 ng RNA. 
2.	 RNA rozpusťte v ultračisté vodě (bez přítomnosti nukleáz) na výsledný objem 10 µl.
3.	 Komponenty a jejich množství pro syntézu „cDNA enzym mixu“: 
	

Komponenty Objem pro jednu reakci

10X RT buffer 2,0 µl

25X dNTP mix (100 mM) 0,8 µl

10X RT Random primer 2,0 µl

MultiScribe Reverse transcriptase enzyme 1,0 µl

Ultračistá voda 4,2 µl

Celkem 10,0 µl

4.	 10 µl cDNA mixu přidejte k 10 µl rozpuštěné RNA.
5.	 Nastavení pro cDNA syntézu:

Nastavení Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4

Teplota 25 °C 37 °C 85 °C 12 °C

Čas 10 min 120 min 5 min ∞

Real-time qPCR
1.	 Procedura „Real-time qPCR“ byla prováděna pomocí sady firmy Roche (Roche Light-

Cycler 480 SYBR Green I master mix) v přítomnosti primeru komplementárního ke zkou-
manému genu (koncentrace 400 nM). Celkový objem roztoku byl 15 µl. 

2.	 Genová exprese je vztažena k referenčnímu genu β-aktinu. Pro kvantifikaci bylo použito 
10 ng cDNA (vzorky byly analyzovány v triplikátech). 

3.	 Měření bylo prováděno na přístroji firmy BioRad CFX96 Touch s takto nastavenými para-
metry: 

Nastavení Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4 Krok 5

Teplota 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C Opakování 
kroku; 

40 cyklů

Křivka tání
(60 °C až 95 °C)

Čas 5 min 10 s 20 s 30 s
(přírůstek)

Kontinuální 
přírůstek

Použitelnost metodiky pro testování NM  
a souhrn nejzajímavějších výsledků

Výsledky metody „RT-qPCR“ mohou být ovlivňovány interferencemi NM s komponentami 
použitými v metodice. To klade velký důraz na průběžné ověřování výsledků. Některé refe-
renční geny se navíc mohou v přítomnosti NM stát nestabilními a volba stabilního referenč-
ního genu se tak stává jedním z klíčových kroků metody. 
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Obrázek 29. Analýza genové exprese různých buněk linie embryonálních myších buněk (ES) D3 linie
Poznámka: Výsledky prezentují rozdíl v genové expresi diferenciovaných ES D3 buněk a nediferencovaných ES D3 
buněk. β-aktin byl použit jako referenční gen a výsledek je po 6 dnech od začátku buněčné diferenciace. Data jsou 
vyjádřena jako průměry se směrodatnou odchylkou.

V našich experimentech jsme prostřednictvím malých molekulárních inhibitorů a LIF izo-
lovali neurální kmenové buňky z myších embryí. Kombinace CHIR99021, XAV939, LDN 
193189, SB431542 a LIF indukuje neuroektodermový potenciál v embryonálních kmeno-
vých buňkách. Tyto buňky pak exprimují neurogenní markery jako je Sox1 a Pax6, společně 
s pluripotentními markery Pou5f1, Sox2 a Nanog (Obrázek 29). Uvedené markery by mohly 
sloužit k analýze změn genové exprese vlivem expozice NM. 

XCELLIGENCE (BUNĚČNÁ PROLIFERACE, ADHEZE,  
VIABILITA, MORFOLOGIE)

Teoretický základ metodiky

Systém xCELLigence firmy Roche je elektronický systém s biosensory, které umožňují 
v reálném čase sledovat buněčnou proliferaci, adhezi, viabilitu, morfologii a kvantifikovat 
CI50 (cell index). Pro sledování tohoto „biologického statusu“ buňky není zapotřebí značení 
buněk, měří se změna elektrické impedance prostřednictvím zabudovaných mikroelektrod na 
dně speciálních destiček. Sledování těchto změn v reálném čase je umožněno prostřednictvím 
softwaru, který uživateli poskytuje možnost analyzovat data v průběhu experimentu. Jakmile 
buňky přisednou na dno jamek s mikroelektrodami, dojde ke změně CI. Jestliže buňky na 
dno jamky nepřisednou, je hodnota CI nulová; v případě adheze hodnota CI roste úměrně 
k množství adherovaných buněk. Do celkové hodnoty CI se promítá rovněž změna buněčného 
tvaru, viability a proliferace. 



202

Podrobnější popis metodiky

Protokol pro RTCA DP systém xCELLigence pro zjištění vlivu grafenu firmy na adhe-
rentní linii myoblastů C2C12

Poznámka: Je nutné dobře promyslet rozložení destičky (layout). Každá destička má 16 jamek, 
každá pojme až 200 ml kultivačního média s buňkami. Důležité je předem nastavit paramet-
ry experimentu (měření všech destiček najednou nebo separátně, počet buněk v jedné jamce, 
koncentrace NM, čas přidání NM, doba měření a počet sweeps za hodinu/minutu). Důležitá je 
informace o čase, ve kterém buňky dosáhnou fáze „plató“. V této fázi je vhodné přidávat NM. 

1.	 Nasaďte C2C12 myoblasty na destičku pro RTCA DP systém (100–1500 buněk/jamku) 
ve 100 ml kultivačního média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB). 

2.	 Inkubujte buňky po dobu 24 hodin při 37 °C a 5 % CO2. 
3.	 Připravte média s  různými koncentracemi grafenu (5–100 mg/ml; triplikát). Přidejte 

100 ml kultivačního média s grafenovou suspenzí na destičku. Nedoporučujeme zcela 
odsát původní kultivační médium a přidat nové médium s NM: dochází pak k porušení 
adherované monovrstvy, což má za následek změnu CI. 

4.	 Inkubujte následujících 24–48 hodin. 
5.	 Vyhodnoťte plot a hodnoty CI. 

Použitelnost metodiky pro testování nanočástic  
a souhrn nejzajímavějších výsledků

Na rozdíl od běžně dostupných testů (WST-1, LDH, XTT a MTT) není xCELLigence rozšíře-
nou metodou pro sledování buněčné proliferace a cytotoxicity. Hlavním důvodem jsou vyšší 
investice do přístrojového vybavení a do destiček s mikroelektrodami, které lze použít pouze 
jedenkrát. Na druhou stranu metoda xCELLigence umožňuje zachycování širokého spektra 
změn v buněčné viabilitě, proliferaci, adhezi a morfologii v reálném čase a není omezena tak 
jako klasické „end-point“ analýzy. 

Sledování viability a adheze buněk metodou xCELLigence jsme použili pro zhodnocení 
cytotoxického vlivu tří typů NM (dvou druhů grafenu a oxidu titaničitého) na různé buněč-
né linie (C2C12 myoblasty, plicní alveolární epitelové buňky a embryonální kmenové buň-
ky). Byla zjištěna koncentrační i časová závislost cytotoxicity (snížení viability) u grafenů, 
nikoliv však u oxidu titaničitého. Monitorování biologického statusu buněk bylo použito 
i v jiných studiích, které zkoumaly potenciálně toxický vliv NM na buněčné kultury (Kvako- 
va et al.).6

HISTOLOGICKÁ ANALÝZA 

Teoretický základ metodiky

Techniky histologické analýzy se používají pro sledování mikroskopické morfologie tká-
ní a orgánů ve fyziologickém stavu nebo po ovlivnění exogenními či endogenními faktory 
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(změny prostorového uspořádání). Vzorky orgánu či tkáně mohou být odebrány z živého 
(biopsie) či neživého (nekropsie) organismu. Zvláštní formou je peroperační biopsie, která 
se provádí během chirurgického výkonu. Odebraný vzorek je v co nejkratší době fixován 
(prevence autolytických procesů) a zpracován do podoby zmrazeného řezu. Takto zhotovený 
řez je připraven k okamžitému vyhodnocení, což umožňuje sdělit operátorovi během výkonu, 
zda se jedná o vzorek ve fyziologickém či patologickém stavu. 

Podrobnější popis metodiky

Postup histologického zpracování orgánů po intratracheální a perorální expozici myší 
C57Bl/6 nanočásticím grafenu: 
1.	 Po expozici nanočásticím grafenu byly myši usmrceny letální dávkou isofluranu. Násled-

ně byly odebrány orgány (plíce, srdce, žaludek, tenké střevo, játra a ledviny).
2.	 Orgány byly fixovány 10% formalínem (tímto procesem dochází k denaturaci bílkovin, 

která inhibuje aktivitu autolytických enzymů, jež by v případě aktivace poškodily morfo-
logii orgánu či tkáně) po dobu 3–4 dnů (délka fixace je úměrná velikosti a komplexnosti 
orgánu). 

3.	 Po fixaci byly orgány dehydratovány vzestupnou alkoholovou řadou (60–100% etanol) 
a prosyceny xylenem ve tkáňovém automatu (autotechnikonu). 

4.	 Orgány byly zality do roztaveného parafínu. Ztuhnutím vznikl parafínový bloček připra-
vený pro krájení řezů. 

5.	 Z parafínového bločku byly na mikrotomu nakrájeny řezy o tloušťce 5 µm. Řezy byly 
přeneseny na podložní sklo potažené želatinou, která usnadňuje přilnutí řezu na povrch 
skla. 

6.	 Před obarvením byly řezy odparafinovány a  hydratovány v  roztocích Ottix plus 
(2 × 7 minut) a Ottix shaper (2 × 7 minut). Řezy byly opláchnuty destilovanou vodou 
a obarveny hematoxylinem, který obarvuje bazofilní struktury orgánu (například jádro či 
drsné endoplazmatické retikulum). V hematoxylinu byly řezy barveny 3–10 minut (délka 
barvení závisí na čerstvosti a typu hematoxylinu) a poté oplachovány zhruba 10 minut 
pod tekoucí vodou. Dobarvení eosinofilních struktur (cytoplazmy a mitochondrií) bylo 
provedeno za použití eosinu; řezy byly barveny po dobu 3–5 minut (doba barvení se odvíjí 
od čerstvosti eosinu). 

7.	 Obarvené řezy byly dehydratovány v roztocích Ottix shaper a Ottix plus a zamontovány 
montovacím mediem DPX, které umožňuje dlouhodobé uchovávání histologických pre-
parátů. 

Použitelnost metodiky pro testování nanomateriálů (NM) 
a souhrn nejzajímavějších výsledků

Histologické zpracování je rutinní záležitostí, které je používáno ve všech histologických 
laboratořích. Metody se liší v roztocích, které jsou používány pro přípravu preparátů. Vedle 
standardní přípravy obarvených tkáňových řezů lze provést také imunohistochemické detekce 
antigenů v tkáni.7 Výhodou parafínových řezů je možnost dlouhodobého skladování, barve-
ní širokou škálou metod a zachování morfologie orgánů. Při nešetrné fixaci může docházet 
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Obrázky 30. Histopatologická analýza plicní tkáně 
po chronické intratracheální expozici nanočásticím 
grafenu (21 dní). (A) Kontrolní vzorek bez  
morfologických změn; (B) šipky označují místa  
alveolárního ztluštění; (C) hvězdičky označují  
místa vyplavení erytrocytů do intersticia plic  
(měřítko 50 µm, barveno hematoxylin-eosinem).

Obrázky 31. Histopatologická analýza srdeční tkáně po chronické intratracheální expozici (21 dní).  
(A) Kontrolní vzorek bez morfologických změn; (B) šipky označují místa akumulace grafenových nano
částic ve vazivu endokardu (měřítko 50 µm (A) a 20 µm (B), barveno hematoxylin-eosinem).

A B

k porušení antigenních epitopů, což znesnadňuje imunohistochemickou analýzu. Chyby při 
alkoholovém odvodnění mohou mít za následek svraštění tkáně a tvorbu artefaktů. 

Histologická analýza byla použita pro zhodnocení vlivu intratracheální a perorální expozi-
ce nanočásticím grafenu na tkáně myší kmene C57Bl/6. Byly použity dvě expoziční koncen-
trace (5 a 50 mg/ml) v akutní, subakutní a chronické formě expozice. Orgány byly odebírány 
po 1, 7 a 21 dnech expozice. Akutní ani subakutní forma expozic (intratracheálních i perorál-
ních) neměla na morfologii orgánů žádný vliv. Vlivem chronické intratracheální expozice 
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došlo ke ztluštění alveolárních stěn (zřejmě v důsledku zánětlivé reakce) a k vylití erytrocytů 
do intersticiální plicní tkáně. V srdci byla zjištěna kumulace malých depozit grafenových 
částic ve vazivu endokardu (Obrázky 30 a 31). Nepozorovali jsme však kumulaci těchto částic 
v plicní tkáni, tak jak to uvádějí jiní autoři.8,9

Odborná literatura popisuje změny morfologie orgánů po perorální expozici grafenu.10–12 
V našem (výše uvedeném) experimentu jsme však žádné orgánové morfologické změny nena-
lezli. Důvodem by mohly být nízké expoziční koncentrace (v našem experimentu), jejichž 
negativní účinek byl eliminován adaptačními a reparačními mechanismy organismu (přijetí 
xenobiotika bez vyvolání zánětlivých či morfologických změn). 

TRANSMISNÍ ELEKTRONOVÁ MIKROSKOPIE

Teoretický základ metodiky

Transmisní elektronová mikroskopie (TEM) umožňuje vizualizovat NM a identifikovat jejich 
lokalizaci v buňkách (in vitro) nebo ve tkáních laboratorních zvířat (in vivo). Po fixaci a zali-
tí biologických vzorků (exponovaných buněk nebo vzorků tkání) do pryskyřice jsou nej-
dříve připravovány polotenké řezy, které lze analyzovat ve světelném mikroskopu. Tak lze 
vyhledat oblasti řezu vhodné pro vyšetření v TEM. Následně jsou zhotovovány ultratenké 
řezy o tloušťce 50–60 nm. TEM pracuje na principu prozáření ultratenkého řezu svazkem 
urychlených elektronů. Některé elektrony řezem procházejí bez ovlivnění, u jiných dochází 
k interakcím s atomy a k jejich rozptylu. Výsledný obraz vzniká na fluorescenčním stínítku. 
Zvětšení a rozlišení dosahovaná TEM poskytují možnost pozorovat částice o rozměru něko-
lika nanometrů.   

Podrobnější popis metodiky

Postup zpracování buněčných kultur a jejich vyšetření v TEM
1.	 Fixace buněk je prováděna ve dvou krocích. Nejdříve jsou buňky fixovány 3% glutaral-

dehydem v 0,1 M kakodylátovém pufru (pH 7,2; Sigma) při laboratorní teplotě po dobu 
3 hodin. Po oplachu v 0,1 M kakodylátovém pufru jsou buňky „dofixovány“ 1% oxidem 
osmičelým v 0,1 M kakodylátovém pufru při laboratorní teplotě po dobu 1 hodiny. Násle-
duje intenzivní oplach v 0,1 M kakodylátovém pufru. Fixace buněk se provádí přímo 
v kultivačních nádobkách.  

2.	 Po fixaci jsou buňky dehydratovány etanolem (vzestupnou řadou 50%, 75%, 96% a 100%) 
a propylenoxidem a infiltrovány směsí pryskyřic Epon 812 a Durcupan ACM (Sigma). Po 
infiltraci jsou buňky zality do želatinových kapslí. Pryskyřice se nechá polymerovat po 
dobu 3 dnů při 60 °C za vzniku bločku. 

3.	 Na ultramikrotomu (Ultrotome Nova, LKB, Švédsko) se z bločků krájí ručně zhotoveným 
skleněným nožem polotenké řezy o tloušťce 0,5 nebo 1 µm, které jsou přeneseny na skle-
něné podložní sklíčko, obarví se toluidinovou modří a pozorují ve světelném mikroskopu. 
Na polotenkém řezu se identifikuje oblast vhodná pro vyšetření v transmisním elektrono-
vém mikroskopu. Poté se bloček zmenší (aby se zredukovala plocha řezu), přičemž oblast 
zájmu zůstává zachovaná. 
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4.	 Na ultramikrotomu jsou následně z bločku diamantovým nožem krájeny ultratenké řezy 
o tloušťce 50 až 60 nm. Ty jsou přeneseny na speciální měděné nebo niklové síťky, které 
jsou potažené „formvarovým“ filmem a „naprášené“ uhlíkem. Pro zvýšení kontrastu se 
ultratenké řezy dobarvují (kontrastují) uranyl acetátem a citrátem olovnatým. 

5.	 Ultratenké řezy jsou analyzovány v TEM JEOL JEM 1400Plus při 120 kV. Výsledné obra-
zy jsou nasnímány integrovanou 8Mpix CCD kamerou a zpracovány pomocí softwaru 
TEM Center (Ver. 1.7.3.1537, JEOL, Japonsko).

Použitelnost metodiky pro testování NM

TEM umožňuje identifikaci a charakterizaci tvaru a velikosti NM v buňkách kultivovaných 
v prostředí in vitro nebo ve tkáních exponovaných laboratorních zvířat. TEM je jedinou 
metodou, která poskytuje přesné informace o nativních (neznačených) NM v buněčných 
kompartmentech (například v cytosolu, mitochondriích, autofagozomech nebo v jádře). Je 
velmi vhodná pro elektrondenzní anorganické NM, jako je například TiO2, nicméně i nano-
částice grafenu dosahují dostatečného kontrastu nezbytného k jejich vizualizaci. Obecnými 

Obrázky 32. Buňky linie A549 exponované nanočásticím TiO2 v kultivačním médiu s přídavkem fetálního 
bovinního séra (A, B) a bez přídavku fetálního bovinního séra (C, D)
Poznámka: mitochondrie (m), tuková kapénka (Id), jádro (n); měřítko A, B, D 1 µm, C 5 µm.
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nevýhodami TEM je časová i finanční náročnost a nutnost specializovaného pracoviště 
s vyškolenými pracovníky.

Mezi metodické problémy analýzy biologických vzorků s NM patří (1) používání dia-
mantového nože při krájení ultratenkých řezů a (2) kontrastování ultratenkých řezů. Při krá-
jení ultratenkých řezů biologických vzorků s internalizovanými NM dochází k poškozování 
ostří diamantového nože. Vzhledem k tomu, že broušení diamantového nože je finančně vel-
mi nákladné, nabízí se alternativa krájení ultratenkých řezů ručně zhotoveným skleněným 
nožem. Řezy nakrájené skleněným nožem jsou však většinou silnější, což vede ke snížení 
kvality obrazu. 

Kontrastování ultratenkých řezů má někdy za následek tvorbu artefaktů, které mohou 
být při pozorování v TEM chybně považovány za NM. Identifikace nanočástic TiO2 je díky 
jejich charakteristickému tvaru a velikosti jednoznačná i na kontrastovaných ultratenkých 
řezech. Naproti tomu nanočástice grafenu se v buňkách obvykle částečně shlukují a mohou 
připomínat výše zmíněné artefakty. Při pochybnostech je možné kontrastování řezů vynechat. 
Tím sice dojde ke snížení kvality kontrastu obrazu, ale zabrání se chybnému vyhodnocení.

Souhrn nejzajímavějších výsledků 

TEM potvrdila internalizaci nanočástic TiO2 (P25 disperze) buňkami linie A549 po expozici 
v kultivačním médiu s přídavkem fetálního bovinního séra (Obrázky 32 A, B) a bez přídavku 
fetálního bovinního séra (Obrázek 32). Nanočástice TiO2 se vyskytovaly v cytoplazmě buněk, 
především ve váčcích tvořených biomembránou. Na volném povrchu buněk, který byl v kon-
taktu s kultivačním mediem, se nacházely štíhlé cytoplazmatické výběžky, v jejichž blízkosti 
se nanočástice TiO2 akumulovaly.13

TEM potvrdila internalizaci dvou typů nanočástic grafenu (z Trinity College Dublin, 
Irsko, a od firmy PlasmaChem) buňkami linie A549 po krátkodobé (48 h) i dlouhodobé (osmi-
týdenní) kultivaci. V experimentu byly použity tři koncentrace grafenů. Většina buněk linie 
A549, exponovaných nanočásticím grafenu firmy PlasmaChem (o koncentraci 30 µg/ml) 

Obrázek 33. Buňky linie A549 exponované nanočásticím grafenu (z firmy PlasmaChem) po krátkodobé 
(A) a dlouhodobé (B) kultivaci
Poznámka: mitochondrie (m), jádro (n); měřítko A 1 µm, B 2 µm.
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po dobu 48 hodin, grafenové nanočástice internalizovala. Ve většině případů byly kumulo-
vány v membránových váčcích, menší volné shluky byly pozorovány v cytoplazmě. Váčky 
s nanočásticemi se vyskytovaly nejčastěji v blízkosti volného povrchu buněk. Po dlouhodo-
bé kultivaci (při zachování shodné koncentrace) se nanočástice grafenu nacházely výhradně 
v membránových váčcích, které dosahovaly větších rozměrů, než tomu bylo po krátkodobé 
kultivaci. Tyto váčky se vyskytovaly ve všech oblastech cytoplazmy (Obrázek 33).14

LITERATURA

1.	Wörle-Knirsch JM, Pulskamp K, Krug HF. Oops They Did It Again! Carbon Nanotubes Hoax 
Scientists in Viability Assays. Nano Lett. 2006;6(6):1261–1268. doi:10.1021/nl060177c.

2.	Balbasi E, Guven G, Terzi Cizmecioglu N. Mouse Embryonic Stem Cell Culture in Serum-Contai-
ning or 2i Conditions. Methods Mol Biol. 2022;2520:275–294. doi:10.1007/7651_2021_438. 

3.	Li Y, Liu Y, Fu Y et al. The Triggering of Apoptosis in Macrophages by Pristine Graphene Through 
the MAPK and TGF-beta Signaling Pathways. Biomaterials. 2012;33(2):402–411. doi:10.1016/j.
biomaterials.2011.09.091.

4.	Zhang Y, Ali SF, Dervishi E et al. Cytotoxicity Effects of Graphene and Single-Wall Carbon Nano-
tubes in Neural Phaeochromocytoma-Derived PC12 Cells. ACS Nano. 2010;4(6):3181–3186. 
doi:10.1021/nn1007176.

5.	Grela E, Ząbek A, Grabowiecka A. Interferences in the Optimization of the MTT Assay for Viability 
Estimation of Proteus mirabilis. Avicenna J Med Biotechnol. 2015;7(4):159–167. 

6.	Kvakova M, Stroffekova K, Stofilova J et al. Toxicological Evaluation of Fluorescent 11-Mercap-
toundecanoic Gold Nanoclusters as Promising Label-Free Bioimaging Probes in Different Cancer 
Cell Lines. Toxicol In Vitro. 2021;73:105140. doi:10.1016/j.tiv.2021.105140.

7.	Mokrý J. Versatility of Immunohistochemical Reactions: Comprehensive Survey of Detection Sys-
tems. Acta Medica (Hradec Kralove). 1996;39(4):129–140. 

8.	Gao H, Hammer T, Zhang X et al. Quantifying Respiratory Tract Deposition of Airborne Graphene 
Nanoplatelets: The Impact of Plate-Like Shape and Folded Structure. NanoImpact. 2021;21:100292. 
doi:10.1016/j.impact.2021.100292.

9.	Kim JK, Shin JH, Lee JS et al. 28-Day Inhalation Toxicity of Graphene Nanoplatelets in Sprague-
-Dawley Rats. Nanotoxicology. 2016;10(7):891–901. doi:10.3109/17435390.2015.1133865.

10.	Chang Y, Yang ST, Liu JH et al. In Vitro Toxicity Evaluation of Graphene Oxide on A549 Cells. 
Toxicol Lett. 2011;200(3):201–210. doi:10.1016/j.toxlet.2010.11.016.

11.	Shin JH, Han SG, Kim JK et al. 5-Day Repeated Inhalation and 28-Day Post-Exposure Study of 
Graphene. Nanotoxicology. 2015;9(8):1023–1031. doi:10.3109/17435390.2014.998306.

12.	Wang K, Ruan J, Song H et al. Biocompatibility of Graphene Oxide. Nanoscale Res Lett. 2011;6(1):8. 
doi:10.1007/s11671-010-9751-6.

13.	Bacova J, Knotek P, Kopecka K et al. Evaluating the Use of TiO2 Nanoparticles for Toxicity Testing 
in Pulmonary A549 Cells. Int J Nanomedicine. 2022;17:4211–4225. doi:10.2147/IJN.S374955.

14.	Šestáková B, Schröterová L, Bezrouk A et al. The Effect of Chronic Exposure of Graphene Nano-
plates on the Viability and Motility of A549 Cells. Nanomaterials. 2022;12(12):2074. doi:10.3390/
nano12122074.



209

METODIKY ÚSTAVU KLINICKÉ 
IMUNOLOGIE A ALERGOLOGIE 
(ÚKIA, Fakultní nemocnice Hradec Králové)  
ve spolupráci s Výzkumným ústavem veterinárního 
lékařství, v. v. i. (VÚVeL)

PŘÍPRAVA SUSPENZE NANOMATERIÁLŮ  
PRO TESTOVÁNÍ IMUNOTOXICITY 

Před vlastním testováním biologických účinků musí být veškeré nanomateriály (NM) řád-
ně charakterizovány a převedeny do takové suspenze, aby nedocházelo k nadmíře agregace 
a aby samotné suspenzní médium neovlivňovalo viabilitu a aktivační stav modelových buněk. 
Ideální je suspenze ve vodě nebo v biokompatibilním pufru (např. PBS). V případě hydro-
fobních NM je nutné přistoupit ke stabilizaci různými detergenty. Vhodné jsou detergenty, 
které se neváží kovalentně (např. sodná sůl kyseliny cholové), případně proteiny. Je proto 
důležité, aby příprava suspenze vycházela ze spolupráce s materiálovými fyziky a chemiky, 
kteří zajišťují správnou fyzikálně-chemickou charakterizaci a hodnocení stability NM a NP 
v zásobních suspenzích. Detailní postup přípravy a charakterizace nemodifikovaných grafe-
nových plátků (GP) a karbonových nanotrubic (MWCNT) lze najít v publikaci Švadlákové 
et al. z roku 2020.1

Příklad
Ukázka úvodní optimalizace suspenze nemodifikovaných GP 
(úvodní měření, porovnání hodnot)
Hodnocení stability suspenze probíhalo na základě hodnot hydrodynamického průměru 
(Z-average), hodnot polydisperzního indexu (PdI) získaných na základě měření dynamické-
ho rozptylu světla DLS a hodnot Zeta-potenciálu (ζ). Výsledky Z-average byly porovnávány 
s transmisní elektronovou mikroskopií (hodnoty získané pomocí DLS v případě planárních 
částic bývají spíše orientační).

GP1 (Plasmachem):
Velikost (laterální dimenze): ≤ 2 µm
Tloušťka: 1–4 nm 

Přístrojové vybavení: analytické váhy s ionizérem (Ohaus), tyčový sonikátor (QSonica 700/
Bandelin), Zetasizer Nano-Ultra (Malvern Panalytical Ltd)
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Příprava (Tabulka 8):
1.	 Navážení, cca 200 µg /ml 0,25 % cholátu sodného v destilované vodě.
2.	 Sonikace 30 min, pulzy 1 s on / 1 s off – amplituda 75 %, tyčový sonikátor.
3.	 Rozdělení do vialek (každá ředěna jiným rozpouštědlem) a měření DLS.

Tabulka 8. Hodnoty Z-average a PdI pro reakční složky suspenze GP

Z-average

0,25% cholát 186,5_PdI 0,203 – – 25 °C

Ředěno do: 0 h 20 h 96 h Teplota m.

voda filtr. 198,4_PdI 0,226 187,7_PdI 0,215 179,4_PdI 0,213 37 °C

10% FBS 264,4_PdI 0,250 247,7_PdI 0,221 210,6_PdI 0,226 37 °C

PBS 239,7_PdI 0,235 1173_PdI 0,529 2602_PdI 0,438 37 °C

RPMI 1640 227,9_PdI 0,214 767,9_PdI 0,422 1125_PdI 0,354 37 °C

Titrace koncentrace cholátu (Tabulka 9):
1.	 Příprava 250 µg/ml suspenze GP, rozdělení do vialek s rozdílnými koncentracemi cholátu.
2.	 Sonikace každé vialky 30 min, pulzy 1 s on / 1 s off – amplituda 75 %, tyčový sonikátor.
3.	 Měření DLS, kontrola pohledem na přítomnost agregátů.

Tabulka 9. Hodnoty Z-average a PdI pro různé koncentrace cholátu

Z-average

Koncentrace cholátu (%) 0 h 20 h

0,001 - 786,4_PdI 0,936

0,005 205,5_PdI 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 PdI 0,017

0,02 244_PdI 0,006 196_PdI 0,347

Okem pozorovatelné agregáty rychle klesají ke dnu, zejména následující den, proto byla 
vybrána koncentrace 0,02 %.

Měření ζ-potenciálu (porovnání různých rozpouštědel) (Tabulka 10):
1.	 Příprava 250 µg/ml suspenze GP v různých detergentech (cholát, triton) nebo ve fosfátu.
2.	 Sonikace 30 min, pulzy 1 s on / 1 s off – amplituda 75 %, tyčový sonikátor.
3.	 Měření.



211

Tabulka 10. Hodnoty ζ-potenciálu v závislosti na rozpouštědle a Z-average

Suspenze GP, 250 µg/ml ve Z-average 
(nm)

ζ-potenciál 
(mV)

H2O bez cholátu 942,5 −31,00

0,25% cholát, dále 5× ředěné – −30,40

0,25% cholát, dále 3× centrifugace 20 000 × g 5min, 5× ředěné 119,9 −27,30

5mM fosfátu 800,3 −31,90

5mM fosfátu, dále centrifugace 1000 × g 10 min, supernatant 486,6 −35,80

5mM fosfátu + 0,125 % cholátu, dále 10× ředěné fosfátem 166,6 −40,70

5mM fosfátu + 0,125 % cholátu, dále ředěné kys. pH 2,5 – −5,49

5mM fosfátu + 0,02% Triton X 100, dále ředěno 10× fosfátem 320,2 −37,70

0,125% cholát +0,1% BSA, dále centrifugace Air-fuge 3 × 30 min, 
peleta 212,5 −33,30

0,02% cholát, dále ředěno 2× čistým RPMI bez FBS 754,6 −30,30

0,02% cholát, dále ředěno 2× plným RPMI bez FBS 1012,0 −23,80

ředěno 2× plným RPMI bez FBS ale s 0,1% BSA 768,1 −23,50

0,02% cholát, dále ředěno 2× plným RPMI + 10% FBS 226,3 −10,80

Suspenze grafenu pro následující testování buněk (Tabulka 11):
1.	 Příprava 250 µg GP na 1 ml 0,02% cholátu.
2.	 Sonikace, pulzy 1 s on / 1 s off – amplituda 65 %, tyčový sonikátor.
3.	 Sterilizace autoklávem, 121 °C, 20 min (dle měření nemá vliv).
4.	 Naředění 1:1 s plným RPMI + 10% FBS.
5.	 Měření.

Tabulka 11. Hodnoty ζ-potenciálu v závislosti na rozpouštědle a Z-average

Suspenze GP
Z-average 

(nm)
ζ-potenciál 

(mV)

v 0,02% cholátu, dále 2× ředěno H2O 175,5 −33,3

v 0,02% cholátu, dále ředěno 1:1 pln. RPMI + 10 % FBS 212,8 −9,35

po expozici (50 µg/ml) 196,5 −6,95
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TESTOVÁNÍ BIOLOGICKÉ KONTAMINACE SUSPENZÍ NM

Hodnocení kontaminace zásobní suspenze NM by mělo předcházet veškerému testování 
imunotoxicity a obecně toxicity. Přestože suspenze nemusí být nutně kontaminovány celými 
mikroorganismy, často se na jejich površích nacházejí jejich části, jako je například lipopo-
lysacharid (LPS), který patří mezi nejběžnější kontaminace výzkumných laboratoří. Jeho 
přítomnost prokazatelně ovlivňuje jak pohlcování nanočástic (například makrofágy), tak 
i výslednou imunitní odpověď. Logicky tak dochází ke zkreslení a k chybné interpretaci 
výsledků.

Nejčastěji používaný test na hodnocení přítomnosti LPS je LAL (Limulus Amoebocyte 
Lysate), který ovšem často s nanomateriály interferuje. LAL test je založen na LPS-induko-
vané koagulační kaskádě vedoucí k tvorbě gelové sraženiny. Bylo však zjištěno, že napří-
klad oxidované karbonové NM adsorbují přítomný zymogen, což vede k aktivaci koagulace 
i v nepřítomnosti LPS. Jiná alternativa je založena na nepřímém průkazu LPS pomocí detekce 
TNF-α, produkovaného primárními lidskými makrofágy v přítomnosti nebo nepřítomnosti 
polymyxinu B, inhibitoru LPS.2 Tento test je však omezen cytotoxickým potenciálem testo-
vaných nanomateriálů. Další alternativou je využití specifických reportérových buněčných 
linií citlivých na toll-like receptor (TLR) agonisty, jakým je právě LPS.

Buněčná esej – TLR

Esej využívá reportérové buněčné linie vycházející z HEK293 (human embryonic kidney 
carcinoma), které mají vnesený gen pro sekretovanou alkalickou fosfatázu (AP). Gen je navá-
zaný na signální dráhu NF-κB, která je výlučně spojena s konkrétním TLR (v našem případě 
TLR4 nebo TLR2). Po navázání příslušného agonisty dochází k aktivaci a produkci AP do 
supernatantu, kde je detekována médiem, které v přítomnosti AP modrá. Výsledná absorbance 
je přímo úměrná hladině agonisty (například LPS nebo peptidoglykanů).

Příklad
Postup stanovení LPS v suspenzích nanomateriálů
1.	 HEK-Blue™-4 (150 μl, Invivogen) se v bezfenolovém médiu (DMEM, 10 % FBS s níz-

kým obsahem endotoxinu, 2 mM glutamin, antibiotika) nasadí do 96jamkové kultivační 
destičky (5 × 104 buněk/jamka) a inkubují se 20–24 hodin při 37 °C a 5 % CO2 s 50 μl 
vzorků GP, MWCNTs nebo TiO2. Používají se nejvyšší pracovní koncentrace, případně 
nejvyšší necytotoxické koncentrace, které by měly spadat do testovaného koncentrační-
ho rozmezí při vlastním hodnocení imunotoxicity. Buňky bez expozice (přidání pouze 
DMEM) a buňky kultivované s ultra čistým lipopolysacharidem (LPSup, 100 ng/ml) slouží 
jako kontroly.

2.	 Destička se odstředí při 1000 × g, 10 min a 20 μl supernatantu se přenese do nové 96jam-
kové destičky.

3.	 K supernatantům se přidá 180 μl detekčního média a destička se nechá 30 minut až 3 hodi-
ny (průběžně kontrolujeme zbarvení) inkubovat při 37 °C a 5 % CO2.

4.	 Výsledná absorbance je měřena na destičkovém spektrofotometru (readeru) při vlnové 
délce 630 nm proti referenční vlnové délce 750 nm, která se odečítá.
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Obrázek 34. Výsledky testování biologické kontaminace testovaných suspenzí NM. Hodnocení aktivace 
HEK-Blue™-4
Poznámka: Data jsou prezentována jako medián s 95 % CI; *** p < 0,001; ** p < 0,01 (statistická významnost ve 
srovnání s neexponovanou kontrolou DMEM).

U TLR (i LAL) testu je nutné kontrolovat možné interference a je nutné, aby testova-
né NM nebyly pro HEK toxické. Limitací je i nutnost použití FBS s certifikovaným ultra 
nízkým endotoxinem, což dělá metodu více finančně náročnou. Na druhou stranu se jedná 
o velmi citlivou metodu (0,01 EU/ml). Zároveň lze hodnotit i absenci nespecifických interakcí 
s konkrétními TLR receptory. V případě pozitivní odpovědi je nutné doplnit metodu jinou 
alternativou. 

Dostupné různé varianty TLR buněk nabízí možnost hodnocení většího počtu možných 
kontaminantů. V případě HEK-Blue™-4 lze metodu i kvantifikovat pomocí koncentrační 
řady standardního LPS. Pomocí HEK-Blue™-4 a HEK-Blue™-2 (Invivogen) byla průběžně 
kontrolována sterilita všech testovaných suspenzí NM. Pomocí buněk byla pozitivní odpověď 
nalezena pouze u SiO2 nanovláken, které byly na základě toho z testování imunotoxicity na 
monocytech a makrofázích vyřazeny (Obrázek 34).

Hodnocení imunotoxicity

Imunotoxicita představuje negativní (toxický) vliv daného faktoru na imunitní systém. Obec-
ně zahrnuje cytotoxické, imunosupresivní a imunostimulační reakce. Hlavním projevem imu-
notoxického působení je zánět.
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Hodnocení cytokinů jako mediátorů zánětu

Akutní zánět je komplexní obranná reakce organismu na narušení vnitřního prostředí. Za 
fyziologických podmínek odeznívá bez následků. Jestliže dojde k selhání regulačních mecha-
nismů nebo přetrvává-li stimulační agens v organismu, přechází akutní zánět do chronického 
zánětu. Dlouhodobě přetrvávající chronický zánět je patologický proces, který může vyústit 
v nevratné poškození tkání, rozvrat imunitních funkcí a nádorové bujení. Mezi klíčové mediá
tory zánětu jsou řazeny cytokiny a zejména interleukiny (IL), signální molekuly (obvykle 
polypeptidy a proteiny) produkované imunokompetentními, ale i epitelovými či endoteliál-
ními buňkami. 

Na základě stanovení jejich hladiny v plazmě a séru (potažmo v supernatantech) lze hod-
notit prozánětlivý nebo protizánětlivý stav. Klíčovými buňkami v procesu zpracování a eli-
minace NM jsou profesionální fagocyty. Jedná se o monocyty cirkulující v krvi a z nich 
diferencované makrofágy a tkáňové (rezidentní) makrofágy. Z toho důvodu je pro testování 
imunotoxicity in vitro vhodné používat (jako buněčný model) právě tyto buňky, případně 
jejich varianty. Při použití nádorových linií je vhodné doplnit měření na více typech buněk 
nebo lépe na primárních buňkách. 

ELISA

Enzymová imunosorbční analýza (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) je standard-
ní metoda využívaná ke stanovení protilátek nebo antigenů, včetně interleukinů, v biologic-
kém vzorku. Principem je specifická interakce antigenu a protilátky, přičemž jeden z této 
dvojice nese kovalentně navázaný enzym (nejčastěji peroxidázu nebo alkalickou fosfatázu). 
Enzym katalyzuje chemickou přeměnu bezbarvého substrátu, který je přidán do reakční smě-
si, na barevný produkt. V případě klasické sendvičové ELISA je pak výsledná absorbance 
barevného produktu přímo úměrná koncentraci testovaného cytokinu.

Příklad
Postup stanovení hladiny IL-10 v supernatantu metodou sendvičové ELISA (Quantikine, 
Biotechne) u primárních monocytů exponovaných uhlíkovým NM a následně teplem usmrce-
ným bakteriím; sledování modulačního účinku NM na reaktivitu vůči bakteriím:
1.	 Sebrané supernatanty je nutné stočit při 300 × g, 5 min, aby se odstranily buňky (v našem 

případě i nepohlcené bakterie), a přenést do nových zkumavek. Pokud jsou stále pří-
tomné nanočástice, které by mohly interferovat s metodou, je nutné je znovu stočit při 
10 000 × g, 10 min.

2.	 Výsledné supernatanty lze rovnou použít nebo případně uschovat zamrazením při −80 °C 
(IL-10 lze ponechat i při 4 °C cca po dobu tří týdnů).

Další postup vychází z protokolu výrobce:
3.	 Všechny reagencie včetně 96jamkové destičky se dle pokynů temperují na laboratorní 

teplotu (21 °C), případně se upraví dle pokynů.
4.	 Do čistých polypropylenových vialek se připraví kalibrační řada standardů postupným 

(dvojkovým) ředěním. Poslední (osmá) vialka, obsahující pouze pufr/rozpouštědlo, slouží 
jako standard o nulové koncentraci.
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5.	Testované vzorky se předem pětkrát naředí (nutné předem ověřit) pomocí ředícího pufru.
6.	Připravené standardy a testované ředěné vzorky jsou aplikovány (200 μl) do 96jamkové 

destičky, která se zalepí přiloženou fólií a nechá se 2 hodiny inkubovat při laboratorní 
teplotě.

7.	Všechny jamky se odsají a třikrát promyjí (300 μl) promývacím pufrem pomocí promý-
vačky, případně multikanálové pipety. Po posledním promytí se destička důkladně (ale 
krátce) vyklepe proti buničině (nesmí zcela vyschnout).

8.	Do všech jamek se napipetuje 200 μl konjugátu a destička zalepená novou fólií se nechá 
1 hodinu inkubovat.

9.	Promytí jako v bodě 7.
10.	Do všech jamek se napipetuje 200 μl substrátu a destička zalepená novou fólií se nechá 

inkubovat ve tmě, kdy se příležitostně kontroluje vznikající modré zbarvení (max 
30 minut).

11.	Do všech jamek se přidá STOP roztok (50 μl).
12.	Výsledná absorbance se odečítá pomocí spektrofotometru (readeru) při 450 nm proti 

570 nm jako referenční vlnové délce.
13.	Koncentrace se vypočítá pomocí hodnot kalibrační řady standardu.

Ukázka výstupu měření (Tabulka 12; Obrázek 35):

Tabulka 12. Hodnoty absorbance kalibrační křivky (sloupec 1) a vzorků

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 2,405 2,45 2,436 2,643 0,810 0,888 1,022 Delta

B 1,251 1,571 1,516 1,792 0,503 0,473 0,487 Delta

C 0,617 2,105 2,39 2,499 0,828 0,576 0,778 Delta

D 0,327 1,208 1,411 1,122 0,282 0,281 0,395 Delta

E 0,173 2,133 2,126 2,22 0,025 0,024 0,025 Delta

F 0,094 1,628 1,202 1,427 0,026 0,024 0,026 Delta

G 0,050 1,853 1,896 1,904 0,027 0,027 0,028 Delta

H 0,020 1,256 1,495 1,274 0,022 0,022 0,023 Delta

ELISA je nejvíce využívanou metodou ke stanovení hladiny cytokinů v supernatantech. 
Výhodami jsou vysoká citlivost, kvantifikace výsledku, možnost automatizace a rozmanitý 
výběr v testovaných antigenech. Většina esejí nevyžaduje složitou přípravu vzorku, nicmé-
ně zejména sendvičová úprava může být časově náročná. To platí zejména v případě, kdy 
není možné odebrané supernatanty uchovávat. V závislosti na typu sledovaného analytu 
může během uchovávání v mrazicím boxu docházet k degradaci vzorku, což snižuje kvalitu 
výsledku. 

Problémem eseje může být interference složek reakční směsi s testovanými NM. To lze 
redukovat až eliminovat opakovaným promýváním. Další komplikaci představuje skuteč-
nost, že NM mohou měřené cytokiny vyvazovat, což vede k falešně negativním výsledkům. 
Z tohoto důvodu je nutné provádět test interference, kdy se vzorek s definovanou koncentra-
cí cytokinu (například se standardem) nebo vzorek získaný z buněk předem stimulovaných 
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Obrázek 35. Kalibrační křivka

definovaným stimulantem inkubuje s NM a výsledky po centrifugaci (odstranění NM s poten-
ciálně navázanými cytokiny) jsou porovnávány se stejnými vzorky bez NM. V případě 
prokázané interference je nutné přistoupit k alternativním metodám detekce proteinu nebo 
k molekulárním metodám. V našem případě testování nemodifikovaných karbonových NM 
k významným interferencím nedocházelo. 

Buněčné eseje

Alternativou hodnocení cytokinů jsou buněčné eseje, založené na reportérových buňkách, 
v našem případě na systému HEK-Blue™ (Invivogen). Princip eseje spočívá ve vnesení genu 
pro sekretovanou alkalickou fosfatázu (AP), který je navázán na signální dráhu příslušného 
transkripčního faktoru. Dráha je spojena s povrchovým receptorem specifickým pro konkrétní 
cytokin. Po navázání cytokinu dochází k aktivaci této dráhy a následně k produkci AP, kterou 
lze v supernatantu detekovat pomocí média obsahujícího substrát (dochází k barevné změně). 
Výsledná absorbance je přímo úměrná koncentraci původního cytokinu.

Příklad
Postup stanovení hladiny IL-10 v supernatantu metodou HEK-Blue™ IL-10 u primár-
ních monocytů exponovaných uhlíkovým NM a následně teplem usmrceným bakteriím; sle-
dování modulačního účinku NM na reaktivitu vůči bakteriím
1.	 Sebrané supernatanty je nutné stočit při 300 × g, 5 min, aby se odstranily buňky (v našem 

případě i nepohlcené bakterie) a přenést do nových zkumavek. Pokud jsou stále přítomné 
nanočástice, které by mohly interferovat s metodou, je nutné je znovu stočit při 10 000 × g, 
10 min. 

2.	 Výsledné supernatanty lze rovnou použít nebo případně uschovat zamrazením při −80 °C 
(IL-10 lze ponechat i při 4 °C cca po dobu tří týdnů).
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	 Další postup vychází z protokolu výrobce (nutno dodržovat sterilní podmínky). Součástí 
je předchozí kultivace reportérových buněk v selekčním bezfenolovém médiu (DMEM) 
s obsahem 2 mM glutaminu, 10 % FBS, které musí být inaktivované kvůli eliminaci přiro-
zeně se vyskytující AP, a s obsahem selekčních antibiotik daných výrobcem.

3.	 Kontroly a vzorky jsou aplikovány (20 μl; triplikáty) do 96jamkové kultivační destičky.
4.	 Ke všem vzorkům je přidáno 180 μl buněčné suspenze (0,28 × 106 buněk/ml) v kultivač-

ním „bezfenolovém“ médiu (bez selekčních antibiotik) a buňky se nechají 20–24 hodin 
inkubovat při 37 °C a 5 % CO2.

5.	 Aplikace 20 μl supernatantů ze vzorků a kontrol do nové 96jamkové destičky.
6.	 Přidání 180 μl detekčního média (předem připraveno smícháním 1 ml reagentu, 1 ml pufru 

s 98 ml destilované vody) a nechá se inkubovat (30 minut až 3 hodiny).
7.	 Výsledná absorbance je měřena pomocí spektrofotometru (readeru) při vlnové délce 

630 nm.

Ukázka výstupu měření (Tabulka 13):

Tabulka 13. Hodnoty absorbance měřených vzorků

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 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

B 0,041 1,387 1,359 1,420 1,426 1,432 1,404 0,600 0,654 0,643 0,043 0,042 630

C 0,040 0,961 0,892 1,070 1,019 0,878 1,024 0,311 0,293 0,325 0,043 0,041 630

D 0,043 1,172 1,210 1,311 1,193 1,210 1,241 0,596 0,354 0,473 0,043 0,043 630

E 0,042 0,956 1,017 0,959 1,096 1,100 1,121 0,233 0,262 0,256 0,043 0,042 630

F 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

G 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

H 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

Buněčné eseje jsou původní metodou testování cytokinů. Na rozdíl od ELISA nejsou 
kvantitativní a mívají nižší citlivost. Časově náročnou součástí testů je udržování buněčných 
linií. Výhodou je naproti tomu možnost specifické detekce (pouze) bioaktivních forem cyto-
kinů, což u některých ELISA zajištěno není (případně není jasně uvedeno, co se konkrétně 
testuje). Při testování vysokého počtu vzorků jsou buněčné eseje vhodné jako levná scree-
ningová metoda porovnání různých koncentrací stimulantů (například NM). Vlastní nasa-
zení supernatantů k buňkám zabere obvykle do 30 minut (sendvičová ELISA trvá obvykle 
4–6 hodin). Z tohoto pohledu představují buněčné eseje vhodnou metodu stanovení rychle 
degradujících cytokinů či současného stanovení skupiny cytokinů. 

V našich experimentech docházelo při testování IL-1β k jeho degradaci v uskladněných 
zmrazených vzorcích. Z tohoto důvodu byla pro stanovení vybrána metoda buněčné eseje, 
kdy byly supernatanty ihned přenášeny na nové destičky a inkubovány s reportérovými buň-
kami. Jednou osobou tak mohly být ve zbylých supernatantech prováděny současně i další 
analýzy, například detekce LDH (viz viabilita). Podobně jako u ELISA metody bylo nutné 
i zde kontrolovat interference a zajistit, aby testované supernatanty neobsahovaly cytotoxické 
koncentrace stimulantů. To je v případě testování NMs řešeno jejich odstředěním na 10 000 g.
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 V našich experimentech byly využívány obě metodiky detekce cytokinů pro hodnocení 
imunotoxicity GP, karbonových nanotrubic (MWCNT) a nano-TiO2. Používání buněčných 
esejí nám umožňovalo současný screening několika prozánětlivých i protizánětlivých cytoki-
nů. Část výsledků a detailní postup lze najít v publikaci Švadlákové et al.3

Porovnání ELISA a buněčné eseje při měření hladiny IL-10

(Testování modulačních účinků nemodifikovaných karbonových NM na cytokinovou odpo-
věď monocytů vůči bakteriím)

Obrázek 36. Produkce IL-10 u izolovaných monocytů stimulovaných GP (60 µg/ml), MWCNT (30 µg/ml) 
a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1 × 107)
Poznámka: Data jsou prezentována jako krabicový graf od minima do maxima se všemi body. Hodnoty ** p < 0,01  
a * p < 0,05 označuje statistickou významnost ve srovnání s odpovídající kontrolou (RPMI); ns – nesignifikantní.
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HODNOCENÍ AKTIVACE NLRP3

V rámci testování mediátorů zánětu (při sledování imunotoxických účinků NM) je za nejvý-
znamnější cytokin považován prozánětlivý cytokin IL-1β, jakožto produkt aktivace inflama-
zomu (intracelulárního makromolekulárního komplexu). NLRP3 inflamazom je klíčovým 
zprostředkovatelem imunotoxicity NM. Důvodem je jeho „univerzálnost“ a široké spektrum 
možných aktivátorů, které mají charakter jak PAMP/MAMP (vzory spojené s mikrobiální 
kontaminací), tak i DAMP (vzory spojené s poškozením buněk). Pomocí stanovení aktivace 
NLRP3 lze odhalit sterilní zánět, ke kterému vlivem expozice NM často dochází. 

Nejjednodušším způsobem monitorování aktivace NLRP3 je měření hladiny cytokinu 
IL-1β. Nejčastěji se hodnotí kanonická aktivace NLRP3, která probíhá u makrofágů. Za tímto 
účelem je vhodné využít (jako in vitro buněčný model) právě lidské primární makrofágy, které 
ovšem nejsou snadno dostupné. Do jisté míry přijatelnou alternativu představují nádorové 
linie, jejichž odpovědi však nemusí být zcela adekvátní k odpovědím nepozměněných buněk. 
Jako optimální se jeví použití geneticky modifikovaných (transfekovaných) linií, specificky 
určených k hodnocení konkrétního mechanismu. 

Pro naše experimenty byly zvoleny modifikované lidské monocyty THP1-null a THP1-
-deff, které umožnily specifické monitorování aktivity NLRP3. Práce s těmito liniemi je 
analogická práci s klasickými THP-1 (bezfenolové RPMI1640, 10 % FBS, 2 mM glutaminu, 
10 mM HEPES), s výjimkou použití selekčních antibiotik v kultivačním médiu. Pro všechny 
imunitní buňky je vhodné, aby použité FBS bylo inaktivované (s certifikovaným nízkým 
obsahem endotoxinu) a zabránilo se tak nechtěným „předaktivacím“ buněk a násobení reakcí. 
Postup hodnocení vychází z doporučení dodavatele buněk.

Příklad
Postup stanovení kanonické aktivace NLRP3 po expozici uhlíkovým NM
1.	 THP1-null/deff (Invivogen) se v koncentraci 3,6 × 105 buněk/jamka / 200 µl nasadí do 

96jamkové kultivační destičky (alternativně lze předem THP1 v koncentraci 1,8 × 106 
buněk/jamka / 200 µl 3 hodiny aktivovat pomocí phorbol-myristát acetátu (300 ng/ml) 
a po výměně média 72 hodin diferencovat v makrofágy).

2.	 Ke všem buňkám včetně negativní kontroly se přidá ultračisté LPS ve výsledné koncen-
traci 1 μg/ml a buňky se nechají 3 hodiny inkubovat při 37 °C a 5 % CO2 („priming“ – 
nezbytný první signál předcházející kanonickou aktivaci, který ale k samotné aktivaci 
nevede).

3.	 Ze všech jamek se opatrně odsaje médium s LPS a přidá se 200 μl čerstvého média s růz-
nými koncentracemi NM. K negativní kontrole se přidá pouze čerstvé médium. Jako 
pozitivní kontrola může sloužit ATP, krystaly kyseliny močové nebo nanočástice SiO2. 
Buňky se nechají 24 hodin inkubovat při 37 °C a 5 % CO2.

4.	 Supernatanty se dle potřeby odstředí (viz zpracování supernatantů výše) a přenesou se 
po 50 μl do nové 96jamkové destičky, do které se přidá po 150 μl suspenze HEK-Blue™ 
IL-1β (0,33 × 106 buněk/ml).

5.	 Další postup je analogický se stanovením IL-10 (viz výše). Při slabé odpovědi lze nechat 
buňky inkubovat až 48 hodin.

Postup zahrnující modifikované THP1 buňky s následnou detekcí IL-1β (pomocí buněčné 
eseje) byl využit i pro hodnocení imunotoxicity TiO2 nanočástic. V průběhu hodnocení nebyla 
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prokázána interference testovaných NM s esejemi. Problém by však mohl nastat u NM, které 
jsou výrazně cytotoxické a u kterých je nutné optimalizovat testovanou koncentraci. Mož-
nou nevýhodou uvedené metody je vyšší pořizovací cena modifikovaných buněk, nicméně 
dané buňky lze namnožit a uchovávat téměř neomezeně dlouhou dobu v parách dusíku nebo 
v kapalném dusíku. Pro metodu je možné využít i základní linii THP-1, nicméně v tomto pří-
padě je nutná rozsáhlejší optimalizace. Deficientní buňky lze nahradit použitím specifického 
inhibitoru MCC950. Samotná metoda není náročná na přístrojové vybavení, kdy je nutné 
vlastnit pouze destičkový spektrofotometr s monochromátorem, případně s filtry pro dané 
vlnové délky.

Výsledek hodnocení kanonické aktivace NLRP3

Detailní výsledky shrnující prozánětlivý potenciál karbonových NM lze najít v publikaci Šva-
dlákové et al. z roku 2020.1

Obrázek 37. THP1-null: produkce IL-1β po expozici GP1, GP2 a MWCNT
Poznámka: Data jsou prezentována jako podíl produkce IL-1β exponovaných buněk a neexponované kontroly (RPMI) 
a zobrazena jako průměr ± standardní odchylka; ** p < 0,01 a *** p < 0,001 (statistická významnost ve srovnání 
s RPMI).

Zásadní význam hodnocení IL-1β se potvrdil během porovnávání několika různě modi-
fikovaných MWCNT. Zatímco cytokiny neasociované s inflamazomem (IL-6 nebo TNF-α) 
byly produkovány pouze v jednom případě, IL-1β byl produkován vždy. Prozánětlivý úči-
nek všech testovaných typů MWCNT byl tak potvrzen pouze na základě IL-1β. Z uvedené-
ho vyplývá, že hladina IL-1β by při testování imunotoxických účinků měla být hodnocena 
vždy.4 

C-BNM (µg/ml)
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HODNOCENÍ VIABILITY

Nezbytnou součástí sledování imunotoxicity je hodnocení viability buněk. Vedle sledování 
intracelulární distribuce je rovněž nutné sledovat, zda danou cytokinovou odpověď nedo-
provází i zvýšená úmrtnost, zejména pyroptóza, která je nefyziologickou součástí aktivace 
NLRP3 a bývá součástí chronického zánětu. Za tímto účelem se využívá měření úniku lak-
tátdehydrogenázy (LDH). Výhodou je možné „párování“ s detekcí IL-1β, kdy pozitivní nález 
produkce cytokinu a zároveň úniku LDH lze hodnotit jako pyroptózu, tedy specifickou smrt 
buňky, při níž dochází k jejímu prasknutí a vylití silně prozánětlivého obsahu do svého okolí. 
Dále LDH esej, konkrétně u nemodifikovaných karbonových NM, představuje jednu z mála 
robustních cytotoxických metod, při které nedochází k interferencím. Nicméně NM je nutné 
z reakční směsi odstraňovat, protože mohou vyvazovat formazan a bránit tak barevné změně. 
Z uvedeného důvodu byl z palety našich testů vyřazen klasický cytotoxický test MTT. Varia-
bilita výsledků WST-1 byla vázána na charakter použitých buněk. 

LDH esej byla využita při hodnocení všech našich buněčných modelů a dostupných NM 
(GP, MWCNT, TiO2 a SiO2). Byla využita i pro stanovení pyroptózy, kdy jeho spolehlivost 
byla ověřována pomocí reportérových buněk THP1-HMGB1-Lucia™ (Invivogen). 
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METODIKY ÚSTAVU  
PREVENTIVNÍHO LÉKAŘSTVÍ
(Lékařská fakulta v Hradci Králové)

MIKRONUKLEUS TEST  
(TEST GENOTOXICITY A CYTOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

Mikronukleus test s blokací cytokineze (cytokinesis block micronucleus test; CBMN) pomocí 
Cytochalasinu B představuje robustní, levnou, rychlou a senzitivní metodu hodnocení cyto-
toxických/cytostatických a genotoxických potenciálů chemických látek. Je rovněž vhodná 
pro hodnocení účinků expozic NM v experimentálních podmínkách (in vitro i in vivo) a pro 
biomonitoring exponovaných osob v epidemiologických studiích.1,2

Metoda je založena na detekci až devíti biomarkerů cytotoxického a genotoxického účin-
ku testovaného materiálu v cytoplasmě interfazických buněk. V případě hodnocení cytotoxic-
kého potenciálu se jedná o „cytokinesis-block proliferation index“ (CBPI), replikační index 
(RI), index dělení jader (nuclear division index; NDI) a s nimi asociované procento cytostázy 
(% cytostasis) a počet či procentuální zastoupení nekrotických a apoptických buněk. K hod-
nocení genotoxického potenciálu je využívána detekce počtu či procentuálního zastoupení 
binukleárních buněk (BNC) s přítomností mikrojádra (MN), jaderného pupenu (nuclear bud; 
NBUD) či nukleoplasmatického můstku (nucleoplasmic bridge, NPB) v cytoplasmě.3

Podrobnější popis metodiky

Expoziční scénář vychází z doporučení OECD (2016). CBMN je prováděn podle modi-
fikované metody dle Fenecha (Fenech 2007).

Buněčná linie (v případě našich experimentů THP-1) je v objemu 2,5 ml a koncentraci 
buněk 2 × 105 buněk/ml nasazena do 6jamkové destičky a exponována zvolené koncentraci 
NM (smícháno 1,25 ml buněčné kultury o dvojnásobné koncentraci, tedy 4 × 105 buněk/ml, 
a 1,25 ml suspenze NM o dvojnásobné koncentraci, než je konečná testovaná koncentrace 
NM). Jsou zařazeny i pozitivní kontroly s genotoxickou látkou (v našem případě cytosin 
arabinosid v konečné koncentraci 5 a 20 ng/ml) a negativní kontrola (buněčná linie v médiu 
bez ovlivnění). Doba expozice (kultivace) NM je 1,5 až dvojnásobek délky buněčného cyklu, 
aby byl zajištěn i kontakt NM s jaderným obsahem a mitotickým aparátem buňky během 
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dělení. Dobu expozice je tedy nutné upravovat podle použité buněčné linie. V případě THP-1 
buněčné linie je doba expozice 40 hodin. 

Kultivace buněk probíhá v inkubátoru při teplotě 37 °C a 5 % CO2. Po skončení expo-
zice jsou buňky odstředěny při 300 × g po dobu 5 minut a za sterilních podmínek dvakrát 
opláchnuty PBS. Médium je vyměněno za čerstvé a do všech kultur je přidán Cytochalasin B 
v konečné koncentraci 5 µg/ml (kultivace pokračuje dalších 30 hodin). Následně jsou kultury 
přeneseny do konických zkumavek, odstředěny při 200 × g (8 min) a v digestoři fixovány 
v prvním kroku 8 ml roztoku metanolu a ledové kyseliny octové v poměru 3:1 s přídavkem 
225 µl 36–38% formaldehydu. V dalších dvou krocích jsou fixovány 8 ml roztoku metanolu 
a ledové kyseliny octové v poměru 3:1 pro každý vzorek (příprava je nutná těsně před zpra-
cováním a roztok je nutné uchovat v chladu). Mezi každým fixačním krokem je provedeno 
odstředění při 200 × g (8 min). Po posledním odstředění (8 min, 200 × g) je odstraněn téměř 
všechen supernatant s výjimkou cca 1 ml nad peletou, ve kterém je buněčná peleta resuspen-
dována. 

Ve finální fázi je suspenze nakapána na dvě vychlazená, navlhčená, vodorovně uložená 
podložní skla a ponechána přes noc při laboratorní teplotě. Následující den jsou vzorky obar-
veny 5% roztokem Giemsa-Romanowski po dobu 10 minut, opláchnuty pod tekoucí vodou 
a následně demineralizovanou vodou a po oschnutí uloženy do boxu na mikroskopické pre-
paráty. Další skladování je možné v boxech při laboratorní teplotě.

Podložní skla jsou před použitím ponořena minimálně 24 hodin do chromsírové směsi 
(dichroman draselný a koncentrovaná kyselina sírová). Po vynětí jsou třikrát opláchnuta pod 
tekoucí vodou a další dvě hodiny ponechána v proudu tekoucí vody. Následuje trojitý oplach 
demineralizovanou vodou. V čisté demineralizované vodě jsou skla ponechána do druhého 
dne. Po vynětí jsou vyleštěna látkou nepouštějící vlákna, uložena do boxu na mikroskopické 
preparáty a uchována při −18 °C do doby použití.

Analýza vzorků je prováděna pomocí světelného mikroskopu při 400násobném zvětšení. 
V případě hodnocení cytostatického potenciálu je hodnoceno nejméně 500 buněk. Při hodno-
cení genotoxického potenciálu je analyzováno 1000 binukleárních buněk (BNC). K počítání 
BNC je použit ruční čítač.

Při hodnocení cytostatického potenciálu jsou využívány hladiny (n) mononukleárních 
(MONOC), binukleárních (BNC), trinukleárních (TRINC) a tetranukleárních (TETRC) buněk 
pro následující výpočty:

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

(celkový počet buněk)

(celkový počet buněk)
R =

nBNC + 2 * (nTRINC + nTETRC)
T

NDI =
(nMONOC + 2 * nBNC + 3 * nTRINC + 4 *nTETRC

(celkový počet buněk)

(celkový počet buněk)
nBNC + 2 * (nTRINC + nTETRC)

K

% cytostasis = 100 – 100 *
(CBPI) T
(CBPI) K
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T se vztahuje ke kulturám, které jsou exponovány testovaným NM; K se vztahuje ke kon-
trolní kultuře bez expozice (kultura pouze v kultivačním médiu).

Procento cytostázy (% cytostasis) je pak vypočteno dle vzorce:

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

(celkový počet buněk)

(celkový počet buněk)
R =

nBNC + 2 * (nTRINC + nTETRC)
T

NDI =
(nMONOC + 2 * nBNC + 3 * nTRINC + 4 *nTETRC

(celkový počet buněk)

(celkový počet buněk)
nBNC + 2 * (nTRINC + nTETRC)

K

% cytostasis = 100 – 100 *
(CBPI) T
(CBPI) K

K hodnocení genotoxického potenciálu jsou používána skórovací kritéria dle Fenecha 
modifikována dle AHEM (2003).3,4 

Použitelnost metodiky pro testování NM 

Výhodou CBMN (ve srovnání s jinými testy detekujícími poškození DNA) je: (1) CBMN 
umožňuje hodnotit jakoukoli populaci buněk bez ohledu na karyotyp, (2) konečný výsledek 
je jednoduše identifikovatelný (dvojjaderná buňka), (3) odpověď může být zjišťována i po 
delší době od expozice, (4) je možné detekovat i látky, které poškozují mikrotubuly dělícího 
vřeténka (aneugenní látky) a (5) bazální frekvence MN je obvykle stabilní.5

Vlastní provedení expozice NM se neliší od provedení u jiných testů. Mezi další výhody 
CBMN patří relativní jednoduchost provedení, finanční nenáročnost, statistická síla, možnost 
získání řady parametrů z jednoho vzorku (velká výtěžnost) a nenáročnost na laboratorní vyba-
vení. Není například nutné fluorescenční barvení a zobrazení. V současnosti je výhodnější 
manuální analýza, která umožňuje detekci všech devíti biomarkerů. Automatická analýza 
zatím umožňuje pouze detekci BNC s MN. Při manuální analýze je také redukováno riziko 
záměny klastru NM a MN. 

Mezi nevýhody testu patří například výskyt pseudomikrojader a při použití Cytochalasinu 
B možnost ovlivnění internalizace NM buňkou v důsledku inhibice aktinu.5,6 Mezi další nevý-
hody patří riziko záměny klastru NM za MN, nutnost používání (pouze) dělících se buněk 
a velká náročnost na laboratorní čas a lidskou práci při manuální analýze. Riziko ovlivnění 
internalizace lze snížit přidáním Cytochalasinu B až po ukončení expozice buněk (protokoly 
„delayed co-treatment“ či „post-treatment“). 6 Při dodržení postupů „delay co-treatment“ či 
„post-treatment“ jsme nezaznamenali interakce s použitými NM. 

Rizikovější (z hlediska výpovědní hodnoty) může být kombinace fluorescenčního barvení 
a automatické analýzy. Důvodem je (1) zhášení fluorescence (bylo popsáno u některých NM) 
a (2) záměna shluku NM za MN.

Souhrn nejzajímavějších výsledků

Při testování toxicity dvou typů grafenů (GP1 a GP2; koncentrace 60, 30 a 5 µg/ml; délka 
expozice 40 hodin) vůči buněčné linii THP-1 jsme metodou CBMN nezaznamenali význam-
ný cytostatický potenciál ani jednoho z nich. Ve všech případech se parametry cytostatického 
potenciálu pohybovaly do 20 % negativní kontroly.7 

Měření cytostatického potenciálu se zdá být citlivější než klasické metody hodnocení 
cytotoxického efektu NM, založené na detekci poškození buněčné membrány (například test 
LDH nebo test trypanové modři) či na metabolické aktivitě buněk (například WST-1 nebo 
MTT). V případě detekce cytostatického (antiproliferačního) potenciálu jsou buňky živé, mají 
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intaktní buněčnou membránu a jsou metabolicky aktivní. Nejsou však schopné efektivního 
jaderného (buněčného) dělení, případně dochází i k prodloužení buněčného cyklu (což může 
být způsobeno i nutností reparace poškozené DNA). Buňky také mohou být poškozeny méně 
závažným způsobem a k jejich smrti dojde až v delším časovém horizontu. 

Akumulace NM, zejména pokud se jedná o NM nebiodegradabilní, může významně naru-
šovat normální mitotický proces. Při stejném experimentu (GP1, GP2 viz výše) byl zazna-
menán na dávce závislý nárůst poškození DNA, zejména nárůst počtu BNC s MN, NBUD 

Obrázek 38. Příklady poškození DNA; (A) binukleární buňka (BNC) s mikrojádrem (plná šipka); (B) BNC 
s jaderným pupenem (NBUD) spojeným s hlavním jádrem tenkou stopkou (plná šipka); (C) BNC s nuk-
leoplasmatickým můstkem (NPB; plná šipka) a malými agregáty GP v cytoplasmě (na buněčném povrchu; 
prázdné šipky); (D) jádro bez cytoplasmy během CBMN obklopené shluky GP (prázdné šipky)

A B

C D
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i NPB, který již dosahoval statistické významnosti. Bazální poškození DNA buněčné linie 
(vhodné pro testování genotoxického potenciálu) by se mělo pohybovat do 2 %.7 V našem 
případě se počet BNC s MN pohyboval v průměru kolem 0,6 % (v maximu kolem 0,9 %). 
Můžeme tedy předpokládat, že námi použitá THP-1 buněčná linie je vhodná pro testování 
genotoxicity NP. Nejnižší koncentrace s pozorovaným genotoxickým potenciálem (lowest 
observed genotoxic effect level; LOGEL) byla pro GP1 nad 5 µg/ml a pro GP2 30 µg/ml.

V případě testovaných GP1 a GP2 se domníváme, že mezi mechanismy poškození DNA 
může být zařazena přímá interakce GP s jaderným materiálem (odkrytým během buněčné-
ho dělení), narušení jaderného dělení vlivem epigenetických mechanismů a/nebo účinek na 
cytoskelet buňky a mitotický aparát. Interakce s jaderným materiálem či cytoskeletem buňky 
vede ke zvýšení počtu BNC s NBUD; interakce s jaderným materiálem zase přispívá k nárůs-
tu počtu BNC s NPB.

Nevýznamně vyšší počty sledovaných genotoxických parametrů byly zaznamenány v pří-
padě GP1 (menší částice). Lze se domnívat, že genotoxicita u testovaných GP bude záviset 
jak na dávce, tak i na velikosti částic.

Příklady hodnocených nálezů poškození DNA zobrazuje Obrázek 38. V popisovaném 
experimentu (GP1 a GP2) jsme pozorovali, že jádra bez cytoplazmy jsou častěji obklopena 
shluky GP než jádra s cytoplazmou (Obrázky 38c a 38d). Je otázkou, zda shluky GP kolem 
jaderné membrány jsou příčinou, či naopak následkem ztráty cytoplazmy.

KOMETOVÝ TEST (TEST GENOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

Kometový test (comet assay, CA, single cell gel electrophoresis) je metoda používaná 
k detekci poškození (zlomů) DNA v jádrech.9 Jedná se o všestranně využitelnou, relativně 
jednoduchou a citlivou metodu, která je (v závislosti na své variantě) schopná detekovat jed-
nořetězcové i dvouřetězcové zlomy DNA, „alkali“ labilní (apurinová/apyrimidinová) místa 
DNA, nekompletní reparaci DNA, oxidované purinové či pyrimidinové báze, „cross-link“ 
vazby a apoptické buňky.8,9 

Po lýze buněčné a jaderné membrány v solném roztoku dochází vlivem elektroforetického 
procesu k migraci fragmentů DNA z jádra („hlavy“) do pytlovitého útvaru za jádrem („oho-
nu“). Po vizualizaci vhodným barvivem vznikne typický obraz komety (čím více je DNA 
fragmentovaná, tím je „ohon“ mohutnější). Při neutrálním pH lze detekovat pouze dvouřetěz-
cové zlomy DNA, při vyšším („alkalickém“) pH jsou detekovány i zlomy jednořetězcové.8,9

CA umožňuje detekovat jemnější poškození DNA než CBMN, je ovšem nutno brát v úva-
hu, že poškození DNA je většinou rychle reparováno bez patologických následků pro buňku. 
V případě neúspěšné reparace dochází ke vzniku permanentní mutace nebo ke spuštění apo-
ptotických mechanismů vedoucích ke smrti buňky.

Podrobnější popis metodiky 

Expozice buněk vybraným NM probíhala obdobně jako u CBMN. Byly zvoleny tři kon-
centrace NM bez významného cytotoxického účinku. Pro každou testovanou koncentraci 
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(a pozitivní kontrolu) byly kultury nasazeny v duplikátech, pro negativní kontrolu v tetrapli-
kátech. Experiment byl opakován třikrát. 

Příprava podložních skel zahrnovala jejich vyvaření po dobu 30 minut ve směsi peroxidu 
vodíku a vody (1:10). Po oschnutí ve svislé pozici (po dobu nejméně 3 hodin) byla na 10 vte-
řin ponořena do podkladové agarózy (1% roztok standardní agarózy v třikrát destilované 
vodě) o teplotě 95 °C. Přebytek agarózy ze spodní strany skla byl otřen a skla byla uložena 
na vodorovnou podložku na dosušení (60 °C po dobu 60 minut). 

Po zchladnutí (nejlépe druhý den od dosušení) skla rozložíme na chladící podložku, apli-
kujeme 85 µl agarózy s vysokou teplotou tání (1% roztok agarózy v PBS) a ihned přikryjeme 
krycím sklíčkem. Krycí sklíčko odstraníme po úplném ztuhnutí agarózy (neklade odpor při 
snímání). Takto připravená potažená podložní skla lze skladovat v chladu (v boxu na mikro-
skopické preparáty) po dobu maximálně jednoho měsíce.

Ke zpracování vzorků je třeba připravit řadu roztoků. Jedná se o PBS pufr skládající se 
z 8,0 g NaCl; 0,2 g KCl; 0,2 g KH2PO4 a 2,9 g Na2HPO4.12H20. Po navážení jednotlivých 
složek se přidá 800 ml vody, pH se upraví na 7,4 a voda doplní do 1000 ml. Lyzační roztok se 
připraví z 146,0 g NaCl; 29,2 g EDTA; 1,2g Tris a vody. Následně se pH upraví na 10 a dopl-
ní se do 1000 ml vodou. V den pokusu se přidá na 100 ml lyzačního roztoku 1 ml Tritonu 
X-100. Elektroforetický roztok se skládá z 24 g NaOH a 4 ml 0,5M EDTA doplněných do 
2000 ml dvakrát destilovanou vodou. Neutralizační roztok se připraví ze 48,5 g Tris a vody. 
Po úpravě pH na 7,5 se doplní vodou do 1000 ml vodou. Barvící roztok ethidium bromidu se 
připravuje z 250 µl zásobního roztoku (2 mg ethidium bromidu v 5 ml vody) a 6 ml vody. Ve 
všech roztocích, pokud není vedeno jinak, se používá pouze třikrát destilovaná voda (roztoky 
jsou uchovávány v chladu).

Po skončení expozice v  délce trvání 1,5 až 2 buněčných cyklů jsou buňky odstře-
děny (300 × g, 5 min), spočítány pomocí Bürkerovy komůrky a naředěny na koncentraci 
8 × 105 buněk/ml. Objem 35 µl této buněčné suspenze je smíchán s 85 µl agarózy s nízkou 
teplotou tání (1% roztok agarózy v PBS) při teplotě 38 °C a následně je 85 µl této směsi 
aplikováno na předem připravená podložní skla potažená agarózami (skla jsou položena na 
vodorovné chladící podložce). Kapku agarózy s buňkami ihned přiklopíme krycím sklíčkem 
(sklíčka opatrně sejmeme po ztuhnutí agarózy – nekladou odpor při pokusu o sejmutí). Tento 
a následující kroky doporučujeme provádět v zatemněné místnosti při žlutém či oranžovém 
světle k minimalizaci arteficiálního poškození DNA. 

Skla s aplikovanou buněčnou suspenzí v agaróze umístíme do skleněných barvicích kyvet 
typ Hellendahl, do kterých nalijeme 100 ml lyzačního roztoku s 1 ml Tritonu X-100 (přida-
ným těsně před nalitím do kyvet), a necháme 60 minut lyzovat v chladu. Po dokončení lýzy 
roztok vylijeme, podložní skla s buněčnou suspenzí v agaróze přemístíme do elektrofore-
tického tanku (umístěného v chladu), naplněného chlazeným elektroforetickým roztokem 
(sklíčka na okraji lze přimáčknout skleněnou tyčinkou, aby „neplavala“). Následně po dobu 
40 minut necháme „rozplétat“ DNA; po ukončení rozplétání proběhne elektroforéza (25 V, 
300 mA, 30 min). 

Po dokončení elektroforézy sklíčka vyjmeme z elektroforetického tanku, umístíme do 
kyvet typ Hellendahl, nalijeme 100 ml chlazeného neutralizačního roztoku a necháme rea-
govat po dobu 5 minut při laboratorní teplotě. Tento (neutralizační) krok opakujeme třikrát. 
Následně skla opláchneme při laboratorní teplotě v třikrát destilované vodě (vždy po dobu 
5 minut). Nakonec skla rozložíme na filtrační papír agarózou nahoru a necháme uschnout 
při laboratorní teplotě (nejlépe do druhého dne). Před analýzou je nutno provést rehydrataci 
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skel v třikrát destilované vodě (v kyvetě typ Hellendahl, 60 min) a aplikovat na jejich povrch 
20 µl barvícího roztoku ethidium bromidu (preparát nakonec přikryjeme krycím sklíčkem). 
Mikroskopická analýza se provádí pomocí fluorescenčního mikroskopu s CCD kamerou 
(200násobné zvětšení s použitím zeleného excitačního filtru, excitace 510–550 nm, emise 
590 nm) a softwaru MetaSystems CometImager.

Výsledky analýzy jsou vyjádřeny jako průměrný procentuální obsah DNA v ohonu kome-
ty (% tail DNA; % tDNA; 50 hodnocených komet v každém vzorku). Hodnota udává, kolik 
procent DNA migrovalo z „hlavy“ komety do „ohonu“. Parametr je považován za velmi 
užitečný pro kvantitativní hodnocení poškození DNA (nabývá hodnot 0–100 %) a vyznačuje 
se nízkou variabilitou výsledků v různých studiích.10,11

Použitelnost metodiky pro testování NM

Poškození DNA lze pomocí CA detekovat v suspenzi kvasnic, protozoálních, rostlinných 
i živočišných buněk (bezobratlí i obratlovci), a to jak dělících se, tak i nedělících se buněk.8,12 
Z uvedeného plyne velká univerzálnost metodiky a možnost testovat i účinky NM na buněčné 
kultury (in vitro) a buňky tkání (in vivo).

Pravděpodobně nejvhodnější je vyjádření výsledku analýzy v podobě mediánu nebo arit-
metického průměru celého vzorku, který by měl být hodnocen v duplikátu.10 Automatické či 
semiautomatické systémy analýzy obrazu obvykle udávají parametry, jako jsou délka ohonu 
(tail leght; µm) a moment ohonu (tail moment; součin % DNA migrované v ohonu a vzdá-
lenosti DNA migrace v ohonu).11 Pojem délka ohonu je ovšem poněkud zavádějící, protože 
tato hodnota je ovlivněna jak podmínkami elektroforézy, tak i místem, odkud je měřena (jako 
výchozí bod se používá jak střed hlavy, tak i místo přechodu hlavy v ohon).10,13 

CA je metoda finančně nenáročná. V porovnání s CBMN a testem chromozomálních 
aberací (ABC) je však náročnější na laboratorní vybavení (fluorescenční mikroskop, CCD 
kamera a speciální SW pro vyhodnocení) a na množství laboratorní práci. Metoda je citlivá 
na čistotu materiálu a kvalitu vody (ve většině kroků je zapotřebí třikrát destilované vody). 
Vliv na kvalitu výsledků má i stáří podložních skel (neměla by být starší něž dva roky od data 
výroby). DNA bez jaderného obalu a buněčných komponent (po lyzačním kroku) je citlivá 
k arteficiálnímu poškození modrou složkou denního světla a bílým zářivkovým světlem.12 
Z tohoto důvodu je nutné metodu provádět v zatemněné (a nejlépe i chlazené) místnosti 
při osvětlení žlutooranžovým světlem (při červeném světle se zhoršuje přesnost laboratorní 
manipulace). 

Metodou nelze určit velikost fragmentů DNA, nicméně lze předpokládat, že větší frag-
menty by měly migrovat dále od hlavy komety.8 Problémem může být replikace buněk během 
elektroforézy. Za alkalických podmínek se replikační vidlice chovají jako jednořetězcové 
zlomy, což zvyšuje množství DNA v ohonu komety. Za neutrálních podmínek dochází naopak 
k snížení migrace DNA do ohonu.8 U buněk s velmi dobře strukturovanou cytoplazmou (epi-
teliální buňky) se může projevit snížená efektivita lýzy. V těchto případech je pro lýzu nutné 
použít proteáz, které však na druhou stranu mohou ovlivňovat výsledek testu.14

Zatím nebyl uspokojivě popsán vztah mezi rozsahem poškození DNA (sledovaného v CA) 
a jeho biologickým dopadem.8 Omezení metody představuje i klesající senzitivita testu při 
nárůstu počtu zlomů DNA nad 10 000 na diploidní savčí buňku.8 
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Použití automatické analýzy snižuje pravděpodobnost lidských chyb, na druhou stranu 
však může být zdrojem chyb dalších. Jedná se například o situace, kdy shluky NM imitují 
buňky. Rovněž jev zhášení fluorescence některými NM může při použití automatické analý-
zy vést ke zkreslení výsledků. Tato rizika lze snižovat semiautomatickou analýzou vzorků. 
Závěrem je nutno zmínit dosud neúspěšnou standardizaci metody (různé laboratoře používají 
její různé modifikace), což vede ke značné interlaboratorní variabilitě výsledků a nemožnosti 
jejich přímého porovnání.14

Souhrn nejzajímavějších výsledků

Obrázek 39 zachycuje nálezy CA z experimentů s grafenem. Z výsledků vyplývá, že test by 
mohl být použitelný pro hodnocení genotoxického potenciálu NM vůči THP-1 buněčné linii. 
Protože jsme si vědomi nejistot souvisejících s možností zhášení fluorescence grafenovými 
plátky, byly souběžně s expozicí grafenu provedeny i expozice třem formám nanočástic oxidu 
titaničitého. Výsledky expozic THP-1 oxidu titaničitému potvrdily závěry z expozic THP-1 
grafenu týkajících se použitelnosti testu CA pro hodnocení genotoxických účinků NM.

A B

Obrázek 39. Příklady výstupů kometového testu: (A) buněčné jádro (nukleotid) s 10 % jaderného obsahu 
uvolněného do „ohonu“; (B) nukleotid se 40 % jaderného obsahu uvolněného do „ohonu“

TEST CHROMOZOMÁLNÍCH ABERACÍ (TEST GENOTOXICITY)

Teoretický základ metodiky

Jako chromozomální aberace (ABC) jsou označovány změny struktury a/nebo počtu chro-
mozomů. Mohou se objevovat spontánně nebo být indukovány expozicí chemickým či fyzi-
kálním faktorům.15 ABC lze pozorovat v dělících se buňkách. Dělení je v této fázi cyklu 
(metafáze) zastaveno pomocí mitotického jedu colcemidu, který naruší dělicí vřeténko.16 Po 
obarvení preparátů roztokem Giemsa-Romanowski lze analyzovat stav chromozomů a stu-
dovat jejich strukturální aberace, jako jsou zlomy, gapy, acentrické fragmenty, dicentrické 
chromozomy či výměny a rovněž numerické aberace, tedy změny v počtu chromozomů.17 Na 



230

Obrázek 40. Ukázky aberací chromozomů lidských monocytů po expozici látkám s genotoxickým účin-
kem; (A) normální mitotická buňka, (B) polyploidní buňka, (C) zlom (označen šipkou), (D) dvojitý frag-
ment (označen šipkou), (E) minute (označeno šipkou), (F) prstenčitý (ring) chromozom (označen šipkou), 
(G) translokace (označeno šipkou), (H) mezichromozomová výměna (označeno šipkou), (I) dicentrický 
chromozom (označeno prázdnou šipkou) a dvojitý fragment (označeno plnou šipkou)

A B C

D E F

G H I

Obrázku 40 jsou ukázky aberovaných chromozomů lidských monocytů po expozici látkám 
s genotoxickým účinkem. 

Podrobnější popis metodiky 

Expozice buněk vybraným NM probíhá jako v případě CBMN. Rovněž je nutné volit alespoň 
tři koncentrace NM bez významného cytotoxického účinku. Pro každou testovanou koncen-
traci a pozitivní kontrolu by kultury měly být nasazeny v duplikátu, pro negativní kontrolu 
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v tetraplikátu. Experiment je vhodné opakovat třikrát. Podložní skla před aplikací vzorku jsou 
připravována identickým způsobem jako v případě CBMN.

Po ukončení primární expozice (kultivace) NM je k buňkám přidán roztok colcemidu 
o koncentraci 0,24 µg/ml kultury a kultivace pokračuje další 1,5 až 3 hodiny v závislos-
ti na délce buněčného cyklu použité buněčné kultury (u THP-1 po dobu dalších 2 hodin). 
Před aplikací colcemidu lze zařadit vymývací krok k odstranění NM obdobně jako u CBMN. 
Po ukončení kultivace jsou buňky odstřeďovány (300 × g; 3 min), supernatant je odstraněn 
a buňky jsou ve třech krocích fixovány (v digestoři). Mezi každým fixačním krokem se prová-
dí odstředění (300 × g; 3 min) a odstranění supernatantu. V prvním fixačním kroku je použito 
92 ml demineralizované vody, 3 ml metanolu a 5 ml ledové kyseliny octové.

V druhém fixačním kroku je použit pouze metanol a ve třetím roztok metanolu a ledové 
kyseliny octové (3:1). Roztoky obsahující metanol a ledovou kyselinu octovou je nutné po 
přípravě uchovávat v lednici. Roztoky jsou připravovány těsně před zahájením zpracování 
vzorků. Po třetím fixačním kroku následuje opět odstředění (300 × g; 3 min) a odstranění 
supernatantu s výjimkou cca 1 ml nad peletou, ve kterém je buněčná peleta resuspendována. 
Následně je suspenze nakapána na dvě vychlazená, navlhčená, vodorovně uložená podložní 
skla a ponechána uschnout přes noc při laboratorní teplotě. Následující den jsou vzorky obar-
veny 5% roztokem Giemsa-Romanowski (po dobu 5 minut), opláchnuty pod tekoucí vodou 
a v demineralizované vodě a po uschnutí uloženy do boxu na mikroskopické preparáty. Skla-
dování preparátů je možné při laboratorní teplotě.

Analýza ABC je prováděna pomocí světelného mikroskopu s použitím imerzního oleje 
(1000násobné zvětšení). Je hodnoceno 100 dobře rozestoupených mitotických metafazických 
buněk. K hodnocení jsou používána skórovací kritéria AHEM 2007.16

Použitelnost metodiky pro testování NM 

Analýza ABC je metoda poměrně levná a její materiální a přístrojová náročnost je srovna-
telná s CBNM. Výhodou je standardizace provedení testu, využitelnost v epidemiologických 
studiích s použitím periferních lymfocytů a rovněž standardizace bazální hladiny poškození 
DNA periferních lymfocytů v české populaci.16,18 

Analýza ABC je náročná na laboratorní práci, čas, a zejména zkušenosti hodnotitele. 
Z tohoto důvodu se ustupuje od vyjádření výsledků analýzy ve formě konkrétních poškození 
(například počtu zlomů, fragmentů a dicentrických chromozomů na 100 buněk) a upřednost-
ňuje se vyjádření počtu aberovaných buněk na 100 metafazických buněk bez bližší specifi-
kace.19 Gapy se do celkového počtu aberovaných buněk nezahrnují, ale lze je prezentovat 
jako samostatnou kategorii na 100 metafazických buněk.16 Při detekci numerických aberací 
je standardní verze testu vhodná pouze pro hodnocení polyploidií. Při analýze aneuploidií 
může docházet k nadhodnocení v důsledku arteficiální ztráty chromozomů při zpracování.19

Automatické vyhodnocování preparátů je komplikované a může být zatíženo značnou 
chybou. Vhodnějším se zdá být semiautomatické vyhodnocení pomocí vyhledávače metafa-
zických buněk a dicentrických chromozomů.15 Analýza ABC je ve srovnání s jinými metoda-
mi detekce poškození DNA poměrně málo citlivá, nicméně je stále používána při hodnocení 
akutních (nárazových) expozic (například radiační nehody) nebo rizikových subchronic-
kých a chronických expozic, zahrnujících dlouhodobé pracovní vystavení karcinogenům a/
nebo ionizujícímu záření.20,21 Nevýhodou analýzy ABC je její neuniverzálnost, zejména pro 
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buněčné linie s variabilním počtem chromozomů. Použití analýzy ABC pro testování geno-
toxického potenciálu NM komplikuje možnost překrytí metafazických chromozomů shluky 
NM (zejména při použití vyšších koncentrací). Problémem může rovněž být záměna malých 
shluků NM za minutu (Obrázek 40). Analýzu ABC nepovažujeme za vhodnou pro testování 
genotoxického potenciálu uvedených NM na použitých buněčných liniích, protože obě linie 
vykazovaly vysoký bazální počet aberovaných buňek (přes 50 %).

V jedné metafazické buňce buněčné linie THP-1 bylo nalezeno maximálně 48 chromo-
zomů (centromer). THP-1 buněčná linie je považována v současnosti za téměř diploidní 
buněčnou linii s 49 chromozomy, ale původně byla popsána jako diploidní linie s karyoty-
pem 46 XY.22,23 Někteří autoři uvádějí, že linie získané z různých zdrojů se mohou mírně 
odlišovat.24 THP-1 buněčná linie tedy není vhodná pro hodnocení numerických aberací, kvůli 
nestabilnímu počet chromozomů, ani pro hodnocení strukturálních aberací, kvůli přítomnosti 
minimálně jednoho zlomu v každé druhé hodnocené metafazické buňce. Linie by byla pou-
žitelná, pokud by se výsledek udával jako počet zlomů a dalších nálezů na 100 hodnocených 
metafazických buněk. Od tohoto hodnocení se však obecně upouští pro velkou variabilitu 
i mezi zkušenými hodnotiteli.19 Z obdobných důvodů není ABC vhodný pro A549 buněčnou 
linii, která je hypotriploidní (počet chromozomů se pohybuje kolem 66) a vykazuje vysoký 
bazální počet mutací.25

Souhrn nejzajímavějších výsledků

ABC se ukázal být nevhodným pro použití na buněčné linii THP-1. Nejčetnější počet cent-
romer (chromozomů) v jedné metafazické buňce byl u námi použité linie 48. THP-1 buněč-
ná linie je považována v současnosti ze téměř diploidní buněčnou linii s 49 chromozomy, 
ale původně byla popsána jako diploidní linie s karyotypem 46 XY.22,23 Rovněž se dochází 
k závěru, že se linie získaná z různých zdrojů mírně odlišuje.24 U námi použité linie jsme 
zachytili vysoký bazální počet aberovaných buněk (přes 50 %). Proto bylo rozhodnuto, že 
ABC je nevhodný test pro THP-1 buněčnou linii. Z obdobných důvodů není ABC vhod-
ný pro A549 buněčnou linii, která je hypotriploidní (počet chromozomů se pohybuje kolem 
66) a vykazuje rovněž vysoký bazální počet mutací.25 ABC zůstává však významným tes-
tem s použitím periferních lymfocytů, zejména pak v epidemiologických studiích, společně 
s CBMN a CA.
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ZKRATKY

16HBE	 lidská bronchiální epiteliální buněčná linie (human bronchial epithelial cells)
3HFWC	 hyper-harmonizovaný vodní komplex hydroxylovaného fullerenu C60
A549	 alveolární epiteliální buňky A549 (adenocarcinomic human alveolar basal  

epithelial cells)
ABCA-1	 ATP-binding cassette transporter 
ALP	 alkalická fosfatáza 
ALT	 alaninaminotransferáza 
ARPE-19	 imortalizované lidské retinální buňky 
AST	 aspartátaminotransferáza 
BAL	 bronchoalveolární laváž 
BEAS-2B	 imortalizovaná a nenádorová linie lidských plicních epiteliálních buněk (bronchial 

epithelial cells)
BMEC	 mozkové mikrovaskulární endoteliální buňky (bone marrow microvascular  

endothelial cells)
BSA	 bovinní sérový albumin
BUN	 blood urea nitrogen 
C60	 fulleren
CaCo2	 buněčná linie lidského kolorektálního adenokarcinomu (human colon  

adenocarcinoma cell line)
Caco-2	 imortalizované lidské buňky kolorektálního adenokarcinomu
cAMP	 cyklický adenosinmonofosfát 
CAT	 kataláza 
CB	 saze (carbon black)
CD	 uhlíkové tečky (carbon dots)
CDH1	 kadherin 1 
CFU	 kolonie tvořící jednotku 
CHCE-T	 lidské rohovkové epitelové buňky 
CNF	 uhlíková nanovlákna (cabon nanofibres)
CNH	 uhlíkové nanorohy (carbon nanohorns)
CNM	 uhlíkové nanomateriály (carbon nanomaterials)
CNP	 uhlíkové destičky (carbon platelets)
CNS	 centrální nervová soustava 
CNT	 uhlíkové nanotrubice (carbon nanotubes)
CPPED1	 calcineurin-like phoshoesterase domain containing 1
CT	 počítačová tomografie 
CVD	 chemická depozice z plynné fáze
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DAMP	 damage/danger-associated molecular patterns
DWCNT	 dvoustěnné uhlíkové nanotrubice (double-walled carbon nanotubes)
EC50	 polovina maximální účinné koncentrace 
EEG	 elektroencefalografie 
EKG	 elektrokardiografie 
EPC	 endoteliální progenitorové buňky 
EPO	 eozinofilní peroxidáza 
FBN1	 fibrilin 1
FBS	 fetální bovinní sérum 
FDT	 fotodynamická terapie 
FLG	 vícevrstvý grafen (few layer graphene)
FLGO	 několikavrstvý grafen oxid (few-layer graphene oxide)
FN1	 fibronektin 
FSF1	 fibroblasty z kůže lidského obličeje 
FSH	 folikuly stimulující hormon 
FTT	 fototermální terapie 
GGT	 γ-glutamyltransferáza 
GIT	 gastrointestinální trakt 
GNP	 grafenové nanodestičky (graphene nanoplatelets)
GO	 oxid grafenu (graphen oxide)
GO-DOTA	 oxid grafenu funkcionalizovaný kyselinou 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-

-tetraoctovou 
GO-QD	 kvantové tečky oxidu grafenu (graphene oxide quantun dots)
GP	 grafenové plátky
GPCR	 receptor spřažený s G proteinem (G protein-coupled receptors) 
GQD	 grafenové kvantové tečky (graphene quantum dots) 
H2AFX	 histone family member X 
H9c2	 kardiomyoblasty 
HaCaT	 imortalizované keratinocyty 
HASMC	 buňky hladké svaloviny aorty (human aortic smooth muscle cells)
HBEC-3KT	 nenádorové buňky lidského bronchiálního epitelu 
hConECs	 lidské epitelové spojivkové buňky 
hCorECs	 lidské epitelové buňky rohovky 
HEB	 hematoencefalická bariéra 
HEK-293T	 lidské embryonální ledvinné buňky 
HepG2	 buňky hepatocelulárního karcinomu 
HK-2	 dospělé lidské buňky proximální tubulárního epitelu 
HLF	 lidské plicní fibroblasty (human lung fibroplasts)
HNEpC	 primární buňky lidského nosního epitelu
hpf	 hodin po fertilizaci 
HSC 2012	 Hazard Communication Standard
Hsp90	 heat shock protein 90 
HT29	 buňky lidského kolorektálního adenokarcinomu s epiteliální morfologií 
HUVEC	 endoteliální buňky lidské pupečníkové žíly (human umbilical vein endothelial cells)
IARC 	 International Agency for Research on Cancer 
ICAM-1	 solubilní intercelulární adhezní molekuly 1 (intercellular adhesion molecules)
IL	 interleukin
LLC-PK1	 prasečí buňky proximálního ledvinného tubulu
LOX-1	 lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 
LPS	 lipopolysacharid 
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MAMP	 microbe-associated molecular patterns 
MPO	 myeloperoxidáza 
MWCNT	 vícestěnné uhlíkové nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes)
MWCNT-PVP	 mnohovrstvé uhlíkové nanotrubice funkcionalizované polyvinylpyrrolidonem
MWCNT-TEPA	 MWCNT funkcionalizované tetraetylenpentaminem
NCI-H322	 nemalobuněčný bronchoalveolární karcinom 
NCM460	 epitelové buňky tlustého střeva
ND	 nanodiamanty
NET	 extracelulární neutrofilové pasti (neutrofil extracellular traps)
NF-κB	 nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NHBE	 normální lidské bronchiální epitelové buňky 
NHDF	 lidské dermální fibroblasty 
NIOSH	 National Institute for Occupational Safety and Health 
NIR	 blízké infračervené záření 
NKR-52E	 krysí epitelové buňky ledvin 
NLR	 NOD-like receptor 
NLRP3	 NOD-like receptor family pyrin domain containing 3 
NOD	 nucleotide-binding oligomerization domain 
OSHA	 Occupational Safety and Health Administration
Ox-MWCNT	 oxidované MWCNT 
PAMP	 pathogen-associated molecular patterns
PEG	 polyethylenglykol 
PEG-MWCNT	 polyetylenglykolované MWCNT
PRR	 pattern recognition receptors 
PTEN	 homolog fosfatázy a TENsinu (phosphatase and TENsin homolog)
RES	 retikuloendoteliální systém
rGO	 redukovaný GO
RhE	 SkinEthic™ model rekonstruované lidské epidemirs 
ROS	 volné kyslíkové radikály (reactive oxygen species)
RPE	 retinální pigmentový epitel 
RTG	 rentgenové záření
SAEC	 epitelové buňky nižších etáží dýchacích cest (small airway epithelial cells) 
sFLG	 malý vícevrstevný grafen (small few-layer graphene)
SLGO	 jednovrstvý grafen oxid (single-layer graphene oxide)
SOD1	 superoxiddismutáza
SWCNT	 jednovrstvé uhlíkové nanotrubice (single-wall carbon nanotubes)
TGF	 transforming growth factor 
TGFB1	 transfornující růstový faktor β (transforming growth factor β)
TLR	 Toll-Like Receptor 
T-MWCNT	 dispergované Tweenem-80
TNF	 tumor necrosis factor 
VCAM-1	 solubilní vaskulární buněčné adhezní molekuly 1 (vascular cell adhesion molecule)
VEGF	 vaskulární endotelový růstový faktor 
Vero	 buněčná linie epiteliálních buněk ledvin z afrického kočkodana zeleného 
ZO-1	 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” (Šestáková 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 (Bavorová et al.) focused on the evaluation of graphene 
cytotoxicity against alveolar epithelial cells (PAEC) and on histopathological analysis of 
organs of male mice (C57Bl/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” (Švadláková 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” (Málková 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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