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METODIKY USTAVU LEKARSKE
BIOLOGIE A GENETIKY

Lékarska fakulta v Hradci Kralové

TEST METABOLICKE AKTIVITY ALAMARBLUE
(TEST CYTOTOXICITY)

Teoreticky zaklad metodiky

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

Podrobnéjsi popis metodiky

Kultivace:

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

Roztoky: zasobni roztok alamarBlue: Termofischer Scientific DAL1100

Postup:

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

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

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

4) Zméite fluorescenci.

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

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

Souhrn nejzajimavéjsich vysledku

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

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

Doba inkubace K 5 pg/ml 15 pg/ml 30 pg/ml
Oh 100,0 100,0 100,0 100,0
lh 100,5 100,0 96,4 94,3
2h 101,3 100,4 95,6 92,5

alamarBlue™

bez bunék
6000 1 Il oh (pozadi)

g _ Il 1h
§ 4000 ) I 2h
]
2
S 20001
i

kontrola 5 15

GP1 [ug/ml]

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

Teoreticky zaklad metodiky

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

Podrobnéjsi popis metodiky

Kultivace:

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

Roztoky:

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

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

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

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

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

Souhrn nejzajimavéjsich vysledku

Metodou NRU byly na dvou bunéénych liniich testovany dva druhy grafenu (GP1, Plasma-
chem, a GP2, Trinity College, Dublin). Buniky byly exponovany grafentim po dobu 24 hodin.
Jak vyplyva z vysledkt (Obrazek 22), vyssi koncentrace grafenti mély za nasledek zvyse-
ni hladin absorbance (vice nez 200 % hodnoty kontrol). V pfipadé toxicity by absorbance
meéla klesat, v piipadé biokompatibility stagnovat. Zda se tedy, ze NRU neni vhodna meto-
da pro testovani grafenovych nanocastic. Za pozornost stoji rozdily v hodnotach absor-
banci mezi obéma grafeny, které maji identické chemické slozeni, ale jiné fyzikalni cha-
rakteristiky.
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Obrazek 22. Test zachytu neutralni ¢ervené (NRU) po inkubaci dvou bunéénych linii A549 a HaCaT s dvé-
ma typy grafeni (GP1 a GP2)
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POCITANi BUNEK POMOCi OBRAZOVEHO CYTOMETRU
METODOU BARVENI JADER DAPI (TEST CYTOTOXICITY)

Teoreticky zaklad metodiky

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

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

Postup:

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

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

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

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

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

Zmeéite fluorescenci na piistroji ImageXpress.

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

o

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

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

grafen HK 25 pg

grafen' HK:6,25 ug

grafen HK 50 pug

grafen HK'12,5 g

grafen HK 100 pg

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

grafen HK 100 pg/ml
expozice 20 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 300 ms

kontrola
expozice 20'ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 50 ms

grafen-HK 100 pg/ml
expozice 400 ms

kontrola
expozice 100 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 100 ms

grafen-HK 100 pg/ml
expozice 600 ms

kontrola
expozice 300 ms

grafen-HK 100 pg/ml
expozice 200 ms

kontrola
expozice 600 ms

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




Souhrn nejzajimavéjsich vysledku

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

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

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

Teoreticky zaklad metodiky

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

Podrobnéjsi popis metodiky

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

()

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

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

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

Buiiky a material:

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

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

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

Postup:

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

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

3. Bunky jsme nechali proliferovat do pfistiho pondéli.

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

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

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

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

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

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

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

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

Stanovili jsme hodnotu PDL podle vyse uvedeného vzorce.

8. Bunéénou suspenzi obsahujici 1 x 10° bunék jsme prenesli do nové kultivaéni lahve
a doplnili jsme kultiva¢ni médium na celkem 10 ml.

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

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

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

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

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

20
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10 == Kkontrola

PDL

== GP1 10 ug/ml

=0='GP2 10 ug/ml

o N b~ O

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

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

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

Souhrn nejzajimavéjsich vysledki

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

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

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

Podrobnéjsi popis metodiky

Kultivace:

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

Zasobni roztok WST: Roche 1 644 807

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

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

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

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

W
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Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic

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

Souhrn nejzajimavéjsich vysledku

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

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

Koncentrace 4h 24 h

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

1 101,0 1045 105.9 105.2

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

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

Bacové et al.4
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Obrizek 27. Kultivace A549 s TiO, v rozdilném médiu (s a bez FBS) pfi pouZiti druhého postupu WST-1
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Vyznamnou roli pfi méfeni absorbance maji hodnoty absorban¢niho pozadi. Z tohoto
divodu byl u metody WST-1 posuzovan vliv ptitomnosti grafenu (GP1) na hladinu absor-
ban¢niho pozadi metody WST-1. Grafen byl inkubovan pouze s roztokem WST-1 po meta-
bolické aktivaci bez bunék po dobu 1 a 2 hodin v koncentracich 5, 15 a 30 pg/ml (Obrazek
28; Tabulka 7). Nejdiive byla zméfena hodnota absorbance samotné suspenze grafenu bez
substratu a byly sledovany jeji zmény v case (1-2 hodiny). Z vysledkt vyplyva, ze gra-
fen vykazuje (v zavislosti na koncentraci) urcitou hodnotu pozadi, nicmén¢ tato hodnota je
pro danou koncentraci stabilni a 1ze ji odecitat od hodnot absorbance naméfenych hodnot
vzorki.>
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Obrazek 28. Vliv pfitomnosti grafenu (GP1) a doby kultivace na hladinu absorbance (metoda WST-1,
experiment bez bun¢k)

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

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

lh 100 100,6 104,6 110,6

1 h — pozadi 100 99,1 99,2 99,7

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

(Lékarska fakulta v Hradci Kralové)

LDH TEST (TEST CYTOTOXICITY)
Teoreticky zaklad metodiky

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

Podrobnéjsi popis metodiky

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

fenu na adherentni linii myoblasti C2C12

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

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

3. Odsajte kultivaéni médium tak, aby nebyla porusena adherovana monovrstva bunék
a nasledné pridejte grafen suspendovany v pozadované koncentraci (5—100 mg/ml; tripli-
kat) v bezfenolovém kultivaénim médiu. Inkubujte nasledujicich 2448 hodin.
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4.Do jamek, kde je triplikat pro SLR, aplikujte 10 ml sterilni, ultracisté vody. Do jamek
s MLA aplikujte 10 ml lyzac¢niho pufru (10x). Ob¢ reagencie inkubujte 45 minut pii 37 °C
a5%CoO,

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

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

7. Ptidejte 50 ml ,,stop solution®.

8. Michejte po dobu 1 minuty na vortexu.

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

10. Vypocet pro stanoveni cytotoxicity:
cytotoxicita v procentech.

absorbance oSetienych bunék — SLR
MLA-SLR

x 100. Takto vychazi

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM
a souhrn nejzajimavéjsich vysledku

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

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

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

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

Podrobnéjsi popis metodiky

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

ni linii myoblasti C2C12.

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

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

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

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

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

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

6 mésict.

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

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

Michejte po dobu 10 minut na vortexu.

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

byt vyssi nez 680 nm.

XN

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM
a souhrn nejzajimavéjsich vysledku

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

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

Teoreticky zaklad metodiky

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

Podrobnéjsi popis metodiky

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

2. K lyzovanému vzorku pridejte 500 pl ¢istého etanolu (bez pritomnosti nukledz).

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

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

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

6. Odstranit ependorfku s odpadem a opakovat krok 5.

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

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

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

1. Pro cDNA syntézu pouzijte 500 ng RNA.

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

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

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

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

Real-time qPCR

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

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

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

Nastaveni Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4 Krok 5

Kfivka tani

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

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM
a souhrn nejzajimavéjsich vysledku

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

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

XCELLIGENCE (BUNECNA PROLIFERACE, ADHEZE,
VIABILITA, MORFOLOGIE)

Teoreticky zaklad metodiky

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

Protokol pro RTCA DP systém xCELLigence pro zjiSténi vlivu grafenu firmy na adhe-
rentni linii myoblasti C2C12

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

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

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

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

4. Inkubujte nasledujicich 2448 hodin.

5. Vyhodnotte plot a hodnoty CI.

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic
a souhrn nejzajimaveéjSich vysledku

Na rozdil od bézn¢€ dostupnych testi (WST-1, LDH, XTT a MTT) neni xCELLigence rozsiie-
nou metodou pro sledovani bunééné proliferace a cytotoxicity. Hlavnim divodem jsou vyssi
investice do pristrojového vybaveni a do desti¢ek s mikroelektrodami, které 1ze pouzit pouze
jedenkrat. Na druhou stranu metoda xCELLigence umoziuje zachycovani Sirokého spektra
zmeén v bunécné viabilite, proliferaci, adhezi a morfologii v redlném Case a neni omezena tak
jako klasické ,,end-point* analyzy.

Sledovani viability a adheze bun¢k metodou xCELLigence jsme pouzili pro zhodnoceni
cytotoxického vlivu tii typti NM (dvou druhil grafenu a oxidu titani¢itého) na rizné bunéc-
né linie (C2C12 myoblasty, plicni alveolarni epitelové buitky a embryonalni kmenové buii-
ky). Byla zjisténa koncentracni i ¢asova zavislost cytotoxicity (snizeni viability) u grafent,
nikoliv vSak u oxidu titanic¢itého. Monitorovani biologického statusu bun¢k bylo pouzito
i v jinych studiich, které zkoumaly potencidlné toxicky vliv NM na bunécéné kultury (Kvako-
va et al.).6

HISTOLOGICKA ANALYZA
Teoreticky zaklad metodiky

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

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup histologického zpracovani organi po intratracheilni a peroralni expozici mysi

CS57Bl/6 nanocasticim grafenu:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

i

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

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

TRANSMISNi ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE
Teoreticky zaklad metodiky

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

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup zpracovani bunéénych kultur a jejich vySetieni v TEM

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

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

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

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

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

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

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

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

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

Souhrn nejzajimavéjsich vysledki

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

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

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

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

PRIPRAVA SUSPENZE NANOMATERIALU
PRO TESTOVANI IMUNOTOXICITY

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

Priklad

Ukazka tvodni optimalizace suspenze nemodifikovanych GP

(ivodni méfeni, porovnani hodnot)

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

GP1 (Plasmachem):

Velikost (lateralni dimenze): <2 pm

Tloustka: 1-4 nm

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

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

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

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

Z-average

0,25% cholat 186,5_PdI 0,203 - 25°C
Redéno do: Oh 20h 96 h Teplota m.
voda filtr. 198,4 PdI 0,226 | 187,7_Pdl1 0,215 | 179,4 PdI1 0,213 | 37°C
10% FBS 264,4 Pd10,250 |247,7 PdI0,221 |210,6 PdI 0,226 |37°C
PBS 239,7 Pd10,235 | 1173_PdI 0,529 2602_PdI 0,438 37°C
RPMI 1640 2279 Pdl 0,214 | 767,9_Pdl1 0,422 | 1125 PdI 0,354 37°C

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

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

Z-average

Koncentrace cholatu (%) Oh 20 h

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

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

Méreni (-potencialu (porovnani riznych rozpoustédel) (Tabulka 10):

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

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

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

Suspenze grafenu pro nasledujici testovani bunék (Tabulka 11):

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

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

S

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

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

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

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

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

Bunéc¢na esej — TLR

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

Priklad

Postup stanoveni LPS v suspenzich nanomateriala

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

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

3. K supernatantim se piida 180 pl detekéniho média a desticka se necha 30 minut az 3 hodi-
ny (pribézné kontrolujeme zbarveni) inkubovat pti 37 °C a 5 % CO,.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ELISA

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

Priklad

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

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

nym bakteriim; sledovani modula¢niho G¢inku NM na reaktivitu vii¢i bakteriim:

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

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

Dalsi postup vychazi z protokolu vyrobce:

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

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

6. Pripravené standardy a testované fedéné vzorky jsou aplikovany (200 ul) do 96jamkové
desticky, ktera se zalepi pfiloZzenou f6lii a necha se 2 hodiny inkubovat pfi laboratorni
teploté.

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

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

9. Promyti jako v bod¢ 7.

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

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

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

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

Ukazka vystupu méteni (Tabulka 12; Obrazek 35):

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

5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12
A 0,810 | 0,888 | 1,022 Delta
B 0,503 | 0,473 | 0,487 Delta
C 0,828 | 0,576 | 0,778 Delta
D 0,282 | 0,281 | 0,395 Delta
E 0,025 | 0,024 | 0,025 Delta
F 0,026 | 0,024 | 0,026 Delta
G 0,027 | 0,027 | 0,028 Delta
H 0,022 | 0,022 | 0,023 Delta

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

Problémem eseje muze byt interference slozek reakéni smési s testovanymi NM. To lze
redukovat az eliminovat opakovanym promyvanim. Dalsi komplikaci pfedstavuje skutec-
nost, ze NM mohou méfené cytokiny vyvazovat, coz vede k fale$sné negativnim vysledktim.
Z tohoto diivodu je nutné provadeét test interference, kdy se vzorek s definovanou koncentra-
ci cytokinu (naptiklad se standardem) nebo vzorek ziskany z bunék pfedem stimulovanych
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Obrazek 35. Kalibra¢ni kiivka

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

Bunécéné eseje

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

Priklad

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

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

dovani modulac¢niho G¢inku NM na reaktivitu viici bakteriim

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

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

je predchozi kultivace reportérovych bunék v selekcnim bezfenolovem médiu (DMEM)

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

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

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

4. Ke viem vzorktim je ptidano 180 ul bunééné suspenze (0,28 x 10° bunék/ml) v kultivac-
nim ,,bezfenolovém* médiu (bez selekcnich antibiotik) a bunky se nechaji 20-24 hodin
inkubovat pti 37 °C a 5 % CO,.

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

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

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

W

Ukazka vystupu méfeni (Tabulka 13):

Tabulka 13. Hodnoty absorbance métenych vzorka

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

=-RNoRE N AR-ANoNR--Ri=

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

V nasich experimentech dochézelo pfi testovani IL-1P k jeho degradaci v uskladnénych
zmrazenych vzorcich. Z tohoto diivodu byla pro stanoveni vybrana metoda bunééné eseje,
kdy byly supernatanty ihned pfenaseny na nové desticky a inkubovany s reportérovymi bui-
kami. Jednou osobou tak mohly byt ve zbylych supernatantech provadény soucasné i dalsi
analyzy, napfiklad detekce LDH (viz viabilita). Podobn¢ jako u ELISA metody bylo nutné
i zde kontrolovat interference a zajistit, aby testované supernatanty neobsahovaly cytotoxické
koncentrace stimulantti. To je v pfipadé testovani NMs feseno jejich odstiedénim na 10 000 g.
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V nasich experimentech byly vyuzivany obé metodiky detekce cytokini pro hodnoceni
imunotoxicity GP, karbonovych nanotrubic (MWCNT) a nano-TiO2. Pouzivani bunéénych
eseji nam umozinovalo soucasny screening n¢kolika prozanétlivych i protizanétlivych cytoki-
nii. Cast vysledk a detailni postup 1ze najit v publikaci Svadlakové et al.3

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

(Testovani modulacnich u¢inkti nemodifikovanych karbonovych NM na cytokinovou odpo-
véd monocytd vici bakteriim)

IL-10, Agzo
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1 RPMI
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= GP2
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Obrazek 36. Produkce IL-10 u izolovanych monocytt stimulovanych GP (60 pg/ml), MWCNT (30 pg/ml)
a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1 x 107)

Poznamka: Data jsou prezentovana jako krabicovy graf od minima do maxima se v§emi body. Hodnoty ** p < 0,01

a * p <0,05 oznacuje statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns — nesignifikantni.
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HODNOCENI AKTIVACE NLRP3

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

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

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

Priklad

Postup stanoveni kanonické aktivace NLRP3 po expozici uhlikovym NM

1. THP1-null/deff (Invivogen) se v koncentraci 3,6 x 103 bunék/jamka / 200 pl nasadi do
96jamkové kultivaéni desti¢ky (alternativné l1ze pifedem THP1 v koncentraci 1,8 x 106
bunék/jamka / 200 pl 3 hodiny aktivovat pomoci phorbol-myristat acetatu (300 ng/ml)
a po vyméné média 72 hodin diferencovat v makrofagy).

2. Ke vsem bunkam véetné negativni kontroly se prida ultracisté LPS ve vysledné koncen-
traci 1 ug/ml a buiiky se nechaji 3 hodiny inkubovat pii 37 °C a 5 % CO, (,,priming" —
nezbytny prvni signal piedchazejici kanonickou aktivaci, ktery ale k samotné aktivaci
nevede).

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

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

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

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

vlastnit pouze destickovy spektrofotometr s monochromatorem, piipadné s filtry pro dané
vinové délky.

Vysledek hodnoceni kanonické aktivace NLRP3

Detailni vysledky shrnujici prozanétlivy potencial karbonovych NM lze najit v publikaci Sva-
dlakové et al. z roku 2020.!

7 M GP1
[=c]F]
§4- E= MWCNT
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Obrazek 37. THP1-null: produkce IL-1f po expozici GP1, GP2 a MWCNT
Poznamka: Data jsou prezentovana jako podil produkce IL-1p exponovanych bun¢k a neexponované kontroly (RPMI)

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

Zasadni vyznam hodnoceni IL-1p se potvrdil béhem porovnavani né€kolika rizné¢ modi-
fikovanych MWCNT. Zatimco cytokiny neasociované s inflamazomem (IL-6 nebo TNF-a)
byly produkovany pouze v jednom piipadé, IL-1f byl produkovan vzdy. Prozanétlivy uci-
nek vsech testovanych typt MWCNT byl tak potvrzen pouze na zakladé IL-1B. Z uvedené-

ho vyplyva, ze hladina IL-1 by pfi testovani imunotoxickych t€¢ink méla byt hodnocena
vzdy.4
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HODNOCENI VIABILITY

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

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

(Lékarska fakulta v Hradci Kralové)

MIKRONUKLEUS TEST
(TEST GENOTOXICITY A CYTOTOXICITY)

Teoreticky zaklad metodiky

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

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

Podrobnéjsi popis metodiky

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

Bunécna linie (v pripadé nasich experimenti THP-1) je v objemu 2,5 ml a koncentraci
bunék 2 x 10° bun¢k/ml nasazena do 6jamkové desticky a exponovana zvolené koncentraci
NM (smichéano 1,25 ml bunééné kultury o dvojnasobné koncentraci, tedy 4 x 105 bunék/ml,
a 1,25 ml suspenze NM o dvojnasobné koncentraci, nez je kone¢na testovana koncentrace
NM). Jsou zafazeny i pozitivni kontroly s genotoxickou latkou (v nasem pfipad€ cytosin
arabinosid v kone¢né koncentraci 5 a 20 ng/ml) a negativni kontrola (bunécna linie v médiu
bez ovlivnéni). Doba expozice (kultivace) NM je 1,5 az dvojnasobek délky bunééného cyklu,
aby byl zajistén i1 kontakt NM s jadernym obsahem a mitotickym aparatem buniky béhem
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déleni. Dobu expozice je tedy nutné upravovat podle pouzité bunécné linie. V ptipadé THP-1
bunécéné linie je doba expozice 40 hodin.

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

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

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

Analyza vzorki je provadéna pomoci svételného mikroskopu pii 400nasobném zvétSeni.
V piipadé hodnoceni cytostatického potencialu je hodnoceno nejméné 500 bunék. Pii hodno-
ceni genotoxického potencialu je analyzovano 1000 binuklearnich bun¢k (BNC). K poc¢itani
BNC je pouzit rucni ¢itac.

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

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

CBPI= . »
(celkovy pocet bunek)

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

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

_ (nMONOC +2 * nBNC + 3 * nTRINC + 4 *nTETRC
(celkovy pocet bunék)

NDI

223



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

(CBP) T

% cytostasis = 100 — 100 * (CBP) K

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

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

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

Vlastni provedeni expozice NM se nelisi od provedeni u jinych testd. Mezi dalsi vyhody
CBMN patii relativni jednoduchost provedeni, finan¢ni nenarocnost, statistickd sila, moznost
ziskani fady parametri z jednoho vzorku (velkd vytéznost) a nenarocnost na laboratorni vyba-
veni. Neni napfiklad nutné fluorescencni barveni a zobrazeni. V souc€asnosti je vyhodnéjsi
manualni analyza, kterd umoznuje detekci vSech deviti biomarkerti. Automaticka analyza
zatim umoziuje pouze detekci BNC s MN. Pfi manualni analyze je také redukovano riziko
zameény klastru NM a MN.

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

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

Souhrn nejzajimavéjsich vysledkd

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

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

Akumulace NM, zejména pokud se jedna o NM nebiodegradabilni, mtize vyznamné naru-
Sovat normalni mitoticky proces. Pfi stejném experimentu (GP1, GP2 viz vyse) byl zazna-
menan na davce zavisly narast poskozeni DNA, zejména nartst poctu BNC s MN, NBUD

Obrazek 38. Priklady poskozeni DNA; (A) binuklearni burika (BNC) s mikrojadrem (plna Sipka); (B) BNC
s jadernym pupenem (NBUD) spojenym s hlavnim jadrem tenkou stopkou (plna Sipka); (C) BNC s nuk-

leoplasmatickym mistkem (NPB; plna Sipka) a malymi agregaty GP v cytoplasmé (na bunééném povrchu;
prazdné Sipky); (D) jadro bez cytoplasmy béhem CBMN obklopené shluky GP (prazdné Sipky)
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1 NPB, ktery jiz dosahoval statistické vyznamnosti. Bazalni poskozeni DNA bunécné linie
(vhodné pro testovani genotoxického potencialu) by se mélo pohybovat do 2 %.7 V nasem
pripadé se poc¢et BNC s MN pohyboval v priméru kolem 0,6 % (v maximu kolem 0,9 %).
Mizeme tedy predpokladat, ze nami pouzita THP-1 bunécna linie je vhodna pro testovani
observed genotoxic effect level; LOGEL) byla pro GP1 nad 5 pg/ml a pro GP2 30 pg/ml.

V piipadé testovanych GP1 a GP2 se domnivame, ze mezi mechanismy poskozeni DNA
mize byt zafazena piima interakce GP s jadernym materidlem (odkrytym bé¢hem bunécné-
ho déleni), naruseni jaderného déleni vlivem epigenetickych mechanismti a/nebo tc¢inek na
cytoskelet bunky a mitoticky aparat. Interakce s jadernym materialem ¢i cytoskeletem bunky
vede ke zvySeni poc¢tu BNC s NBUD; interakce s jadernym materidlem zase piispiva k naris-
tu poctu BNC s NPB.

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

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

KOMETOVY TEST (TEST GENOTOXICITY)
Teoreticky zaklad metodiky

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

Po lyze bunécné a jaderné membrany v solném roztoku dochazi vlivem elektroforetického
procesu k migraci fragmentti DNA z jadra (,,hlavy*) do pytlovitého utvaru za jadrem (,,0ho-
nu*). Po vizualizaci vhodnym barvivem vznikne typicky obraz komety (¢im vice je DNA
fragmentovana, tim je ,,ohon“ mohutnéjsi). Pfi neutralnim pH lze detekovat pouze dvouretéz-
cové zlomy DNA, pii vy$§im (,,alkalickém*) pH jsou detekovany i zlomy jednofetézcové.?

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

Podrobnéjsi popis metodiky

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

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

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

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

Po skonceni expozice v délce trvani 1,5 az 2 bunécnych cykld jsou bunky odstie-
dény (300 x g, 5 min), spocitany pomoci Biirkerovy komurky a nafedény na koncentraci
8 x 10° bun€k/ml. Objem 35 pul této bunééné suspenze je smichan s 85 pl agardzy s nizkou
teplotou tani (1% roztok agarézy v PBS) pfi teploté 38 °C a nasledné je 85 pl této smési
aplikovano na pfedem pfipravena podlozni skla potazena agarézami (skla jsou polozena na
vodorovné chladici podlozce). Kapku agardzy s bunikami ihned pfiklopime krycim sklickem
(sklicka opatrné sejmeme po ztuhnuti agar6zy — nekladou odpor pii pokusu o sejmuti). Tento
a nasledujici kroky doporucujeme provadét v zatemnéné mistnosti pri zlutém ¢i oranZovém
svétle k minimalizaci arteficialniho poskozeni DNA.

Skla s aplikovanou bunéénou suspenzi v agardze umistime do sklenénych barvicich kyvet
typ Hellendahl, do kterych nalijeme 100 ml lyza¢niho roztoku s 1 ml Tritonu X-100 (pfida-
nym tésné pred nalitim do kyvet), a nechame 60 minut lyzovat v chladu. Po dokonceni lyzy
roztok vylijeme, podlozni skla s buné¢nou suspenzi v agardze premistime do elektrofore-
tického tanku (umisténého v chladu), naplnéného chlazenym elektroforetickym roztokem
(sklicka na okraji 1ze pfimacknout sklenénou tycinkou, aby ,,neplavala®). Nasledn¢ po dobu
40 minut nechame ,,rozplétat DNA; po ukonceni rozplétani prob¢hne elektroforéza (25 V,
300 mA, 30 min).

Po dokonceni elektroforézy sklicka vyjmeme z elektroforetického tanku, umistime do
kyvet typ Hellendahl, nalijeme 100 ml chlazeného neutralizacniho roztoku a nechame rea-
govat po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Tento (neutraliza¢ni) krok opakujeme trikrat.
Nasledné¢ skla oplachneme pii laboratorni teploté v tiikrat destilované vodé (vzdy po dobu
5 minut). Nakonec skla rozlozime na filtra¢ni papir agar6zou nahoru a nechame uschnout
pfi laboratorni teploté (nejlépe do druhého dne). Pied analyzou je nutno provést rehydrataci
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skel v trikrat destilované vodé (v kyveté typ Hellendahl, 60 min) a aplikovat na jejich povrch
20 ul barviciho roztoku ethidium bromidu (preparat nakonec piikryjeme krycim sklickem).
Mikroskopicka analyza se provadi pomoci fluorescencniho mikroskopu s CCD kamerou
(200nasobné zvétseni s pouzitim zeleného excitacniho filtru, excitace 510-550 nm, emise
590 nm) a softwaru MetaSystems CometImager.

Vysledky analyzy jsou vyjadreny jako primérny procentualni obsah DNA v ohonu kome-
ty (% tail DNA; % tDNA; 50 hodnocenych komet v kazdém vzorku). Hodnota udava, kolik
procent DNA migrovalo z ,.hlavy* komety do ,,ohonu“. Parametr je povazovan za velmi
uzite¢ny pro kvantitativni hodnoceni poskozeni DNA (nabyva hodnot 0-100 %) a vyznacuje
se nizkou variabilitou vysledki v riznych studiich.!0:11

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

Poskozeni DNA lze pomoci CA detekovat v suspenzi kvasnic, protozoalnich, rostlinnych
i Zivo¢isnych bunék (bezobratli i obratlovci), a to jak délicich se, tak i nedélicich se bunék.8-12
Z uvedeného plyne velka univerzalnost metodiky a moznost testovat i u¢inky NM na bunééné
kultury (in vitro) a bunky tkani (in vivo).

Pravdépodobné nejvhodnéjsi je vyjadreni vysledku analyzy v podobé medidnu nebo arit-
metického priméru celého vzorku, ktery by mél byt hodnocen v duplikatu.!? Automatické ¢i
semiautomatické systémy analyzy obrazu obvykle udavaji parametry, jako jsou délka ohonu
(tail leght; pm) a moment ohonu (tail moment; soucin % DNA migrované v ohonu a vzda-
lenosti DNA migrace v ohonu).!! Pojem délka ohonu je ov§em ponékud zavadgjici, protoze
tato hodnota je ovlivnéna jak podminkami elektroforézy, tak i mistem, odkud je métena (jako
vychozi bod se pouziva jak stfed hlavy, tak i misto pfechodu hlavy v ohon).10-13

CA je metoda financné nendro¢nd. V porovnani s CBMN a testem chromozomalnich
kamera a specialni SW pro vyhodnoceni) a na mnozstvi laboratorni praci. Metoda je citliva
na Cistotu materialu a kvalitu vody (ve vétsiné kroku je zapotiebi tfikrat destilované vody).
Vliv na kvalitu vysledkd ma i stafi podloznich skel (neméla by byt star$i néz dva roky od data
vyroby). DNA bez jaderného obalu a bunéénych komponent (po lyzacnim kroku) je citliva
k arteficidlnimu poskozeni modrou slozkou denniho svétla a bilym zafivkovym svétlem.!2
Z tohoto diivodu je nutné metodu provadét v zatemnéné (a nejlépe i chlazené) mistnosti
pfi osvétleni zlutooranzovym svétlem (pii cerveném svétle se zhorSuje presnost laboratorni
manipulace).

Metodou nelze urcit velikost fragmentli DNA, nicméné lze predpokladat, ze vétsi frag-
menty by mély migrovat dale od hlavy komety.8 Problémem muze byt replikace bunék béhem
elektroforézy. Za alkalickych podminek se replika¢ni vidlice chovaji jako jednofetézcové
zlomy, coz zvySuje mnozstvi DNA v ohonu komety. Za neutralnich podminek dochézi naopak
k snizeni migrace DNA do ohonu.8 U bungk s velmi dobfe strukturovanou cytoplazmou (epi-
telidlni bunky) se miize projevit snizena efektivita lyzy. V téchto ptipadech je pro lyzu nutné
pouZzit protedz, které v8ak na druhou stranu mohou ovliviiovat vysledek testu.!4

Zatim nebyl uspokojive popsan vztah mezi rozsahem poskozeni DNA (sledovaného v CA)
a jeho biologickym dopadem.® Omezeni metody piedstavuje i klesajici senzitivita testu pii
nartstu po¢tu zlomti DNA nad 10 000 na diploidni savéi buiiku.®
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Pouziti automatické analyzy snizuje pravdépodobnost lidskych chyb, na druhou stranu
vSak muze byt zdrojem chyb dalSich. Jedna se naptiklad o situace, kdy shluky NM imituji
buiky. Rovnéz jev zhaseni fluorescence nékterymi NM miiZe pfi pouziti automatické analy-
zy vést ke zkresleni vysledkd. Tato rizika Ize snizovat semiautomatickou analyzou vzorkd.
Zavérem je nutno zminit dosud netispésnou standardizaci metody (rtizné laboratote pouzivaji
jeji razné modifikace), coz vede ke zna¢né interlaboratorni variabilit¢ vysledkd a nemoznosti
jejich piimého porovnani.!4

Souhrn nejzajimavéjsich vysledki

Obrazek 39 zachycuje nalezy CA z experimentt s grafenem. Z vysledkid vyplyva, ze test by
mohl byt pouzitelny pro hodnoceni genotoxického potencialu NM vici THP-1 bunécné linii.
Protoze jsme si védomi nejistot souvisejicich s moznosti zhaseni fluorescence grafenovymi
platky, byly soubézné s expozici grafenu provedeny i expozice tiem formam nanocastic oxidu
titani¢itého. Vysledky expozic THP-1 oxidu titanic¢itému potvrdily zavéry z expozic THP-1
grafenu tykajicich se pouzitelnosti testu CA pro hodnoceni genotoxickych u¢inktt NM.

Obrizek 39. Piiklady vystupti kometového testu: (A) bunééné jadro (nukleotid) s 10 % jaderného obsahu
uvolnéného do ,,ohonu®; (B) nukleotid se 40 % jaderného obsahu uvolnéného do ,,ohonu‘

TEST CHROMOZOMALNICH ABERACI (TEST GENOTOXICITY)
Teoreticky zaklad metodiky

Jako chromozomalni aberace (ABC) jsou ozna¢ovany zmény struktury a/nebo poctu chro-
mozomu. Mohou se objevovat spontanné nebo byt indukovany expozici chemickym ¢i fyzi-
kalnim faktorim.!S ABC lze pozorovat v délicich se buitkich. Déleni je v této fazi cyklu
(metafaze) zastaveno pomoci mitotického jedu colcemidu, ktery narusi délici vieténko.!® Po
obarveni preparatl roztokem Giemsa-Romanowski 1ze analyzovat stav chromozomt a stu-
dovat jejich strukturalni aberace, jako jsou zlomy, gapy, acentrické fragmenty, dicentrické
chromozomy ¢i vymény a rovnéz numerické aberace, tedy zmény v po¢tu chromozomii.!” Na

229



Obrazek 40. Ukazky aberaci chromozomi lidskych monocytt po expozici latkdm s genotoxickym u¢in-
kem; (A) normalni mitoticka burika, (B) polyploidni butika, (C) zlom (oznacen Sipkou), (D) dvojity frag-
ment (oznacen Sipkou), (E) minute (oznaceno Sipkou), (F) prstencity (ring) chromozom (oznacen Sipkou),
(G) translokace (oznaceno $ipkou), (H) mezichromozomova vyména (oznaceno Sipkou), (I) dicentricky
chromozom (oznaceno prazdnou Sipkou) a dvojity fragment (oznaceno plnou Sipkou)

Obrazku 40 jsou ukazky aberovanych chromozomu lidskych monocytl po expozici latkam
s genotoxickym ucinkem.

Podrobnéjsi popis metodiky

Expozice bun¢k vybranym NM probiha jako v pfipadé CBMN. RovnézZ je nutné volit alespon
tfi koncentrace NM bez vyznamného cytotoxického u€inku. Pro kazdou testovanou koncen-
traci a pozitivni kontrolu by kultury mély byt nasazeny v duplikatu, pro negativni kontrolu
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v tetraplikatu. Experiment je vhodné opakovat tfikrat. Podlozni skla pted aplikaci vzorku jsou
pripravovana identickym zptsobem jako v ptipadé¢ CBMN.

Po ukonceni primarni expozice (kultivace) NM je k buiikdm pfidan roztok colcemidu
o koncentraci 0,24 pg/ml kultury a kultivace pokracuje dalsi 1,5 az 3 hodiny v zavislos-
ti na délce bunécného cyklu pouzité bunécéné kultury (u THP-1 po dobu dalsich 2 hodin).
Pred aplikaci colcemidu lze zafadit vymyvaci krok k odstranéni NM obdobné jako u CBMN.
Po ukonceni kultivace jsou buiniky odstfed’ovany (300 % g; 3 min), supernatant je odstranén
a buiiky jsou ve tfech krocich fixovany (v digestofi). Mezi kazdym fixacnim krokem se prova-
di odstedéni (300 x g; 3 min) a odstranéni supernatantu. V prvnim fixa¢nim kroku je pouzito
92 ml demineralizované vody, 3 ml metanolu a 5 ml ledové kyseliny octové.

V druhém fixa¢nim kroku je pouzit pouze metanol a ve tfetim roztok metanolu a ledové
kyseliny octové (3:1). Roztoky obsahujici metanol a ledovou kyselinu octovou je nutné po
pripravé uchovavat v lednici. Roztoky jsou pfipravovany tésné pied zahajenim zpracovani
vzorkl. Po tfetim fixacnim kroku nésleduje opét odstfedéni (300 x g; 3 min) a odstranéni
supernatantu s vyjimkou cca 1 ml nad peletou, ve kterém je bunécna peleta resuspendovana.
Nasledné je suspenze nakapana na dvé vychlazena, navlhéena, vodorovné ulozena podlozni
skla a ponechana uschnout pies noc pfi laboratorni teploté. Nasledujici den jsou vzorky obar-
veny 5% roztokem Giemsa-Romanowski (po dobu 5 minut), oplachnuty pod tekouci vodou
a v demineralizované vod¢ a po uschnuti ulozeny do boxu na mikroskopické preparaty. Skla-
dovani preparatti je mozné pii laboratorni teploté.

Analyza ABC je provadéna pomoci svételného mikroskopu s pouzitim imerzniho oleje
(1000nasobné zvétsenti). Je hodnoceno 100 dobie rozestoupenych mitotickych metafazickych
bunék. K hodnoceni jsou pouzivana skorovaci kritéria AHEM 2007.16

Pouzitelnost metodiky pro testovani NM

Analyza ABC je metoda pomérné levna a jeji materialni a pfistrojova narocnost je srovna-
telnd s CBNM. Vyhodou je standardizace provedenti testu, vyuzitelnost v epidemiologickych
studiich s pouzitim perifernich lymfocyt a rovnéz standardizace bazalni hladiny poskozeni
DNA perifernich lymfocyta v éeské populaci.!6-18

Analyza ABC je naro¢na na laboratorni praci, ¢as, a zejména zkuSenosti hodnotitele.
Z tohoto dtivodu se ustupuje od vyjadreni vysledkl analyzy ve formé konkrétnich poskozeni
(napriklad poctu zlomd, fragmentt a dicentrickych chromozomi na 100 bunék) a upiednost-
nuje se vyjadieni poctu aberovanych bunék na 100 metafazickych bunck bez blizsi specifi-
kace.!® Gapy se do celkového poétu aberovanych bunék nezahrnuji, ale 1ze je prezentovat
jako samostatnou kategorii na 100 metafazickych bunék.!¢ Pfi detekci numerickych aberaci
je standardni verze testu vhodna pouze pro hodnoceni polyploidii. Pfi analyze aneuploidii
muize dochazet k nadhodnoceni v disledku arteficialni ztraty chromozomt pii zpracovani.!®

Automatické vyhodnocovani preparatd je komplikované a mize byt zatizeno zna¢nou
chybou. Vhodnéjsim se zda byt semiautomatické vyhodnoceni pomoci vyhledavace metafa-
zickych bunék a dicentrickych chromozomtl.!3 Analyza ABC je ve srovnani s jinymi metoda-
mi detekce poskozeni DNA pomérné malo citliva, nicméné je stale pouzivana pti hodnoceni
akutnich (narazovych) expozic (napiiklad radiacni nehody) nebo rizikovych subchronic-
kych a chronickych expozic, zahrnujicich dlouhodobé pracovni vystaveni karcinogentim a/
nebo ionizujicimu zafeni.2%-2! Nevyhodou analyzy ABC je jeji neuniverzalnost, zejména pro
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bunécéné linie s variabilnim poc¢tem chromozomti. Pouziti analyzy ABC pro testovani geno-
toxického potencialu NM komplikuje moznost piekryti metafazickych chromozomi shluky
NM (zejména pii pouziti vyssich koncentraci). Problémem mtize rovnéz byt zaména malych
shlukti NM za minutu (Obrazek 40). Analyzu ABC nepovazujeme za vhodnou pro testovani
genotoxického potencialu uvedenych NM na pouzitych bunéénych liniich, protoze obé¢ linie
vykazovaly vysoky bazalni pocet aberovanych bunek (pfes 50 %).

V jedné metafazické bunce bunécné linie THP-1 bylo nalezeno maximalné 48 chromo-
zomu (centromer). THP-1 buné¢na linie je povaZzovana v soucasnosti za témét diploidni
bunécnou linii s 49 chromozomy, ale ptivodné byla popsana jako diploidni linie s karyoty-
pem 46 XY.22:23 Nékteti autofi uvadéji, ze linie ziskané z riznych zdroji se mohou mirné
odlisovat.2* THP-1 bunééna linie tedy neni vhodna pro hodnoceni numerickych aberaci, kvili
nestabilnimu pocet chromozom, ani pro hodnoceni strukturalnich aberaci, kvili pfitomnosti
minimalné jednoho zlomu v kazdé druhé hodnocené metafazické bunce. Linie by byla pou-
zitelna, pokud by se vysledek udaval jako pocet zlomt a dalsich nalezi na 100 hodnocenych
metafazickych bunék. Od tohoto hodnoceni se v§ak obecn¢ upousti pro velkou variabilitu
i mezi zku§enymi hodnotiteli.!® Z obdobnych diivodi neni ABC vhodny pro A549 bunéénou
linii, ktera je hypotriploidni (poc¢et chromozomt se pohybuje kolem 66) a vykazuje vysoky
bazalni podet mutaci.??

Souhrn nejzajimavéjsich vysledki

ABC se ukazal byt nevhodnym pro pouziti na bunécné linii THP-1. Nejcetnéjsi pocet cent-
romer (chromozomt) v jedné metafazické buiice byl u nami pouzité linie 48. THP-1 bunéc-
na linie je povazovana v soucasnosti ze téméi diploidni bunécnou linii s 49 chromozomy,
ale ptivodné byla popsana jako diploidni linie s karyotypem 46 XY.2223 Rovnéz se dochazi
k zavéru, Ze se linie ziskand z riznych zdroji mirné odlisuje.2* U nami pouzité linie jsme
zachytili vysoky bazalni pocet aberovanych bunék (ptes 50 %). Proto bylo rozhodnuto, ze
ABC je nevhodny test pro THP-1 bunécnou linii. Z obdobnych divodt neni ABC vhod-
ny pro A549 bunécnou linii, kterd je hypotriploidni (pocet chromozomt se pohybuje kolem
66) a vykazuje rovnéz vysoky bazalni pocet mutaci.?> ABC zistava viak vyznamnym tes-
tem s pouzitim perifernich lymfocytli, zejména pak v epidemiologickych studiich, spole¢né
s CBMN a CA.
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ZKRATKY

16HBE
3HFWC
A549

ABCA-1
ALP

ALT
ARPE-19
AST
BAL
BEAS-2B

BMEC

BSA
BUN
Ceo
CaCo2

Caco-2
cAMP
CAT

CB

CD
CDHI1
CFU
CHCE-T
CNF
CNH
CNM
CNP
CNS
CNT
CPPED1
CT
CVD

lidska bronchidlni epitelidlni bunééna linie (human bronchial epithelial cells)
hyper-harmonizovany vodni komplex hydroxylovaného fullerenu Cy
alveolarni epitelialni buiky A549 (adenocarcinomic human alveolar basal
epithelial cells)

ATP-binding cassette transporter

alkalicka fosfataza

alaninaminotransferaza

imortalizované lidské retinalni butiky

aspartataminotransferaza

bronchoalveolarni lavaz

imortalizovana a nenadorova linie lidskych plicnich epitelidlnich bunék (bronchial
epithelial cells)

mozkové mikrovaskularni endotelialni bunky (bone marrow microvascular
endothelial cells)

bovinni sérovy albumin

blood urea nitrogen

fulleren

bunécna linie lidského kolorektalniho adenokarcinomu (human colon
adenocarcinoma cell line)

imortalizované lidské buiky kolorektalniho adenokarcinomu

cyklicky adenosinmonofosfat

katalaza

saze (carbon black)

uhlikové tecky (carbon dots)

kadherin 1

kolonie tvofici jednotku

lidské rohovkové epitelové bunky

uhlikova nanovlakna (cabon nanofibres)

uhlikové nanorohy (carbon nanohorns)

uhlikové nanomaterialy (carbon nanomaterials)

uhlikové desticky (carbon platelets)

centralni nervova soustava

uhlikové nanotrubice (carbon nanotubes)

calcineurin-like phoshoesterase domain containing 1

pocitacova tomografie

chemicka depozice z plynné faze



DAMP
DWCNT
ECs,
EEG
EKG
EPC
EPO
FBNI
FBS
FDT
FLG
FLGO
FN1
FSF1
FSH
FTT
GGT
GIT
GNP
GO
GO-DOTA

GO-QD
GP

GPCR
GQD
H2AFX
H9c2
HaCaT
HASMC
HBEC-3KT
hConECs
hCorECs
HEB
HEK-293T
HepG2
HK-2
HLF
HNEpC
hpf

HSC 2012
Hsp90
HT29
HUVEC
IARC
ICAM-1
IL
LLC-PK1
LOX-1
LPS

damage/danger-associated molecular patterns

dvousténné uhlikové nanotrubice (double-walled carbon nanotubes)
polovina maximalni u€¢inné koncentrace

elektroencefalografie

elektrokardiografie

endotelialni progenitorové bunky

eozinofilni peroxidaza

fibrilin 1

fetalni bovinni sérum

fotodynamicka terapie

vicevrstvy grafen (few layer graphene)

nékolikavrstvy grafen oxid (few-layer graphene oxide)

fibronektin

fibroblasty z kiize lidského obliceje

folikuly stimulujici hormon

fototermalni terapie

y-glutamyltransferaza

gastrointestinalni trakt

grafenové nanodesticky (graphene nanoplatelets)

oxid grafenu (graphen oxide)

oxid grafenu funkcionalizovany kyselinou 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-
-tetraoctovou

kvantové tecky oxidu grafenu (graphene oxide quantun dots)
grafenové platky

receptor sptazeny s G proteinem (G protein-coupled receptors)
grafenové kvantové tecky (graphene quantum dots)

histone family member X

kardiomyoblasty

imortalizované keratinocyty

bunky hladké svaloviny aorty (human aortic smooth muscle cells)
nenadorové bunky lidského bronchidlniho epitelu

lidské epitelové spojivkové buiky

lidské epitelové bunky rohovky

hematoencefalicka bariéra

lidské embryonalni ledvinné buiky

bunky hepatocelularniho karcinomu

dospélé lidské buiiky proximalni tubularniho epitelu

lidské plicni fibroblasty (human lung fibroplasts)

primarni buiiky lidského nosniho epitelu

hodin po fertilizaci

Hazard Communication Standard

heat shock protein 90

bunky lidského kolorektalniho adenokarcinomu s epitelialni morfologii
endotelialni bunky lidské pupecnikové zily (human umbilical vein endothelial cells)
International Agency for Research on Cancer

solubilni intercelularni adhezni molekuly 1 (intercellular adhesion molecules)
interleukin

praseci buiiky proximalniho ledvinného tubulu

lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor
lipopolysacharid



MAMP
MPO
MWCNT
MWCNT-PVP
MWCNT-TEPA
NCI-H322
NCM460
ND

NET
NF-«B
NHBE
NHDF
NIOSH
NIR
NKR-52E
NLR
NLRP3
NOD
OSHA
Ox-MWCNT
PAMP
PEG
PEG-MWCNT
PRR

PTEN

RES

rGO

RhE

ROS

RPE

RTG

SAEC
sFLG
SLGO
SOD1
SWCNT
TGF
TGFB1
TLR
T-MWCNT
TNF
VCAM-1
VEGF
Vero

Z0-1

microbe-associated molecular patterns
myeloperoxidaza
vicesténné uhlikové nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes)

mnohovrstvé uhlikové nanotrubice funkcionalizované polyvinylpyrrolidonem

MWCNT funkcionalizované tetraetylenpentaminem
nemalobunéény bronchoalveolarni karcinom

epitelové buiky tlustého stieva

nanodiamanty

extracelularni neutrofilové pasti (neutrofil extracellular traps)
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
normalni lidské bronchialni epitelové butiky

lidské dermalni fibroblasty

National Institute for Occupational Safety and Health

blizké infracervené zareni

krysi epitelové bunky ledvin

NOD-like receptor

NOD-like receptor family pyrin domain containing 3
nucleotide-binding oligomerization domain

Occupational Safety and Health Administration

oxidované MWCNT

pathogen-associated molecular patterns

polyethylenglykol

polyetylenglykolované MWCNT

pattern recognition receptors

homolog fosfatazy a TENsinu (phosphatase and TENsin homolog)
retikuloendotelialni systém

redukovany GO

SkinEthic™ model rekonstruované lidské epidemirs

volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

retindlni pigmentovy epitel

rentgenové zateni

epitelové bunky nizsich etazi dychacich cest (small airway epithelial cells)
maly vicevrstevny grafen (small few-layer graphene)
jednovrstvy grafen oxid (single-layer graphene oxide)
superoxiddismutaza

jednovrstvé uhlikové nanotrubice (single-wall carbon nanotubes)
transforming growth factor

transfornujici rastovy faktor B (transforming growth factor )
Toll-Like Receptor

dispergované Tweenem-80

tumor necrosis factor

solubilni vaskularni bunééné adhezni molekuly 1 (vascular cell adhesion molecule)

vaskularni endotelovy ristovy faktor
bunécna linie epitelialnich bunék ledvin z afrického kockodana zeleného
zonnula occludens-1





