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ANOTACE

Tato prace pojednava o problematice genotoxicity nanocastic. Prace je rozd€lena na teoretickou
a praktickou cast. V teoretické ¢asti jsou pifedstaveny pojmy nanocastice a nanomaterial,
popsany mechanismy genotoxického ucinku nanocastic, zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti
a parametry nanocastic a analytického prostfedi, jez ovliviiuji genotoxicky potencidl nanocastic,
V soucasnosti pouzivané in vitro metody studia genotoxicity a strategie testovani genotoxicity
nanocastic. V praktické casti je pak popsano stanoveni oxidacniho stresu na modelovém organismu

po expozici ZnO nanocasticim.
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TITLE

In-vitro tests of genotoxicity of nanomaterials

ANNOTATION

This work deals with issue of genotoxicity of nanoparticles. The thesis is divides into theoretical
and practical part. In the theoretical part are introduced the terms nanoparticles and nanomaterials,
described the mechanisms of genotoxic effect of nanoparticles, the basic physico-chemical properties
and parameters of nanoparticles and analytical environment that influence the genotoxic potential
of nanoparticles, currently used in vitro methods of genotoxicity studies and testing strategies
of genotoxicity of nanoparticles. In the practical part is described the determination of oxidative stress

in the model organism after exposure to ZnO nanoparticles.
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Uvob

V dnes$ni dobé nachazeji nanomateridly a nanocastice uplatnéni v celé fadé€ aplikacnich oblasti
(ve zdravotnictvi, strojirenstvi, vojenském, automobilovém ¢i kosmickém pramyslu, elektronice
amnoha dalSich). S rostoucim vyuzitim téchto Castic vzristaji rovnéz i rizika poskozeni zdravi.
Dnes uz jsou znamy zakladni principy mechanismii genotoxického uéinku a existuje mnoho studii
popisyjicich toxické t€inky konkrétnich nanoc¢astic na lidské zdravi. Tyto studie jsou vSak nesourodé,
predev8im kvuli rozmanitosti fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic, jako je velikost,
jejich povrchova plocha a dalsi, jez ovliviiuji troven toxicity, ale i rozdilnym parametrim prostiedi,

V némz je testovani provadeéno.

Nedostatkem téchto studii je i volba spravné metody testovani. V soucasnosti je predevsim
snaha co nejvice zjednodusit a zefektivnit testovani genotoxického potencialu a vyhnout se etickym
problémiim vzniklym pfi pouziti zvifecich modeld. Baterie in vivo testi se tedy dopliiuje o testy in vitro.

Tyto testy vSak maji omezené moznosti pii stanoveni toxikokinetickych dé&ji ve srovnani s in vivo testy.

Pomoci doporuceni, jez oznacujeme jako strategie testovani, 1ze popsané problémy eliminovat.
Rada autori se snazi pfijit s dal§imi doporudenimi, jimiZ by zaruéila jednotnost pii posouzeni vysledki
jednotlivych testi. Kompletni testovaci strategie pouzitelna pro vSechny zndmé typy nanomaterialti vSak

dosud nebyla zformulovana.

Cilem této prace je tedy obecny popis a shrnuti dosud zndmych mechanismu genotoxického

vvvvv

ovliviiyjicich miru genotoxického efektu nanocastic, aktualnich in vitro postupa testovani a samotnych
in vitro testa pii studiu nanocastic s timto uc¢inkem a doporuceni pro prakticky vyuzitelnou strategii

testovani genotoxicity.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Nanocastice

Definice nanomateriald (NMs) obecné tikaji, Ze jde o hmotné Utvary, jejichz rozméry (jeden,
ale i vice) se pohybuji v fadech 1-100 nanometrii (1nm = 10° m). Nanoc¢astice (NPs) maji pak vSechny
tfi rozméry v uvedeném rozmezi. ! Dal§im strukturnim parametrem, ktery je spole¢ny pro viechny NPs
je vyjimeéné velka hodnota mérného povrchu (povrch/hmotnost). Tento parametr zajistuje vysokou
reaktivitu téchto ¢astic. Dalsi, at’ uz strukturni parametry ¢i fyzikalné-chemické vlastnosti, které by byly
spole¢né vSem NMs ¢i NPs nejsou znamy. U vétSiny NMs vSak najdeme polovodi¢ovou strukturu,
pro niz jsou charakteristické nasledujici vlastnosti: zména elektrické vodivosti v zavislosti na teplote,

fotovodivost, generovani a rekombinace nosi¢ii néboje a dalsi. 2 Fl

Nanocastice se déli podle mnoha kritérii. Na zakladé ptivodu je délime na ptirodni a priumyslové
vyrabéné (ENPS). NPs lze dale délit na zakladé fyzikalné-chemickych, ale i biologickych vlastnosti
(déleni dle chemické povahy, struktury, velikosti, biologické aktivity a dalsich), pfip. na zaklad¢ oblasti
jejich pouziti. [

Nékteré NPs mohou mit toxicky ucinek diky vlastnostem, kvili kterym jsou v daném oboru
vyuzivany. ¥ U nekterych typii NPs jsou toxické ucinky jiz prokizany, aviak dané NPs jsou stile
vyuzivany. Piikladem jsou nanocastice stiibra (Ag NPS), které se vyuzivaji kvuli antibakteridlnimu
ucinku, ackoliv byl prokazan jejich cytotoxicky efekt (zvySeni hladiny ROS a rozru$eni mitochondrialni

membrény), ktery ma za nasledek apoptozu bungk. B 7]

Glukoza Protein DNA Buiika Zmo soli Tenisovy micek

10° 10 10° 10¢ 107 108

Nanometr

M~
D X L L2
> \i <<=
VS
ZZ// 3 f\\\\is
ZIN
Dendrimer Zlaté nanoskofapka  Kvantové tecka Polymer

Obrizek 1- Porovnani velikosti NPs s mikroskopickymi a makroskopickymi objekty (pielozeno, upraveno) [27]
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Piestoze existuje fada in vivo a in vitro modelt a metod pro studium toxicity, neexistuje Zadny
univerzalni postup ¢i metoda, jez Ize vyuzit pro vSechny NPs. Diky velkému spektru vlastnosti mtize
byt odlisny i mechanismus toxického ucinku NPs. Pravé ztohoto divodu existuje mnoho testd,
jejichz koncové body se 1isi a odhaluji tak rozdilné mechanismy ptisobeni (napf. Amesiv test slouzi
k pruikazu mutaci genii a EPR spektroskopie, kterou lze prokazat piitomnost superoxidovych

radikalt) [ (4

1.2 Mechanismy genotoxického ucinku nanocastic

1.2.1 Genotoxicita nanocastic

I pites velké mnozstvi metod slouzicich ke studiu pisobeni NMs a NPs na lidsky organismus,
existuji n&kterd poskozeni bunék, jejichz mechanismus vzniku neni piesné znam. ¥ K zakladnim
mechanismim genotoxického ucinku NPs patii jejich pfima interakce s genetickym materidlem a jeho
ovlivnéni, nebo poskozeni DNA v duasledku tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS), ptipadné dusiku
(RNS). B ROS zpiisobuji oxidaci purinovych ¢&i pyrimidinovych bazi a nasledné zlomy ¢&i rozstépy
DNA. Dojit mtize i k tvorbé adukti téchto radikald s DNA/RNA, nebo K jinym strukturalnim zménam
v ribonukleové kyselin€é. NejCastéjs$im efektem je vSak oxidace DNA, konkrétné purinovych bazi,
pticemz Castéji dochazi k oxidaci guaninu na 8-oxoguanin. Tato oxidovana forma se nejen hiife paruje

s thyminem b&hem replikace, ale je i vysoce mutagenni, a tedy potencialné karcinogenni.

Nékteré nanocastice mohou dokonce deformovat jadro, coz mlize nepiizniveé ovlivnit proces

mitdzy, fyzicky branit spravnému oddéleni chromozémii, ¢i mechanicky poskodit chromozomy. [
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1.2.1.1 Pfimé primarni mechanismy genotoxického ucinku

Jak je popsano v kapitole 1.2.2.1, nékteré (pfedevs§im mensi) NPs pronikaji piimo do jadra
bunék, kde mohou interagovat pfimo s molekulou DNA apozdé¢ji ovlivnit transkripci genetické
informace z DNA do RNA. Na tomto principu jsou zalozeny pfimé primarni mechanismy t¢inku NMs.
K interakci s DNA, resp. chromozomy, muze dochazet i béhem mitézy, kdy je DNA nachylnéjsi
k poskozeni a NPs snadné&ji vnikaji do nitra bungk. [ Timto piisobenim miize dochazet nejen ke zméng
struktury chromozomui (klastogenni efekt), ale i vynechani celého chromozomu béhem replikace DNA

(aneuploidni efekt). Byl zaznamenan i vznik chemické vazby mezi NPs, piipadn¢ jejimi povrchovymi

adukty a chromozomy. &

Interfaze
(na Grovni DNA)

Primarni interakce
NP nebo jeho
komponent s DNA

Mitoza
(chromozomalni
zlomy)

Obrazek 2 — Mechanismy primarni genotoxicity vyvolané NPs (pfelozeno, upraveno) [l

Ovlivnéni replikace
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transkripce
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Klastegenni efekt
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1.2.1.2 Nepiimé primarni mechanismy genotoxického ucinku

V ptipadé uplatnéni nepfimych primarnich mechanismi je genetickd informace poskozena
v dusledku interakce NPs s nékterymi jadernymi proteiny (uplatiujici se pii replikaci, ¢i transkripci).
Dochazi ke zméné struktury téchto proteind a jejich nasledné inaktivaci. Pii styku NPs s mitotickym
vieténkem, centriolou nebo jeho asociovanymi proteiny dochazi k poskozeni samotnych chromozomut
béhem mitozy (klastogenni nebo aneuploidni efekt). Ovlivnény mohou byt i cyklin-dependentni kinazy
(CdK), tvotici komplexy s cykliny. Tyto komplexy katalyzuji fosforylaci bilkovinnych substratu,
¢imz dochazi k jejich enzymatické aktivaci a K interakci s jinymi proteiny v tzv. kontrolnich bodech
bunécéného cyklu a umoznuji tak burice prechod do dalsi faze cyklu. Jsou-li CdK ¢i cykliny poskozeny
dochazi k naruseni piechodu burniky do dalsi faze cyklu. Mezi hlavni regulaéni komplexy patii cyklin
E-CdK2, ktery reguluje vstup buiiky do S faze nebo cyklin B-CdK1, ktery reguluje vstup dané bunky
do mitozy. ¥

Pii studiich s nanocasticemi vétsich rozmért bylo zjisténo oxidacéni poskozeni DNA, ¢i jiné typy
genotoxického efektu, a to i pfes omezeni vstupu téchto Castic do jadra bunky. To vedlo k dalsim
studiim, které prokézaly, ze NPs mohou poskozovat i bunécné struktury, které byly dfive povazovany
za nepodstatné z hlediska genotoxického efektu. Piikladem téchto struktur jsou mitochondrie,
jejichz funkci mohou NPs do nich vstupujici také ovlivnit. [31 V mitochondriich pak v dtisledku naruseni
mitochondridlniho respiraéniho fetézce dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku (ROS),
piipadné K inhibici syntézy ATP. To ale neni jediny efekt. V zasazenych organelach, piipadné
i vV cytoplazmé bunék miize dochazet k uvoltiovani iontil, pfevazné prechodnych kovt (Fe?*, Ag*, Cu,
Mn#, Cr®* a Ni?"), ale i jinych specifickych skupin z rozpustnych NPs (jako je peroxynitrit, produkty
homolytického rozkladu lipidovych hyperperoxidii atd.). Tyto ionty ovlivituji danou bunécnou strukturu
nebo pronikaji do jadra zcela samostatné a nasledné vytvari adukty s DNA, ptipadné mohou také

pfispivat K produkci intracelularnich ROS/RNS prostiednictvim tzv. Fentonovy reakce:

H,0, + Fe?* (Cu*,..) » HO® + OH™ + Fe3* (Cu?t,...)
Tento typ reakce patii k nejCastéj§im zplisobim vzniku volnych radikali, mluvime-li o neptimych

mechanismech genotoxického t¢inku. B ¥

18



Za primarni nepfimy mechanismus lze rovnéZ povaZovat inaktivaci specifickych proteind
opravyjicich poskozenou DNA, ktera byla prokdzana predevSim pii plusobeni ENPs kovového
charakteru. Vyskytuji-li se mutace v oblastech DNA koédujicich proteiny, mohou se objevit chyby
v expresi gentl a tim dochézi k tvorbé defektnich proteind, piip. k tvorbé proteini viibec nedochézi.
Mutace ale nevznikaji pouze v téchto sekvencich. Akumulace mutaci v celé¢ §iti DNA mize mit
za nasledek apoptozu nebo bunéénou transformaci. Funkce opravného mechanismu vsak nemusi byt
narusena. DNA mutze byt poskozena prostfednictvim jiného genotoxického mechanismu, pfi¢emz
funk¢ni opravny systém buniky neni schopen toto poskozeni jiz opravit. Poskozeni DNA totiz mtze byt
natolik rozsdhlé, ze tento mechanismus neni dostate¢né ucinny, aby dosSlo k opravé vSech casti

poskozené DNA. BJ 4]

1.2.1.3 Sekundarni mechanismy genotoxického ucinku

Narus$eni oxidaéni rovnovahy bunék, nebo-li oxidaé¢ni stres, vede k produkci ROS (superoxidu,
hydroxylového radikalu, peroxyradikalu a peroxidu vodiku), pfipadné RNS (oxidu dusnatého,
peroxynitritového aniontu, kyseliny peroxynitrové a nitrosoperoxykarbonatového aniontu).
V uréité koncentraci jsou tyto latky télu prospésné, protoze hraji dilezitou roli v ramci riznych typa
buné¢nych signaliza¢nich systéma a pii indukci mitogennich reakci. V ptipadé nadbytku je ale jejich
vliv na bunky negativni. Nadbyte¢né mnozstvi a akumulace reaktivnich sloucenin (RS) muze
zpisobovat poskozeni bunécného vyvoje a funkce, oxidaci proteind, naruseni fetézce DNA (poskozeni
chromozomalni struktury — delece, duplikace, inverze ¢i translokace nebo zmény v poctu chromozomii)
ajiné poskozeni, které vede az bunééné smrti. RS jsou spojeny iSnékolika degenerativnimi
onemocnénimi. Za fyziologického stavu dochazi k redukci volnych radikdli pomoci antioxidantt
¢i antioxida¢nich enzymt. NPs v8ak mohou zptsobovat inaktivaci, ¢i inhibici tvorby téchto latek
bilkovinné povahy, napf. glutathionu (GSH), superoxiddismutazy (SOD), aj. Neschopnost redukce
reaktivnich latek zptisobi jejich nadmérnou akumulaci, a tim se zvysi potencial genotoxického

efektu. 2[4

Za normalnich fyziologickych podminek jsou ROS produkovéany i aktivovanymi fagocyty
(makrofagy a neutrofily). ZvySena aktivita téchto bungk, resp. enzymu NADPH-oxidazy, jez tyto buiky

obsahuji, vede k narustu buné¢né spotieby kysliku a k naslednému uvolnéni oxidantu, jako jsou Oz~

a H,0O, (ROS)
NADPH + 20, - NADP* + 205 + H*

05 + 0y + 2H* > H,0, + 0,
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Tyto reaktivni slouCeniny reaguji s dalSimi latkami, které jsou uvoliiovany fagocyty pii zanétu
(hlavné myeloperoxidazou (MPO), oxidem dusnatym, aj.). Popsana fetézova reakce ma za nasledek
tvorbu dalSich ROS a RNS. Jak jiz bylo feceno, jedna se v urcitém slova smyslu o ,,fyziologicky stav*.
Je-li v téle zanét ¢i je aktivovan imunitni systém z jiného divodu, dochazi praveé k sledu téchto reakci
za vzniku ROS/RNS jako obranného mechanismu. Vlivem RS mimo jiné dochazi k poskozeni okolnich

bun€k a jejich genetické informace, coz je jeden z nejdilezitéjSich sekundarnich mechanismt

genotoxicity. 1" 8l

e Mechanicky
S DNA replikacnimi
proteiny Chemickou
vazbou s proteiny
— \lechani
Interakce s S transkripCnimi Mechankcxy 1 inhibice Defekt v procesech
jadernymi proteiny , proteinyA Chemickou aktivity proteind replikace, transkripce
vazbou s proteiny ' - | areparace
T Mechanicky
S DNA reparacnimi
proteiny Chemickou
vazbou s proteiny
Mechanicky
S centriclolou Chemickou
vazbou s proteiny
g Mechanicky
Interakce s S mitotic. vret. Defekt procest
mitotic. vieténk. (mikrotubuly) Chemickou bunéé. déleni
vazbou s proteiny "
S asociovanymi Mechapncky
Primarni nepfima proteiny Chemickou
genotoxicita (NPs nejsou vazbou s proteiny
¥ kontakty s DNA) == TR
Ruseni kontrol L 7eca|cky . Inhibice Berel
bodt s Chemickou aktivity proteind ' bun&g. cykiu
vkl vazbou s proteiny
RSz
Interakce s DNA
povrchu NPs
Fentonova reakce
(produkce RS)
Pfechod. kovy Interakce s DNA
z povrchu NPs (nevazebna)
Chemicka
vazba s DNA
Produkce RS
bunéénymi Interakce s DNA
komponenty .
; . . Mechanicky Defekt
nt?ra i;e 8 Chemickou antioxidaénich fci,
anfipedanty _ akumulace RS
vazbou s proteiny
Produkce RS

Sekundarni genotoxicita Interakce s DNA

zanét. burikami

Obrazek 3 - Mechanismy primérni nepfimé a sekundarni genotoxicity vyvolané NPs (pfelozeno, upraveno) !
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1.2.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti ovliviiujici genotoxicitu nanomaterialt

Mechanismy genotoxicity mohou byt ovlivnény celou fadou parametrt danych NPs.
Nekteré fyzikalné-chemické vlastnosti NPs se méni v zavislosti na fyzikalné-chemickych parametrech
prostiedi, v némz jsou tyto ¢astice dispergovany (piisobeni svétla, pH prostiedi atd.). K vlastnostem,
které nejvice ovliviiuji genotoxicitu NPs patii velikost a plocha povrchu dané nanocastice, jeji tvar,

naboj a stupeti agregace ¢i aglomerace. [©

1.2.2.1 Velikost a tvar nanoc¢astic

vvvvvv

NPs. Stejné typy Castic lisici se svou velikosti maji velmi Casto rozdilnou trovei toxicity. V zasad¢ plati,
7e ¢im mensi Castice, tim je genotoxicky ucinek silnéjsi. Toto tvrzeni doklada Gurr (2005) ve studii
zabyvajici se genotoxickym potencialem NPs TiO; o riznych velikostech (konkrétné 10, 20 a 200 nm).
Castice 0 mensi velikosti (10 a 20 nm) vyvolavaly vy$si miru poskozeni DNA zptisobenou oxidativnim
stresem, nez &astice vétsi (200 nm). 1l ¥ Velikost souvisi i s povrchem NPs. Cim mensi totiz astice
je, tim vé&tsi je jeji mérny povrch a dochazi tak ke zvyseni reaktivity této ¢astice. BV (1 Poland (2008)
zjistil, Ze vicesténné uhlikové nanotrubice (MWCNTS) majici stejny tvar a velikost jako nanovladkna
azbestu zputsobily stejné poskozeni vabdominalni dutiné mySi jako zminénd nanovlakna.
Tato studie tedy potvrzuje, Ze ¢astice podobné svou velikosti a tvarem vykazuji podobné genotoxické

G¢inky, i pfes lisici se chemické slozent. M1 34

Velikost NPs ovlivituje pfedevsim jejich prinik do buriky, resp. do jadra (piip. i mitochondrie)
dané buiikky. Mensi nanocastice prochazi do jadra, pfip. mitochondrie, prostiednictvim difuze
ptes jadernou (ptip. mitochondrialni) membranu nebo skrze jaderné pory, kdezto vétsi NPs pies jaderné
péry neprojdou. 2 Pl Tato skute¢nost ma za nasledek i zménu mechanismu genotoxického u¢inku NPs,
Mechanismus genotoxického ucinku mensich NPs je tedy zpravidla pfimy primarni, kdezto poskozeni
zpusobené vétSimi Casticemi tohoto typu je zalozeno na nepfimém primarnim, popf. sekundarnim
mechanismu. Zjisténa byla i zavislost mezi velikosti a farmakokinetikou NPs. Mensi nanocastice
(<50 nm) jsou krevnim fe€istém velmi rychle a snadno transportovany do ur¢itych tkani a snadno
difunduji do okoli, kdezto vétsi nanocastice (v rozmezi 100-200 nm) jsou ptevazné vychytavany
retikuloendotelidlnim systémem (RES). NPs s velikosti pfesahujici 500 nm nejsou schopny prochazet
skrze buné&nou membranu ani do cytoplasmy bungk. [ P¥i vystaveni vétsim NPs dochazi tedy prevazné
k poskozeni bunék RES. Velikost NPs tedy ovliviiuje nejen prunik skrze bunééné membrany ale i jejich

celkovou farmakokinetiku. ! [6]
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Velikost (resp. celkova plocha povrchu) NPs také ovliviiuje produkci tzv. volnych radikala
(prevazné ROS), na ¢emz je zalozen nepiimy primarni mechanismus genotoxicity. Tyto reaktivni
slouceniny kysliku pak ochotné reaguji pfevazné s genetickym materidlem bunék a zptisobuji naruSeni

¢i zménu struktury nukleovych kyselin.

Dalsi vlastnosti ovliviiujici genotoxicitu je tvar. Tvarem je ovlivnéna ptedevs§im rychlost vstupu
NPs do bunky skrze membranu. U nékterych tvard muze dojit k upfednostnéni pii endocytoze
¢i fagocytdze bunkou. Napiiklad sférické castice prochazi skrze membranu buitky daleko snadnéji
nez NPs vlaknitého tvaru. @ Jedné-li se o radikalni rozdily ve tvaru, miize dochazet k rozdilné aurovni
toxicity (Castice se mize stat i netoxickou). Prikladem je Kkrystalicky oxid kiemicity,
ktery je prokazatelny lidsky karcinogen, ale jeho amorfni forma je pouzivana jako potravinarska piisada.
dané ¢astice vyssi.

Pii zméné velikosti dochazi ¢asto i k zménam dal$ich dulezitych vlastnosti ¢astic (vodivost,

magnetické vlastnosti, reaktivita, biologicka aktivita, aj.), coz miize mit vliv i na genotoxicitu NPs. [

1.2.2.2 Povrchovy naboj

Genotoxicita NPs je podminéna i povrchovym nabojem. Selektivni adsorpce, koloidni chovanti,
vazba na plazmatické proteiny nebo membranova propustnost jsou interakce, které jsou ovlivnény praveé
povrchovym nabojem. Pfi¢emz NPs s kladnym povrchovym nabojem jsou vice toxické nez NPs
s neutralnim ¢i zapornym nabojem. NPs s kladnym nabojem totiz vykazuji vys$i reaktivitu
vici plazmatickym proteinim a jsou schopny snadnéji interagovat se zaporné nabitou molekulou DNA,
ptip. RNA. Gatoo (2014) dale uvadi, ze kladné nabité Castice mohou mit i hemolyticky uéinek.
To doklada i jim citovana studie Goodmanové a spol. (2004) v ramci, které byla posuzovana toxicita
Au NPs s kladnym i zapornym nabojem. Vysledkem této studie bylo mimo jiné zjisténi hemolytického
ucinku kladné nabitych Au NPs zptsobeného agregaci trombocytt. V této studii byla dale zjisténa vyssi
mira toxicity pravé u kladné nabitych Au NPs, pficemz zaporné nabité NPs vykazovaly minimalni
toxicky potencial. [ [l Genotoxicita podmin&na ndbojem je popisovana i u dalsich NPs (napt. Si NPs,
¢i polyamidamint (PANAM). ¥ 381 Kladné nabité ¢astice maji dokonce vétsi tendenci prochazet skrze
hematoencefalickou bariéru, ¢i prostupovat skrze bunééné membrany, a to hlavné diky negativnimu
naboji danych bun&énych struktur, zpiisobenému vysokym obsahem fosfolipidii. P! Genotoxicita je déle
ucinku dané nanocastice. To plati napf. pro NPs FesOs. Tyto nanocastice potaZzeny polyethyleniminem
maji vys$i povrchovy naboj oproti nanoc¢asticim potaZzenym polyethylenglykolem, pficemz Castice

s vy$§im nabojem vykazuji nejen vétsi cytotoxicitu ale i zvySenou indukci tvorby ROS [
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1.2.2.3 Dalsi fyzikalné-chemické vlastnosti

K vlastnostem, které jiz v mensi mife ovliviiuji genotoxicitu NPs, patii také krystalicka struktura
a chemické slozeni. NPs s rozdilnou krystalickou strukturou se 1i$i svoji genotoxicitou. Krystalicka
struktura nékterych NPs se méni i pfi interakci s vodou ¢i jinym rozpoustédlem. Napt. struktura ZnS
NPs se ve vodném prostiedi méni, a stdva se vice usporadanou. [ Také rozpustnost NPs je v tomto
ohledu dulezita vlastnost. Ve vétsiné piipadd se se zvysujici rozpustnosti, zvysuje i genotoxicita NPs.
Nekteré NPs, pfedev$im NPs oxida kovii, se v biologickych tekutinach rozpousti a kontinualné uvoliiuji
kovové ionty. Dané ionty pak mohou narusit metabolismus nebo indukovat tvorbu RS, jak je popsano
v kapitole 1.2.1.2. ¥ Horie (2011) popisuje toxicitu NPs, mikro¢astic (0,1-2,5 um) a rozpustnych forem
CuO pro kvasinky Saccharomyces cerevisiae, pticemz NPs tohoto typu vykazuji vyssi toxické ucinky
nez mikrocastice CuO. Tyto ucinky byly vsak velmi podobné rozpustnému CuSQas. Stejné vysledky
poskytly i testy s NiO &asticemi. Uginky CuO NPs se témé shodovaly s toxicitou rozpustného NiCly,

ovsem cytotoxicita byla vys$§i jiz pfi pouiti niz§ich davek NPs. [4: [22): (26]

Vazba nékterych ligandd, ¢i specifickych skupin (pievazné kovovych ionti () na povrchu NPs
je také faktorem ovliviiujicim genotoxicky Gcéinek. Tyto ionty indukuji tvorbu RS stejné jako samotné
NPs daného typu (na zakladé Fentonovy reakce). () [11 Genotoxicita je ovlivnéna i &istotou NMs.
Neékteré ENPs jsou jiz z vyroby zna¢né zneCiStény a obsahuji volné ionty, ¢i neutralni castice
(opét ptevazné kovového charakteru), které nejen, Ze ovlivituji miru genotoxického efektu, ale dokonce
mohou byt hlavnim divodem genotoxicity téchto materiali. Singh (2009) popsal, ze i pies stale
se zdokonalujici techniky syntéz a postprodukéniho zpracovani ENPs tvofil obsah znecist'ujicich latek
az 15 %. Zvoleni vhodné metody Cisténi ENPs je také dilezité. Pii volbé Spatného Cinidla, ¢i metody
pro dany typ NPs dochézi k naruseni ¢i zméné krystalické struktury ENPs. ]

Schopnost aglomerace neni podminéna jen povrchovym nabojem, ale i vztahem NPs
k vodnému prostiedi. Velka ¢ast ENPs je hydrofobni, a tudiZz maji vétsi tendenci k tvorbé aglomerata.

V zavislosti na mife aglomerace dochdzi k nardstu celkové velikosti NPs a tim miZe byt mira

genotoxického Gi¢inku na irovni pfimého primarniho mechanismu naopak snizena. ) (4
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1.2.3 Podminky ovliviujici vysledky studii genotoxicity

Kromé fyzikalné-chemickych vlastnosti podminujicich genotoxicitu NPs, existuji
i podminky/faktory ovliviiujici vysledky konkrétnich studii. Mezi tyto faktory patii predevsim typ média
vyuzitého pii zpracovani NMs, typ bunééné linie vyuzité ve studii nebo fada experimentalnich
podminek, které maji za nasledek variabilitu ve vysledcich danych testl, jez mohou byt mylné

interpretovany jako pozitivni, pfip. negativni. !

1.2.3.1 Zptsob syntézy NPs

Existuje fada technik pro syntézu NPS, jako jsou chemické, elektrochemické, fyzikalni
i biologické techniky (tzv. zelena cesta). Mollick (2015) i Ahmed (2017) se vsak shoduji, Ze vétSina
z téchto technik (kromé biologickych) je energeticky i finanéné naro¢na, a navic se pii nich vyuziva
riznych chemickych latek a ¢inidel, které mohou ovliviiovat toxicitu takto syntetizovanych ENPS.
Béhem biologickych metod syntézy jsou vsak pouzivany mikroorganismy, enzymy a rostliny nebo
rostlinné extrakty. Syntetizované NPS nejsou béhem téchto metod syntézy v kontaktu s latkami,
které sepii chemickych ¢i fyzikadlnich metodach vyroby pouzivaji a jsou toxické.
Navic je biologicka syntéza NPs i ekologictéjsi alternativou k chemickym ¢&i fyzikalnim metodam.
Pti biosyntéze totiz vznika podstatné méné chemického odpadu. &) 251 Mollick (2015) pii své analyze
antiproliferacnich u¢inkt Ag NPs radé&ji vyuzil pro syntézu téchto NPs AgNOs a extraktu z Ibiskovce
jedlého (lat. Abelmoschus esculentus). Extrakt z této rostliny obsahuje fytochemikalie, jez pii syntéze
slouzily jako reduk¢ni a stabilizacni Cinidlo. Takto syntetizované NPs vykazovaly viic¢i rakovinovym
buiikam cytotoxicitu zavislou na davce. 271 Ahmed a spol. (2017) pak ve své studii porovnavaji sférické
Ag NPs o priméru 20-60 nm, které byly syntetizovany také zelenou cestou (z AGNO3z pomoci extraktu
z Azadirachta indica) a chemicky syntetizovanych sférickych Ag NPs s primérnou velikosti 90 nm
ziskanych z AgNOs pomoci citratu sodného. Genotoxicita a cytotoxicita byla testovana na lidskych
dermalnich fibroblastech (HDFa) abunkach nemalobunééného karcinomu plic. Vysledky testu
provadéného s vyuzitim rakovinovych bunék byly obdobné jako ve studii Mollicka (2015).
Vuci zdravé lidské tkani (HDFa) vykazovaly chemicky syntetizované Ag NPs vétsi genotoxicky
i cytotoxicky efekt nez biosyntetizované Ag NPs. Chemicky syntetizované NPs navic také vyvolaly
hemolyzu erytrocytii. Vysledky tedy ukazuji na nizs$i genotoxicky potencial biosyntetizovanych NPs

vii¢i zdravé tkani a zaroveti antiproliferaéni u¢inek vici buiikam rakovinnym. %]
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1.2.3.2 Typ pouzitého média a jeho sloZeni

Ve fazi ptipravy NMs, resp. NPs pro testovani se velmi ¢asto pfistupuje i kK disperzi danych NPs
Vv riznych typech disperznich ¢inidel (nejcastéji voda ¢i bunééné kultivacéni médium). Znalost typu
tohoto Cinidla, resp. jeho slozeni je vSak také nezbytna pro vyhodnocovani genotoxicity testovaného
NPs. Stejné NPs se stejnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi se chovaji odlisné pii disperzi
v riznych disperznich ¢inidlech. (napt. NPs TiO2 nebo ZnO maji vétsi velikost v PBS nez ve vodg¢).
Toxicita dané NPs muze dokonce bytVvdaném disperznim cinidle eliminovana vlivem zmén
ve vychytavéani, bun&né lokalizaci ¢&i biotransformaci. ™ 61 Stejny problém je charakteristicky
i pro syntézu ENMs, popt. jejich ¢isténi, kdy se také vyuziva fady rozpoustédel a ¢inidel, které mohou
ovlivnit genotoxicky potencial. Zde, jak popisuje Singh (2009), ale nedochazi k ovlivnéni toxicity
na zakladé docasného pusobeni ¢inidla, ale reakce s ¢inidlem, kterd ma za nasledek nevratnou zménu

celé, ¢i ¢asti krystalické struktury ENMs. Bl

Vysledky testt mohou byt ovlivnény i ionty uvolnénymi pii rozpusténi NPs v daném
rozpoustédle. Zjistény genotoxicky ucinek pak miize byt vyvolan pfitomnosti t€chto iontl, pficemz dané

NPs viibec genotoxicky potencial mit nemusi. [ [11]: (261

1.2.3.3 Stabilizace NPs

NPs podléhajici aglomeraci, jsou pfi in vitro testech stabilizovany pomoci bilkovin, které byva;ji
soucasti pouzitého zivného média ¢i disperzniho Cinidla. Mén¢ cast&ji se pak vyuzivaji i lipidy.
V piipadé vyuziti Cisté vody, kterd neobsahuje bilkoviny, resp. lipidy je k stabilizaci pouzivan
piedev§im uméle ptidany hovézi sérovy albumin. Princip inhibice aglomerace je pak takovy, ze dané
bilkoviny vytvofi na povrchu NPs tzv. koronu, jez zabrani interakci a aglomeraci jednotlivych ¢astic.
Tato skute¢nost je ale dle Magdolenovy (2014) a Donaldsona (2010) divodem zmény farmakokinetiky
dané NPs a tim i fale$né genotoxického potencidlu s naslednym ovlivnénim vysledku testd.
Donaldson (2010) dale uvadi, Ze struktura bilkovin tvoficich koronu se lisi v dasledku interakce
s ruznymi tkanémi (napt. pii interakci s endotelialnimi ¢i krevnimi butikami je korona tvofena sérovymi
proteiny, kdezto pii interakci s buiikami respiraéniho epitelu tvoti koronu slozky surfaktantu FB9),
Zdrojem chyb pfi testech genotoxicity mohou byt i koncentrace téchto bilkovin. Zatimco pfi in vitro
testech se koncentrace pfidanych proteini (FBS, BSA) pohybuje od 0 do cca 10 %, v Zivych tkanich,

resp. in vivo modelech mizZe byt koncentrace daleko vétsi. Bl 4]
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Pro stabilizaci koloidnich systémi s NPs muze byt vyuzit i ultrazvuk (sonifikace).
To doklada Magdolenova (2012) svoji studii TiO2> NPs. Dispergované TiO, NPs bez ptidané stabiliza¢ni
bilkoviny a s minimalnim vyuzitim ultrazvuku (3 minuty) vytvofily velké aglomeraty, které indukovaly
poskozeni DNA v lidskych lymfoblastech (TK®6), lidskych embryonalnich epitelialnich bufikach (EUE)
a fibroblastech opicich ledvin (Cos-1). Stejné Castice tvotici vlivem FBS a sonifikace po dobu 15 minut
mensi aglomeraty (mensi nez 200 nm) toto poskozeni nezptisobovaly. ! Nevyhodou daného postupu
ale mbze byt oxidativni plsobeni ultrazvuku, které vede az k tvorb& RS na povrchu NPs, [
Toto pasobeni bylo zjisténo naptiklad u NPs typu SiC, jejichz povrchové atomy byly pfi plisobeni
ultrazvukovych vIn oxidovéany na oxidy kiemiku s naslednou tvorbou RS. ' Hanot-Roy a spol. vyuzili
pro stabilizaci TiO; také FBS i sonifikaci (10 minut pferusovang), pti¢emz velikost aglomerata Cinila

400 nm a genotoxicky potencial (produkce ROS) prokazan byl. 18

1.2.3.4 Koncentrace testovanych NPs a doba expozice

Koncentrace, resp. davka NPs je dalsi dulezity faktor ovliviiujici vysledek testii genotoxicity
(viz obrazek 4). Z divodu mensi citlivosti nékterych in vitro testi jsou ¢asto hodnoceny velmi vysoké
tudiz fyziologicky ¢i environmentaln¢ irelevantni koncentrace NPs. NPs ve vyssich koncentracich
mohou vykazovat genotoxicky potencial, pfi¢emz koncentrace, se kterou ¢loveék pfichazi do styku tento
potencial vykazovat nemusi. Koncentrace NPs je také dal§im parametrem podminujicim rychlost
aglomerace. Vysoka koncentrace znamena vyskyt vice NPs, jez jsou blize u sebe a tim jsou jejich
nevazebné interakce (predev§im van der Waalsovy sily), na kterych je aglomerace zaloZena, u¢innéjsi.
Pro studium genotoxicity by se tedy mély vyuzivat koncentrace mensi, pti kterych jsou disperzni

systémy NPs stabilngjsi. 1 30

Ag NPs treated Jurkat cells
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Obriazek 4 - Viabilita Jurkatovych bunék v zavislosti na koncentraci Ag NPs [17]
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Dal$im parametrem, ktery ovliviiuje vysledky testll genotoxicity NPs, je doba expozice.
Neékteré NPs nemusi pii  kratkodobém plsobeni vykazovat genotoxicky potencial vibec,
avsak chronickd expozice téchto castic miize vyvolat genotoxické poskozeni v disledku akumulace NPS
v organismu. Napf. toxické ucinky NPs oxidu kovi (TiO2 nebo NiO) jsou spojeny piedevsim s jejich
dlouhodobou expozici. B 221 Z4vislost nejen na davce, resp. koncentraci, ale i ¢ase expozice popisuje
Hanot-Roy pro TiO. NPs na buiikach alveolokapilarni bariéry. Zatimco u bunéénych linii A549
a HPMEC-ST1.6R byla tvorba ROS pozorovana jiz po 4 hodinové inkubaci s TiO2 NPs, u bunééné linie
THP-1 byla pozorovana tvorba ROS azpo 24 hodinové inkubaci se stejnymi NPs o totozné

koncentraci. (8!

1.2.3.5 Typ testu a experimentalni podminky

K ovlivnéni vysledku mize dojit i v disledku typu vyuzitého testu a jeho koncového bodu.
Limitujicim faktorem nékterych testl je také jejich nespecifi¢nost. Napfiiklad testy Zivotaschopnosti
se pfi vyzkumu genotoxického potencidlu bézné vyuzivaji, ackoliv poukazuji pouze na cytotoxicky,

nikoli na genotoxicky potencial NPs. [

Dilezita je i fada dalSich vlastnosti a faktorti pouzitych Kultiva¢nich médii, které by mély byt
voleny tak, aby co nejvice odpovidaly realnym podminkam v Zivém organismu. ! Jednim z t&chto
faktort je pH prostiedi, v némz jsou NPs dispergovany. Bylo prokazano, ze pfi niz§im pH jsou NPs
ve vEtsi mife schopny indukovat tvorbu ROS (pievazné hydroxylovych radikal). Fu (2014) uvadi,
ze nanocastice Fe,Os tvoii nejvetsi mnozstvi ROS v prostiedi o pH 1,2. Naopak nejmensi mnozstvi
je tvofeno pfi neutralnim pH, které je blizsi hodnoté& pH lidské krve. [ Vysledky testovani miize ovlivnit
i pusobeni svétla (pfedevsim z oblasti UV). Interakce s UV zafenim je vyznamna piedevsim u NMs
s polovodi¢ovou strukturou (napi. TiO2, ZnO, popt. Ceo). Vlivem svételné energie dochazi ve struktuie
téchto NPs k excitaci elektronti, které nasledné mohou reagovat s povrchové vazanymi molekulami
(pfevazné s molekularnim kyslikem, ptipadné vodou) za vzniku ROS. Dulezita je i teplota prostiedi.

Se zvysujici se teplotou totiz miiZze vzriistat mira disperze n&kterych NPs. 2 [4]
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1.2.3.6 Typ bunééné linie vyuzité pro testovani

Cytotoxicita, resp. genotoxicita NPs zavisi také na typu buiiky pouzité pii testovani.
Pro kazdou tkan jsou charakteristické urcité metabolické drahy, povrchové receptory, koncentrace
a typy antioxidantt, pfitomnost riznych enzymu ¢i hormonti a mnoho dalSich faktor vyvolavajicich
zménu biologické aktivity (zménu v expozici, farmakokinetice a interakci NPs s danym typem buriky).
Tato biologicka aktivita NPs tedy byva ve vétSiné ptipadl specificka pro konkrétni bunécnou linii
¢i konkrétni tkan, popt. uzkou skupinu tkéni a bunék. Interakce s jinou bunécnou linii mize pak vést
k utlumu ¢&i uplnému vymizeni biologické aktivity, a tedy i genotoxicity. Ml [1Y Rozdilnou biologickou
aktivitu stejnych NPs vici rozdilnym bunéénym liniim potvrzuje istudie Krollové (2011),
ktera testovala tfiadvacet typti NPs a mimo jiné sledovala miru tvorby ROS na deseti charakteristicky
rozdilnych bunéénych liniich. Konkrétné se jednalo o ¢tyfi linie lidskych bunék, a to buriky plicni tkané
(A549, Calu3), kize (HaCaT) a tra¢niku (CaCo2) a Sest linii zvifecich bungk, véetné bunék plicniho
epitelu (RLE-6TN), fibroblastd (NIH-3T3), makrofagi (RAW264.7) atii ruznych epitelialnich
bun&énych linii ledvinové tkané (MDCK, MDCK Il, NRK52E). Sest z danych NPs indukovalo ROS
V péti nebo vice bunéénych liniich (viz obrazek 5). NPs uhlikové ¢erni indukovaly jako jediné tvorbu
ROS ve vsech bunéénych liniich M K rozdilné interpretaci vysledkil analyz dochazi i pii pouziti bunék
prokaryotickych (bakterialnich). Stavba prokaryotické bunky je oproti eukaryotické jednodussi.
Jaderna DNA neni v prokaryotické buinice oddé€lena druhou (jadernou) membranou a k poskozeni DNA
tedy mize dojit snadnéji. Dulezitymi faktory jsou i pfitomnost bunééné (bakterialni) stény tvofici
pro nékteré NPs nepropustnou bariéru ci bakteriostaticky, popt. baktericidni ucinek testovaného

NMs. 45 [11]

MDCK Il

NIH-3T3 NRK52E RAW264.7 RLE-6TN

TiO2 3 TiO2 3 TiO23 TiO23

Oxidativni
stres Ti-Zr 3 CeO2 A Ti-Zr 3 Ti-Zr 3 Ti-Zr 3 Ti-Zr 3 Ti-Zr 3 Ti-Zr 3
(fluorescence | coo, A | Ce0,C Ced2A | CeO, A Ce0; A CeO; A CeO; A CeO; A
sondy DCF)
Ce02C Ce02B Ce02B Ce02B Ce02B Ce02B Ce02C
Ce02C CeO2C CeO2C Ce02C CeO2C

Tabulka 1 - Shrnuti NPs indukujicich ROS v deseti rozdilnych bunéénych liniich (pfeloZeno, upraveno) [

Hodnoty fluorescence sondy DCF lisici se od kontroly jsou odliSeny barvami: ¢erna:> 200 % kontroly;

tmavé Seda: 150-200 % kontroly; svétle Seda: 120-50 % kontroly; bila:> 100-120 % kontroly.
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1.3 'V soucasnosti pouzivané in vitro metody studia genotoxicity NPs

V soucasnosti se vyuziva cela fada in vitro metod a testil, kterymi Ize stanovit toxicky potencial
NPs. Jak jiz bylo popsano v kapitole 1.2.3.5, existuji ruzné testy, které se li§i koncovym bodem.
Na zakladé¢ této odlisnosti jsou pak in vitro testy déleny do dvou zakladnich kategorii. Jednu kategorii
testd tvoii testy zamétujici se na zivotaschopnost bunky. Pozitivni vysledky téchto testti ukazuji pouze
na poskozeni buiiky, které vSak muze byt zpiisobeno celou fadou mechanisma. Nejedna se tedy o testy
ptimo charakterizujici genotoxicky potencial, dnes jsou ovsem nedilnou soucasti baterii zamétenych
na testovani genotoxicity. Oproti tomu, testy charakterizujici mechanismus genotoxického ucinku
(druha kategorie) stanovuji p¥imo genotoxicky potencial testovanych materialti. °F 0% Existuji i in vitro
testy pomoci nichZz lze sledovat bunétné vychytavani NPs, tvofici spiSe Samostatnou kategorii.
Tyto testy nam v8ak poskytuji informace o bunééné kinetice testovanych NMs, coZ je také parametr,
ktery je velice dulezity pii vyzkumu ENMs nejen obecné, ale i zhlediska jejich genotoxického
tcinku. © Arora (2012) mimo jiz zminéné testy dale uvadi stanoveni hemolyzy in vitro. Tento test viak
nema prioritni vyznam pro studium genotoxického potencidlu apouziva se jen ziidka pouze
pro stanoveni toxicity NPs obecné (napf. Chattopadhyay a spol. pfi testovani toxicity CoO (2015)).
Vysledky poukazuji pouze na biokompatibilitu testovanych NMs a to piedev§im s lidskymi
erytrocyty. M

1.3.1 Testy bunééné Zivotaschopnosti

Pti hodnoceni vlivu NPs na lidské zdravi maji stézejni roli testy, pomoci nichZ je vyhodnocovan
vliv. NPs na Zzivotaschopnost bunék, které se v dneSni dobé staly nedilnou soucasti testovani

genotoxického potencialu. 1%

1.3.1.1 Testy proliferace buniky

Prvnimi a velmi dulezitymi in vitro testy jsou testy proliferace burky, které jsou zalozeny
na redukci tetrazoliovych soli za produkce formazanovych barviv, jako jsou napfiklad XTT
(2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid), MTT (vyuzivajici Zluty
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) nebo WST-1. Absorbance vznikajicich
barviv (stanovena spektrofotometricky) pak odpovida mife mitochondrialni aktivity, resp. mite aktivity

mitochondrialnich dehydrogendz dané bunky [CF [0,

Relativni jednoduchost, minimalni fyzicka
manipulace s modelovymi bunikami, rychlé areprodukovatelné vysledky jsou parametry,
které délaji z testd bunééné proliferace jedny z nejpouzivanéjsich testi soucasnosti. Tento test je ale dost

nachylny ke zménam néekterych charakteristik prostiedi, jako je naptiklad pH. Absorpéni maximum
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MTT se totiz v zavislosti na pH zna¢né 1i8i, coz vede K rozdilnym vysledktim mezi jednotlivymi testy.
Dal$imi vlivnymi parametry jsou také obsah D-glukozy v ristovém médiu nebo bunécéna koncentrace
pyridinovych nukleotidii. Problém ¢ini také interakce NPs se samotnymi barvivy, na coz upozoriiuje
ve své studii Krollova (2009) v souvislosti s testovanim jednosténnych uhlikovych nanotrubic
(SWCNT). [ 91 Jeden z t&chto testh (konkrétné MTT test) pouzili ve své studii Mollick a spol. (2015).
V této studii byly testovany antiproliferaéni uc¢inky Ag NPs na bunééné linii lidskych T-lymfomd,
Jurkatovych bunikach. Cytotoxické uc¢inky Ag NPs byly testovany pro koncentrace 1, 10, 25 a 50 pg/ml
Ag NPs. Po 24 hodinové inkubaci Jurkatovych bungk s danymi koncentracemi NPs pfi teploté 37 °C
anasledné 4 hodinové inkubaci s MTT bylo mnozstvi Zivotaschopnych bunék stanoveno
spektrofotometricky pii vinové délce 570 nm. Vysledky analyzy ukazaly snizeni bunécné proliferace
pfi expozici vsem zminénym koncentracim Ag NPs (0 52,6 %, 85,4 % a 91,6 % pfi koncentracich 10,
25 a 50 ug/ml) B Dalgimi, kdo vyuzili i testy proliferace (MTT a MTS) byli Chattopadhyay a spol.
pfi testovani toxicity CoO NPs (2015), nebo Hanot-Roy aspol. pifi testovani oxidativniho stresu

vyvolaného expozici TiO2 NPs (2016). Cytotoxicky efekt obou typli NPs byl prokazan. (281 [21]

Dalsi test, diky kterému lze sledovat metabolickou aktivitu buiiky je zalozen na redukci
Alamarové modti (AB) za vzniku resorufinu, ktery mé fluorescenéni vlastnosti. [ Tento test byl vyuzit
Lebedovou a spol. (2018) jako soucast baterie testll pfi testovani genotoxického potencialu tiech NPs
vyznamnych vzacnych kovi (Au, Ag a Pt). Genotoxicky potencial byl testovan na bronchialnich
epitelialnich bunkach (HBEC). Analyzovany byly ¢astice o velikosti 5 a 50 nm, pficemz vSechny NPs
byly potazeny citratem. HBEC buiky byly vystaveny danym NPs v koncentracich od 0,5 do 50 pg/ml
po dobu 48 hodin. Poté byly burnky inkubovany dalsi 2 hodiny spolu s 10% AB za stejnych podminek.
Fluorescence AB byla méfena pii 590 nm. Po odeéteni vysledkt nasledovalo promyti bunék a dalsi
inkubace s ¢erstvym kultivaénim médiem bez NP po dobu 24 hodin. Po opétovné inkubaci s AB byla
znovu métena fluorescence. Ag NPs o velikosti 5 i 50 nm indukovaly po prvni inkubaci mirné snizeni
zivotaschopnosti bunék pii pouziti nejvy$si testované koncentrace (konkrétné 87% a 90%
Zivotaschopnost). Vyraznéj$i sniZeni zivotaschopnosti bylo zjisténo pii druhé kultivaci (73% a 63%
zivotaschopnost). Naproti tomu Au NPs indukovaly po druhé inkubaci sniZeni Zivotaschopnosti pouze
u bungk vystavenych NPs o velikosti 5 nm (78% zivotaschopnost). Podobny vysledek byl pozorovan
i u Pt NPs, pticemz Zivotaschopnost byla sniZzena pouze u bunék vystavenych NPs o praméru 50 nm

(97% zivotaschopnost) (viz obrazek 5). 2%
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Obriazek 5 - Zivotaschopnost bungk HBEC po expozici Ag (A), Au (B) a Pt NPs (C) [

Poslednim dilezitym testem, ktery 1ze zafadit jak mezi testy proliferace bunky, tak mezi testy
nekr6zy, je prikaz neutralni Cervené (3-amino-7-dimethylamino-2-methylphenazine hydrochlorid;
NR). Toto barvivo vstupuje do bunék difuzi skrze buné¢nou membranu a dochazi k jeho akumulaci
v lysozomech. V zivotaschopné bufice (resp. fungujicich lysozomech) dochazi k protonaci této neutralni
latky (vlivem kyselého prostiedi), ktera nasledn¢ absorbuje pii 540 nm. Prikaz barevného produktu
sv&déi o zivotaschopné buiice, kdeZto jeho nepiitomnost poukazuje na nekrotické poSkozeni. (¥
Negativem je interakce n&kterych NPs s NR nebo jeho protonovanou formou. 1 lvask a spol. (2015)
studovali Zivotaschopnost bunék po vystaveni 11 kovovym oxidim (konkrétné Al.Os, FesOs, MgO,
Si0,, TiOz, W03, CuO, ZnO, Shy,03, Mn3O4 a C030.) pripravenych metodou pyrolyzy plamenem
(spalovani kovovych organickych prekurzor ve smési CHs a O,). Dané bunééné linie (lidské alveolarni
epitelialni bunky (A549), lidské epitelialni kolorektalni buiiky (CaCo2) a mysi fibroblasty (Balb/c3T3))
byly vystaveny po dobu 24 hodin suspenzim danych NPs 0 koncentracich 3 az 100 pg/ml pii 37 °C
a5 % CO,. Bunécna zivotaschopnost byla vyhodnocena praveé za pouziti NR. Po promyti bunéénych
linii pomoci PBS byla pfiddna NR a bunky byly kultivovany dalsi 3 hodiny za stejnych podminek.
U osmi kovovych oxida (Al.Os, Fes0s, MgO, SiO,, TiO2, WO3;, Mn3;04 a Co304) nebyly prokizany
toxické ucinky pfi koncentracich mensich nez 100 pg/ml. Pro zbylé tii typy NPs byly na zakladé¢
vysledkt stanoveny stfedni inhibi¢ni koncentrace (ICso) (16,4 pg/ml pro CuO, 22,4 pg/ml pro ZnO
a 57,3 ug/ml pro Sh,03). 9
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1.3.1.2 Testy nekrozy

Dalsimi in vitro testy, kterymi lze posuzovat zivotaschopnost buiiky jsou tzv. testy nekrozy.
Tyto testy jsou zalozeny na sledovani piijmu supravitalnich barviv (nejbéznéji trypanova modft
¢i propidium-jodid), jez prochazi do bunék pouze skrze poskozenou bunéfnou membranu.
Trypanova modi (TB) je stanovovan spektrofotometricky pti vinové délce 605 nm a propidium-jodid

(P1), vmezefeny mezi poskozena vldkna DNA, pak fluorometricky pti 617 nm. [

Nekrézu lze charakterizovat i pomoci kolorimetrického stanoveni laktat dehydrogenazy (LDH),
ktera se pifi nekrotickém poskozeni bunéénych membran uvoliuje z cytosolu buitkky do okolniho
prostoru. Tento test je sice také zaloZen na redukci tetrazoliové soli (konkrétné 2-p-jodfenyl-3-p-
nitrofenyl-5-fenyltetrazoliumchloridu znamého pod zkratkou INT) za vzniku ¢erveného formazanového
barviva, jako testy Zivotaschopnosti, nicméné princip redukce je odlisny. Tato redukce INT totiz probiha
za katalyzy jiz zminéného enzymu LDH. Vyuziti tohoto barviva je ale omezené. Vysoké pH totiz
zpusobi jeho nestabilitu, a v kyselém prostiedi naopak dochazi k inaktivaci LDH. Dale bylo prokazano,

7e kovové ionty s timto barvivem ochotné interaguji a ovliviuji tak vysledky tohoto testu. (10 [24]

1.3.1.3 Testy apoptdzy

Poslednim typem testl zivotaschopnosti jsou in vitro testy apoptozy, jez zahrnuji napiiklad
kontrolu morfologickych zmén bunky béhem bunétné smrti. Tato metoda je sice finanéné
a instrumentalné nejméné naro¢na (vyzaduje pouze svételny mikroskop), avSak v nanotoxikologii

se nikterak zvlast’ nevyuziva vzhledem k jeji Casové narocnosti, a predevsim kviili nutnosti praxe.

Dalsim in vitro testem apoptozy je Annexin-V test. Annexin-V je protein nachazejici se v krvi,
jehoz struktura umoziuje vazbu s fosfatidylserinem, ktery je ukotven na vnitini (intracelularni) strané
cytoplazmatické membrany. Pfi specifické restrukturalizaci bunééné membrany, probihajici pouze
pii apoptéze, dochazi k presunu tohoto glycerolfosfolipidu na extracelularni stranu cytoplazmatické
membrany. Annexin-V navazany na fosfatidylserin je zna¢en pomoci fluorescen¢niho barviva
(nejéastéji fluoresceinthiokyanatu) a apoptizujici buriky jsou pak detekovany pomoci fluorescenéniho
mikroskopu, nebo pritokové cytometrie. Casto je tento test doprovazen i testem nekrozy vyuzivajicim
PI. Pfi nekroze totiz dochazi k naruseni bunééné integrity, coz umozni priachod Annexinu-V do nitra
buriky, a naslednou interakci s fostatidylserinem, ktery ztstava ukotven na vnitini strané membrany.
Bez odliseni nekrotickych bun&k od apoptickych by test vykazoval fale§né pozitivni vysledky. [ 20
Tento test vyuzili i Hanot-Roy a spol. (2016) jako jeden z testt pfi své studii oxidativniho stresu
vyvolaného expozici TiO2 NPs. Pro ziskani komplexnéjSich informaci 0 genotoxicité téchto NPs byla

studovana nejen zivotaschopnost danych bungk, ale itvorba ROS (viz kapitola 1.3.2.2).
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ProtoZze primarni cestou vstupu TiO2 NPs do organismu je dychaci trakt, byly pro tuto analyzu vybrany
bunécéné linie A549, alveolarnich makrofagi (THP-1) a lidskych plicnich mikrovaskularnich
endotelovych bunék (HPMEC-ST1.6R). Pfi daném testu byla sledovana i modulace obsahu
endogenniho glutathionu (GSH). Pfed expozici NPs byla ¢ast bunék téchto linii vystavena buthionin
sulfoximinu (BSO), inhibitoru enzymu nezbytného pro syntézu GSH, spolu s dimethylfumaratem
(DMF), ktery vycerpal obsah GSH v bunikach. Snizeni koncentrace GSH vyrazn¢ omezilo schopnost
bunék detoxikovat ROS. Bunééné linie byly vystaveny pisobeni TiO, NPs 0 koncentracich 5, 200
a 800 pg/ml po dobu 24 hodin. Cast kazdé bun&né linie byla promyta PBS a 10 minut inkubovana
se smési Annexinu V znaceného FITC a Pl. Kdetekci byla vyuzita prutokova cytometrie.
Nekroza bun¢k nebyla prokazana u zadné z danych bunécnych linii. Naproti tomu apoptéza byla
detekovana u bunécné linie HPMEC-ST1.6R v zavislosti na koncentraci NPs bez ohledu na piedeslou

inkubaci s DMF/BSO, a u linie THP-1 pouze po piedeslé inkubaci s DMF/BSO. 1]

Dle Krollové (2009) 1ze k prikazu apoptdzy vyuzit také detekci dilezitého markeru apoptdzy
tzv. kaspazy-3. Jedna se o jednu z bunéénych proteaz, ktera St€pi peptidovou vazbu za aspartatem.
K aktivaci kaspazy-3 dochazi vlivem apoptické kaskady, ktera je velice slozitd a pro zjednoduseni
Ize tici, ze reakce, které jsou soucasti dané kaskady zapfiCini zvySeni propustnosti vnitini
mitochondridlni membrany pro cytochrom C, ktery plsobi jako aktivator jiz zminéného enzymu.
Aktivita kaspazy-3 je detekovana $t€penim substratu tohoto enzymu (nejpouzivanéj$imi jsou peptidy
s fadou DEVD) oznaceného fluoroforem. Tato protedza navic aktivuje i enzym kaspazou aktivovanou
DNazu (CAD). Pusobenim tohoto enzymu dochazi k typickému $tépeni DNA (DNA laddering),
které lze pozorovat pomoci gelové elektroforézy po obarveni fluorochromem ethidiumbromidem. ¥ 10
Pfi studiu antiprolifera¢nich u¢inkid Ag NPs métili Mollick a spol. (2015) mimo jiné hladinu kaspazy-3
pomoci metody ELISA. Po 24 hodinové expozici Ag NPs o koncentraci 16,15 pg/ml byla aktivita
kaspazy-3 v Jurkatovych buikach méfena pii vinové délce 450 nm. Hladina kaspazy-3 byla vyznamné
zvySena v buikach vystavenych ptisobeni danych NPs (viz obrazek 6), coz ukazuje na alohu Ag NPs

pii apoptoze testovanych bungk. 17
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Obrazek 6 - Aktivita kaspazy-3 (Jurkatovy buiky) v zavislosti na koncentraci Ag NPs [17]
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1.3.2 Testy genotoxického mechanismu

Rada in vitro testi je uréena k detekci genotoxického potencialu NPs. Vzhledem k tomu,
ze genotoxicky uc¢inek NPs mtize byt vyvolan né€kolika riznymi mechanismy, je tfeba provadét testy
schopné detekovat konkrétni mechanismus. Hlavnim a charakteristickym primarnim mechanismem
genotoxického ¢inku nanomaterialti je poskozeni DNA, a proto spada vétSina in vitro testt pravé
do této kategorie. Existuji vSak i testy zamétené na prukaz oxidativniho stresu, tedy prevazné na aktivitu

ROS ¢i RNS, coz je dal$i vyznamny mechanismus genotoxického u¢inku.

1.3.2.1 Testy poskozeni DNA

Ztejmé nejznamé&jsim in vitro testem vyuzivanym ke zjistovani genotoxicity je Amesuv test,
ktery je jednim z nékolika testii bakterialnich reverznich mutaci. Tato metoda je zalozena na vzniku
zpétné mutace. Konkrétné je sledovan histidin auxotrofni kmen bakterie Salmonella typhimurium,
jejiz gen umoznujici syntézu aminokyseliny histidinu je zmutovany. Dany kmen je inkubovan na zivné
pudé neobsahujici histidin, ktery je pro tuto bakterii Zivotné dalezity. Po expozici testované latce (NPS)
se sleduje, zda doslo k zpétné mutaci (mutaci zmutovaného genu) a bakterie je opét schopna ristu,
¢imz se prokaze genotoxicky potencial zkoumané latky. Pro tento typ testu je nutna predesla znalost
prostupnost NPs skrze bunécné membrany, coz znamend, ze tento test nelze vyuzit pro velké NPs,
které by bunécnou membranou bakterii neprostoupily. DalSim negativem teStovani reverzni mutace
je moznost, 7e NPs budou ovliviiovat produkci histidinu i bez mutagennich G¢ink(.
Limitujicim faktorem je také problém s interpretaci vysledki vac¢i eukaryotické bunce

(viz kapitola 1.2.3.6). 14

Dalsim bézné pouzivanym testem genotoxického mechanismu je kometovy test neboli
jednobunééna gelova elektroforéza (SCGE). Pi tomto testu jsou exponované buriky v agaru inkubovany
Vv hypertonickém prostiedi (nejcastéji v prostiedi Tritonu X-100 spolu s vysokou koncentraci soli),
¢imzZ se zajisti jejich lyza a rozpusténi nékterych bunéénych komponent (véetné membran, nékterych
organel a histont1). Zustavaji jen fetézce DNA ve formé nukleoidi, vykazujicich tzv. nadsroubovicové
vinuti (supercoiling). Dnes je nejb€znéji pouzivanou variantou tohoto testu alkalicka verze.
Pii elektroforéze za alkalického pH (>13) dochazi vlivem probihajiciho proudu k migraci poskozenych
vlaken DNA k anodé, pfiCemz nepoSkozena vlakna stale tvofi nadSroubovicové vinuti.
Po elektroforéze nasleduje neutralizace a barveni nejéastéji pomoci fluorescenénich barviv.
Vysledkem je pak struktura podobna kometé, jejiz hlavu tvoii neposkozena DNA a ocas volné
(poskozené) konce DNA (viz obrazek 7). Obraz Ize pozorovat pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.

Mimo DNA zlomu Ize identifikovat 1 poskozené (nejcastéji oxidované) baze DNA.
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V mistech poskozenych bazi totiz dochazi ke $tépeni a vzniku nukleoidu pii pouziti endonukledz,

pifpadné formamidopyrimidin DNA glykosylazy, (FPG). [4:[24]

Obrazek 7- Buika bez poSkozeni DNA (vlevo) a buiika s poskozenou DNA (vpravo) obarvené akridinovou oranzi
po elektroforéze 32

Daéle existuje pomérn€ nova verze tohoto testu tzv. minigelovy alkalicky kometovy test, ktery se lisi
pouze pouzitim mensiho objemu agarového gelu & analyzou men$iho mnoZstvi bunék. [24
Tento test pouzila Lebedova a spol. (2018) jako jeden ze sady testli pii testovani genotoxického
potencialu NPs vzacnych kovii (Au, Ag a Pt) ovelikosti 5a50 nm. Bun&tna linie HBEC byla
inkubovana spolu s danymi NPs 0 koncentracich 1, 10 a 20 ug/ml po dobu 48 hodin. Lyza bun¢k
probihala na ledu pomoci pufru Triton X-100 po dobu 1 hodiny ve tm&. Po 40 minutovém odlezeni
bunék v alkalickém pufru, byla provadéna elektroforéza pii 29 V po dobu 30 minut. Nasledné byly
vzorky neutralizovany, suSeny a dal§i den fixovany v metanolu. DNA byla obarvena pomoci
fluorescen¢niho barviva SYBR-green a k vyhodnoceni byl pouzit fluorescenéni mikroskop. Ag NPs
indukovaly zvySenou tvorbu komet po expozici vSem zminénym koncentracim (8-9% zvyseni pro NPs
0 velikosti 5 nm a 4-11% pro NPs o velikosti 50 nm). Poskozeni DNA po expozici Au NPs bylo
pozorovano jen u bunék exponovanych casticim o velikosti 5 nm (3,3;5,6 a7,2% zvyseni).
Zvysena tvorba komet byla pozorovana ipo expozici vétsim Pt NPs (5,5% zvySeni po expozici
10 i 20 pg/ml). 1 Nevyhodou této metody je piedev§im moznost interakce NPs s nukleoidy béhem
testovani, €0z miZze vést Knedostatecné migraci  poSkozenych  vldken  k anodé.
Karlsson (2015) udéva imoznou interakci NPs s FPG nebo ovlivnéni vysledkd pii testovani

polovodi¢ovych NPs (napi. TiO,). 24

35



Dalsim vyznamnym testem je mikrojaderny test (micronucleus assay), ktery je pomérné rychly
acitlivy. Fragment, popf. fragmenty posSkozené DNA oznacované jako mikrojadra jsou nejlépe
pozorovatelné Vv cytoplazmé bunék béhem interfaze bunétného déleni. K tvorbé téchto mikrojader
dochazi béhem anafaze z fragmentd, nebo celych chromozomd, které nebyly rozdéleny mezi dcefiné
bunky. Po cytokinezi mohou byt vysledkem dvé dcetiné burky, z nichZ jedna ma vizualné normalni
jadro (geneticka informace muze byt naruSena) a druhda ma dvé, popi. vice jader, znichZz jedno
je vizualn€ normalni a ostatni mensi (mikrojadra). Tato mikrojadra se nejcastéji obarvuji stejné jako
jadra klasicka a poté je lze pozorovat pomoci svételného mikroskopu. [ Tento zpiisob vyuzil Sadiq
a spol (2016). Po 24 hodinové inkubaci opi¢i ledvinné bunééné linie (CHS-20) s Fe;.0s; a Al,0; NPs
0 koncentracich 10; 25; 50 a 100 pg/ml a Cu NPs o koncentracich 2,5; 5; 10 a 25 mg/ml byly bunky
promyty studenym PBS a inkubovany s cytochalasinem B po dobu 24 hodin. Bunky byly opét promyty
PBS a fixovany smési metanolu a kyseliny octové (3:1). Bunééné suspenze byly pieneseny na podlozni
sklicko, vysuseny na vzduchu a barveny akridinovou oranzi po dobu 10 az 15 minut. Hodnoceno bylo
1000 bunék kazdého preparatu. Test neprokazal genotoxicky efekt Fe,Oz a Al.O; NPs, ale v pfipadé
Cu NPs byla tvorba mikrojader indukovana po expozici nejvyssi testované davce (25 pg/ml). (%]
Hodnoceni Ize vSak provést i jinymi zptisoby. Naptiklad pomoci dvojitého barveni (pro odliseni mezi
apoptickymi a nekrotickymi buitkami) a pritokové cytometrie. Také tuto metodu pouzili Lebedova
a spol. (2018) pii testovani genotoxického potencialu Au, Ag a Pt NPs, pti¢emzZ pro barveni byly pouzity
ethidium monoazid a SYTOX green. 2% Arora (2012) tvrdi, Ze pomérné vysoké procento riiznorodych
NPs zvysuje tvorbu mikrojader, ¢ehoz lze vyuzit pro screeningové testovani genotoxicity nano¢astic.
Hayashi (2016) ve svém ¢lanku zabyvajicim se problematikou mikrojaderného testu srovnava tuto
metodu s testem chromozomalnich aberaci, pficemz udava nasledujici vyhody: 1) pro test lze vyuzit
jakoukoliv d€lici se bunécnou populaci, 2) vysledek mlize byt posuzovan i po delsim ¢asovém obdobi
a3) neni potfeba vyuziti mitotickych jedd, které by mohly ovlivnit vysledek analyzy.
Autor také popisuje, ze je mozno ziskat pfesné a konkrétni vysledky, nicméné to nepoklada za vyhodu
oproti testu chromozomalnich aberaci, protoze mikrojaderny test je zaméfen pouze na konkrétni

poskozeni DNA (tvorbu mikrojader). 12
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Obrazek 8 - Dvoujadrova a monojadrové bunky bez mikrojader (A) a dvoujadrové buniky s mikrojadry (B) obarvené dle
Giemsy [32
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Mens§i vyznam pii testovani genotoxicity maji the high-content screening assay (HSA),
test TUNEL, test chromozomalnich aberaci, ¢i analyza HPRT gend. The high-content screening assay
(HSA) je vysoce vykonna technika, jejiz hlavni vyuziti je v oblasti biologického vyzkumu latek,
které se podileji na zmén¢ fenotypu bunek (jako jsou 1éky, drogy, peptidy, ale i NPs). Fenotypové zmény
mohou zahrnovat nejen zvySeni nebo pokles tvorby dulezitych proteind ale i zmény ve struktufe bunky.
Zakladem této metody je inkubace bunék s testovanou latkou a poté analyza struktur ¢i slozek téchto
bungk, které mohou byt zménény, ¢i poskozeny, pomoci pocitacové analyzy mikroskopickych obrazt
(napt. NIS-Elements). Principem testu TUNEL je prikaz dvoufetézcovych zlomu ve struktufe DNA.
S vyuzitim exogenni DNA polymerazy I a nejéastéji 5-brom-2-deoxyuridinu (BrdU), ktery je oznacen
FITC, je poskozena DNA opravena, piicemz fyziologicky zastoupeny deoxythimidin je v mistech
zlomi nahrazen jiz zminénym BrdU. Vyhodou této metody je predevSim jeji citlivost.
Nevyhodou ale zstava finan¢ni a ¢asova naro¢nost. Pfi in vitro testu chromozomalnich aberaci jsou
buniky vystaveny NPs, pfi¢emz se blokuje metafaze bunétného déleni (pomoci mitotického jedu
kolcemid), kdy jsou chromozomy nejvice patrné. Chromozoémy téchto bunék jsou nasledné pozorovany

mikroskopicky. 1

1.3.2.2 Testy oxidativniho stresu

K testim schopnym poskytnout informace tykajici se genotoxického t¢inku latek dale fadime
i testy oxidativniho stresu. V daném kontextu hraje vyznamnou roli analytickd metoda s nazvem
elektronova paramagnetickd rezonanéni spektroskopie (EPR spektroskopie). Principem EPR
spektroskopie je rezonan¢ni absorpce vysokofrekvenéniho mikrovinného zafeni a nasledna zména
spinového stavu elektronli s neparovanymi spiny V prostfedi stejnosmérného magnetického pole.
Vétsina ROS i RNS patii mezi nestabilni radikaly, které lze jen tézko méfit piimo. K jejich stabilizaci
se vyuziva tzv. metoda spinového zachytu (spintrapping), kdy nestabilni RS reaguji
S nitrososlouceninami nebo nitrony za vzniku stabiln€jSich radikald. Mezi nejcastéji Vyuzivané
molekuly patii napi. 2,2,6,6-tetramethylpiperidin (TEMP), 5,5’-dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO),
5-(diethoxyfosforyl)-5-methyl-1-pyrrolin-N-oxid (DEPMPO), N-terc-butyl-fenylnitron (PBN) nebo
1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-4-oxopiperidin (TEMPONE-H). Vyhodou této metody je skutecnost,
ze je specificka praveé pro Castice paramagnetické povahy ¢ili ¢astice obsahujici ve své valenéni vrstveé
neparové elektrony. Dalsi vyhodou je také vysoka citlivost této metody a moznost charakterizace
struktury analyzovanych volnych radikali. Nicméné se jedna o metodu instrumentalné a finan¢né

narocnou, a proto se s ni v praxi lze setkat jen ziidka. [
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Pro ziskani informaci o produkci RS lze wvyuzit i molekuly fluorescenénich sond,
se kterymi se v praxi setkavame daleko castéji. Tyto sondy jsou ale nespecifické pro konkrétni radikaly.
Pii jejich pouziti miize dochazet k interakci s fadou reaktivnich slouéenin, jejichz strukturu nelze touto
metodou rozeznat. Jednou ztéchto sond je 2’,7'-dichlorfluorescein diacetat (DCFH-DA),
ktery je bunkou deacetylovan a nasledné oxidovan (v pfitomnosti ROS) na fluorescenéni barvivo
2’7’ -dichlorfluorescein (DCF). B Pl Tuto sondu pouzili pii testovani antiprolifera¢nich G¢inkii Ag NPs
Mollick a spol. (2015), kteti krom¢ bunééné viability Jurkatovych bunék ovéfovali i tvorbu ROS.
Jurkatovy buiiky byly inkubovany 24 hodin s Ag NPs o koncentraci 16,15 pg/ml, promyty a nasledné
30 minut inkubovany s danou fluorescen¢ni sondou piti 37 °C. Intenzita emitovaného fluorescenéniho
zateni byla sledovana pfi 520 nm. Vysledky analyzy prokazaly vys$si mnozstvi ROS uvnitt
bunék, byly vystaveny dané koncentraci Ag NPs (intenzita fluorescence byla zvySena o 60,9 % oproti
kontrolnimu roztoku). ™7 Tuto sondu také pouzili jako soucast sady testl i Ivask aspol. (2015)
pii testovani 11 kovovych oxidi, nebo Chattopadhyay a spol. (2015) pti studiu toxicity CoO. 19 21
Existuje i chlormethylovy derivat sondy DCFH-DA (CM-H.DCF-DA), ktery sice vykazuje lepsi
bunécnou retenci a je vhodny k déle trvajicim studiim, nicméné je citlivy na vzduch, svétlo a teplotu,
v ramci dal$iho testovani pfi studiu oxidativniho stresu vyvolaného expozici TiO, NPS. Dané bunécné
linie byly inkubovany a oSetfeny stejnym zpisobem, ktery byl jiz popsan vyse (viz kapitola 1.3.1.3).
Zasobni roztok CM-H.DCF-DA byl rozpustén v dimethylsulfoxidu (DMSO) a poté zifedén teplym PBS
(kvuli teplotni citlivosti dané sondy) na vyslednou koncentraci pracovniho roztoku (10 pM). Po inkubaci
s testovanymi NPs byly builkky inkubovany s pracovnim roztokem sondy po dobu 5 minut.
Po celou dobu inkubace byly bunétné linie chranény pied svétlem. Intenzita emitovaného
fluorescenéniho zateni byla sledovana pii 530 nm. Zvyseni tvorby ROS u buné¢k THP-1 bylo
pozorovano pouze po 24 hodinové inkubaci s NPs (0 82,5 % a 166,3 % pii expozici 200 a 800 pug/ml).
U bunéénych linii A549 a HPMEC-ST1.6R bylo také pozorovano zvysSeni tvorby ROS, ovSem jiz
po 4 hodinové inkubaci (0 239,5 % u bun¢k A549 a 0 206,6 % u bunék HPMEC-ST1.6R po expozici
800 ug/ml NPs). Test také potvrdil, Ze pfedbéZna inkubace bunék s DMF/BSO vyvolala zvyseni tvorby
intracelularnich ROS. 18 Dalsi latkou, kterou lze vyuZit k testovani tvorby RS je dihydrorhodamin,
jenzpodléha oxidaci v pfitomnosti ROS, ¢ RNS za vzniku rhodaminu-123 (RH-123).
RH-123 pak vykazuje fluorescenéni vlastnosti (emise zafeni o vlnové délce 529 nm).
Nevyhodou pouziti téchto barviv, respektive jejich prekurzor, je také mozna interakce
s mitochondridlnim enzymem cytochromem C, coz ma za nasledek falesné pozitivni vysledky.

Proto je nutné nejprve vyuzit néktery z testi apoptodzy/nekrozy. [
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Dalsi moznosti in vitro stanoveni oxida¢niho stresu, resp. konkrétnich G¢inkti zptisobenych
akumulaci RS, je stanoveni typickych biomarkeri bunééného poskozeni. Napiiklad pfi peroxidaci
polynenasycenych lipidi dochazi mimo jiné i k tvorbé malondialdehydu (MDA) (viz obrazek 9),
ktery kondenzuje s kyselinou thiobarbiturovou, ptip. 1-methyl-2-fenylindolem, za vzniku fluorescen¢né
aktivni latky, kterou Ize spektrometricky stanovit. ! Pomoci této metody byl odhadnut rozsah
peroxidace Vv ptipadé testovani toxicity CoO NPs (2015) ptipravenych metodou tepelného rozkladu
CoClI2-:3H20. Toxicita téchto ¢astic 0 koncentracich 1, 5, 10, 25 a 50 pg/ml byla stanovovana
na lidskych lymfocytech ziskanych ze vzorka cerstvé krve. Dané lymfocyty byly s NPs inkubovany
24 hodin pii 37 °C a 5 % CO,. K exponovanym buiikam byl po odstranéni NPs ptfidan dodecylsulfat
sodny (SDS) anasledné 20% kyselina octova a kyselina thiobarbiturova. Poté byl bunéény koloid
60 minut inkubovan ve vrouci vodni lazni. Po inkubaci byla ke smési pifidana destilovana voda,
roztok butanol-pyridinu (15: 1) a smés byla centrifugovana. Absorbance supernatantu byla méfena
pti 530 nm. Vysledky tohoto testu prokazaly Ze mira peroxidace lipidi se zvySuje se zvySujici
se koncentraci CoO. 22 Pomoci HPLC s fluorescenéni detekei Ize stanovit i lipidové hydroperoxidy,
jez vznikaji pii lipidové peroxidaci pasobenim RS. K jejich znafeni se pak nejcastéji pouziva

fluorochrom N-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin, znamy pod znackou Amplex Red. !
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Existuji i komeréné dostupna cinidla, s jejichz pomoci 1ze nejen stanovit pritomnost RS
Vv bunikach, ale ur¢it i konkrétni misto G¢inku RS. Napiiklad MitoSOX Red je smés hydroethidinu
(prekurzoru fluorescenéniho barviva 2-hydroxyethidium, k jehoz oxidaci dochazi v pfitomnosti Oy")
a hexyltrifenylfosfonia. Tato smés se akumuluje pfedevs§im v mitochondriich, kde Ize diky oxidaci
hydroethidinu tuto reaktivni formu kysliku prokazat. Pro zjisténi lipidové peroxidace Se pouziva
lipofilni fluorescen¢ni sonda znama pod komerénim nazvem C11-BODIPY. Tato sonda obsahuje mimo
jiné i polynenasycené butadienylové zbytky, které jsou v pfitomnosti RS (konkrétné peroxidovanych
lipidi) oxidovany a tim je posunuta vinova délka zafeni emitovaného timto barvivem (od 610 nm

do 510 nm).

O oxidativnim stresu vypovidaji i zmény v koncentracich antioxidacnich latek, napt. SOD
¢i GSH, jejichz produkce je zvySena zdivodu kompenzace nadbytecného mnozstvi RS.
Navic je GSHv pfitomnosti ROS ¢ RNS oxidovan zavzniku glutathiondisulfidu (GSSG),
¢ehoz lze také vyuzit. Sledovani poméru GSH/GSSG vV exponovanych buné¢nych kulturach
Ize provadét napt. pomoci HPLC. Tato metoda je ale pomérné ¢asové naro¢na a k oxidaci muze
dochazet i béhem analyzy. Z tohoto diivodu se ¢astéji stanovuje celkovy GSH. GSSG je Vv ptitomnosti
NADPH redukovan zpét na GSH za katalyzy glutathion-reduktazou. Koncentrace celkového GSH
je nasledné stanovena pomoci reakce GSH s 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoovou kyselinou (DTNB),
znamé také jako Elmanovo ¢inidlo. Vznikla 5-thio-2-nitrobenzoova kyselina je spektrofotometricky
stanovena pii vinové délce 412 nm. Existuji i dalsi in vitro metody stanoveni jak GSH, tak i GSSG,
avSak jejich citlivost je zna¢né niz$i, a proto se pouZzivaji jen v krajnich piipadech. SOD je enzym,
ktery katalyzuje oxidaci O~ na H.O, a O,. Inhibice oxidace O, jehoZ produkce je katalyzovana
enzymem xanthin-xanthin oxidazou z nitrotetrazoliové modii (NBT), se vyuziva pro nepiimé stanoveni
aktivity tohoto enzymu. 1zoformy SOD (SOD-1 a SOD-2) mohou byt stanoveny i blotovymi technikami,
kdy po jejich izolaci a elektroforetické separaci na polyakrylamidovém gelu intereaguji s protilatkami
konjugovanymi nejcastéji s kienovou peroxidazou. Detekce je pak zalozena na sledovani intenzity

emitovaného zateni pti oxidaci luminolu nebo oxidaci substratu, pii které vznika barevny produkt. !
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1.3.3 Testy bunécného vychytavani a dalSich charakteristik NPs

K testovani genotoxického ucinku NMs lze vyuzit nejen testy genotoxického mechanismu,
¢i zivotaschopnosti buiiky vystavené pusobeni NPs, ale i testy charakterizujici misto u¢inku téchto
Castic, ptipadné moznosti a rychlost jejich pfijmu bunkami. Tyto testy vyuzivaji nejriznéjsi formy
mikroskopie. Mezi nejpouzivanéjsi metody K ziskani téchto charakteristik patii TEM, ktera poskytuje
vcelku presné informace pravé o ptijmu, ale i lokalizaci NPs v bunikach. Tato metoda ma kromé vyse
popsanych charakteristik také velmi vyznamné rozliSovaci schopnosti, diky kterym je mozno ziskat
informace i o samotné morfologii zkoumanych NPs. [ Pl Této rozlisovaci schopnosti vyuzili i Mollick
a spol. (2015), lvask (2015) nebo Hanot-Roy a spol. (2016) a dalsi, kdy mimo jinych testd pouzili TEM
k ziskani morfologickych parametrii testovanych NPs, ) 181 I Neyyhodou této metody je jeji finanéni
naroc¢nost. ' Mimo TEM je velmi rozsifend i druh4 varianta, a sice rastrova (skenovaci) elektronové
mikroskopie (SEM). SEM pouzili napiiklad Chattopadhyay a spol. (2015) pfi studiu struktury CoO
NPs. 21 Dalgi metodou pro zisk informaci o moZnostech piijmu a distribuci NPs je fluorescenéni
spektroskopie (FS) vyuZzivajici oznaceni NPs pomoci fluorochromt. Tato metoda je oproti TEM ¢i SEM
finan¢né dostupnéjsi. Jeji pouziti ale nese riziko zmény chemickych, biologickych ¢i fyzikalng-
chemickych vlastnosti NPs vlivem oznaceni jiz zminénymi fluorescencnimi barvivy, ktera se vazou na
povrch dané NPs. K ovlivnéni mtize dojit i v disledku pouziti zafeni urCité vinové délky. Zmeéna téchto
vlastnosti mize ovlivnit farmakokinetiku NPs a tim i vysledky celého testovani. Dalsi nevyhodou je
také fakt, Ze pfi praci s fluorochromy je nutno dodrZovat urcita bezpecnostni opatteni, protoze vetSina
téchto latek jsou prokazatelné karcinogeny. [ 111 K ziskani charakteristik buné&ného, ¢i tkanového
vychytavani NPs Ize pouzit i mikroskopii s diferencialnim interferenénim kontrastem (DIC), skenovaci
elektronovy mikroskop v kombinaci s elektronové disperznim spektrometrem (SEM-EDS), mikroskopii

atomarnich sil (AFM), magnetickou rezonanci (MRI) ¢i skenovaci tunelovou mikroskopii (STM). 11 Bl

Pfed samotnym testovanim genotoxicity je nutno ziskat i dalsi charakteristiky NPs. Chemické
slozeni lze identifikovat pomoci Ramanovy spektroskopie, nuklearni magnetické rezonance (NMR) ¢i
rentgenové fluorescencni spektroskopie (XRF). Pro popis pohybu a velikosti NPs v kapalném prostiedi
jsou pouzivany metody dynamického, ¢i statického rozptylu svétla (DLS ¢&i SLS), fotonové korelacni
spektroskopie ¢i malotihlového rozptylu neutront (SANS). Vhodnych metod pro charakterizaci NPs
je v8ak mnoho a kompletni seznam doporuc¢enych metod dle Organizace pro hospodatskou spolupraci
a rozvoj (OECD) lze najit na webovych strankich této organizace (www.oecd.org). [BUY
Pro zisk komplexnéjsich vysledki je doporuceno tyto metody kombinovat. Napiiklad Mollick a spol.
(2015) ovéiovali pied testovanim bunééné viability a tvorby ROS stabilitu NPs pomoci infraervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), velikosta pohyb NPs v médiu pomoci DLS,
a nakonec krystalickou strukturu pomoci rentgenové difrakce (XRD). 71 Stejnych technik, konkrétng

DLS a FTIR pouzil i Chattopadhyay (2015) pii testovani toxicity NPs CoO. 21
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1.4 Strategie testovani genotoxicity nanocastic

1.4.1 Vyhody a nevyhody testt in vitro

Pro lepsi pochopeni ulohy in vitro technik je dilezité porovnat jejich vlastnosti s technikami
in vivo. Oproti in vivo technikam jsou techniky in vitro obvykle rychlejsi, levnéjsi a nenarazi na fadu
etickych problému typickych pro postupy vyuZivajici laboratorni zvifata. Diky tomu jsou tyto testy
vhodné pro screening velkého mnozstvi vzorkil v kratkém &ase. [ BH P¥i pouziti in vitro metod lze také
stanovit konkrétni (pfimé) ucinky testovanych NPs bez ovlivnéni samotou aktivitou metabolicky
aktivnich bunék (napf. zanét, ¢i jiné fyziologické faktory), coz lze povazovat za vyhodu. Takto zjisténé
vysledky vSak mohou mit omezenou platnost, pokud jsou vyuzity k odhadu ucinkd latek
na mnohobunéénou tkan. Dal§im pozitivnim aspektem in vitro testl je i jejich ekologiété&jsi charakter.
Kromé tplné eliminace zvitat, jako pokusnych objektt, je v ramci téchto testll vyprodukovano i daleko
méné toxického a biologického odpadu. Y1 Nicméné in vitro testy maji i své nevyhody. Jak jiz bylo
naznaceno, testovani in vitro opomiji biologickou aktivitu, kterou vykazuji komplexni mnohobunécné
organismy. Zviteci modely pouzivané pro testovani in Vvivo jsou totiz vybirany tak, aby se svymi
biologickymi vlastnostmi (pfevazné metabolickou aktivitou) co nejvice podobaly lidskému organismu.
Mnohé dé&je typické pro fungovani komplexniho Zivého organismu lze s vyuZitim postupt in vitro
studovat jen s obtizemi ¢i viibec. Krollova (2009) i Arora (2012) uvadéji, ze vysledky testt in vitro
nejsou vhodné pro interpretaci farmakokinetiky a biodistribuce testované latky v lidském

organismu. 005 111

Magdolenova (2014) v dané souvislosti uvadi, Ze in vitro testy jsou nejvhodnéjsi pro studium
NPs pilsobicich genotoxické poskozeni predevSim prostrednictvim primarnich mechanismi,
tedy ptimou interakci s DNA. Divodem je, Ze v ptipadé daného mechanismu nehraje tak vyznamnou
roli biologicka aktivita zasazenych tkani, coz neplati pro NPs zpusobujici poskozeni prostfednictvim
sekundarnich mechanismii (napf. a naslednd tvorba RS). ¥ 1 Dusinska (2017) pak doporuéuje in vitro

testy pro pocateéni screening cytotoxicity a genotoxicity NMs. B
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1.4.2 Zakladni soucasti prakticky vyuzitelné strategie testovani

Jak ukazuje obrazek 10, testovani genotoxického potencialu NPs je sloZity proces, jenz by podle
Kumara (2013) mé¢l standardné zahrnovat ¢tyii zakladni kroky. V prvé fadé je dulezité znat fyzikalng-
chemické vlastnosti a chovani testovanych &astic v sypké i dispergované formé. ¢ Doporu¢eny seznam
téchto vlastnosti (dle OECD) obsahuje celkem 26 vlastnosti a parametrii, mezi které patii velikost, tvar,
aglomerace ¢i agregace, jakozto parametry, které nejvice ovliviiyji toxicitu, ale i parametry jako

je rozdélovaci koeficient oktanol/voda, redox potencial a potencial tvorby radikalt. %!

Zname-li tyto vlastnosti a strukturalni parametry, jez prokazatelné ovliviwyji toxicitu, lze pomoci
modeld vztahu aktivity a struktury (QSAR) a dalsich poc¢itacovych programu predpoveédét mechanismy
interakce danych &astic s konkrétnimi tkanémi. 181 221 Na zakladé udaji ziskanych témito metodami
Ize doporucit vhodné testy pro potvrzeni teoretickych poznatki a ¢astecné odhadnout i miru

genotoxického potencialu. 18

Dalsim krokem je samotné testovani toxického potencialu. Béhem tohoto kroku jsou vyuzivany
jak in vitro, tak i in vivo techniky. Vzhledem k pomérn¢ zasadnim vyhodam in vitro testd je v dnes$ni
dobé snaha 0 zvySené vyuziti a rozSifeni alternativnich in vitro technik na ukor technik in vivo.
Moznosti in vitro testti jsou ale zatim omezené, a proto se pro ovéfeni vysledki a ziskani dal$ich

specifickych parametri, jako farmakokinetika a biodistribuce pouziva in vivo technik testovani. (261 [31]

- v - r - - row h
Krok I Fyzikalné chemickeé vlastnosti v suspenzi 1 v prasku,
C‘harakteriz'ace rozpousteéni, diftize, tendence aglomerace, Cistota, redoxni
i stav, apod.
i
, w r r - oW - M
‘ -} Krok II: Pocitacova analyza mterakce s bunéénymi
1 Pocitacova analyza makromolekulami (genetickym materialem a
) bilkovinami), kvantitativni struktura (QSAR) )
4 - r r v -‘
Lh\ Krok III- Ucmek na cilové buriky, reakce na
A Invitro analyza dévkju, cyto_toxicita, genotoxicita a
karcinogenita y
r r o - \
Krok IV- Overeni vysledku in
In vivo anal\;fza vitro, biokinetika a
‘ translokace )

Obriazek 10 - Piistupy k testovéni toxicity nanomaterialt (pfelozeno, upraveno) [1]
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1.4.3 Doporucené postupy strategie in vitro testovani

1.4.3.1 Doporuceni pied testovanim

Rada autort se shoduje na tom, Ze zakladem testovani toxického (geno-; imuno-; cyto- a dalsich)
potencialu je charakterizace testovanych NPs. Sajid (2015) ale i dalsi tvrdi, ze vysledky testd NPs
0 stejném chemickém slozeni ovSem vykazujicich rozdilné vlastnosti a strukturalni parametry,
nelze porovnavat, nebot’ tyto NPs, byt z chemického hlediska stejné, mohou v jednotlivych testech
vykazovat (ve vétsing ptipadti vykazuji) jinou Groven toxicity. Caste¢né je tato nekonzistence vysledkd
jednotlivych studii zpisobena riznymi vlastnostmi a parametry NPs, ale i rozdilnymi charakteristikami
prostfedi a vnéjsich podminek ve kterych testovani probihd. Prave proto je nutnd nejen charakterizace
NPs, ale i daného prostfedi (viz dale). Dusinska (2017) také zduraziuje, ze je vhodné identifikovat
a studovat idegradaci NPs v biologickém prostiedi, protoze uvoliovani molekularniho odpadu
by mohlo indukovat toxické t¢inky. Kazdé testovani by tedy mélo zahrnovat kompletni charakterizaci

NPs za pouziti kombinace dnes dostupnych technik, jeZ jsou popsany v kapitole 1.3.3. (1 [16]: [29]; [30]; [31]

Dusinska a dalsi vytvofili projekt NanoTEST (2015), béhem kterého byla zkoumana toxicita
riznych NPs. Hlavnim cilem tohoto projektu bylo zajistit lep$i porozuméni mechanismim interakce
NPs sbuiikami a tkanémi, a nalezeni (in vitro) alternativ testovani toxicity, pfedev§im k testim
na zvifatech. Tyto informace pak byly pouzity k vytvofeni fady doporuéeni pro vhodné strategie
testovani. Na zaklad¢ tohoto projektu bylo doporuceno, aby suspenze testovanych NPs byla vzdy erstve
ptipravena, z divodu stability, ktera je ¢asové omezena. Ke stabilizaci bylo také doporuceno pouziti
bilkovin, které brani aglomeraci (pfedev§im BSA ¢i FBS), tak aby vyuzit¢é médium, co nejvice
napodobovalo in vivo podminky, ¢i pouziti sonifikace (viz kapitola 1.2.3.3). Dusinska (2015) ale tvrdi,
Ze proteinova korona i silna sonifikace mohou sice branit aglomeraci, ale mohou i ovlivnit vlastnosti
NPs. 129

Autory projektu NanoTEST (2015) bylo dale doporuéeno, aby byly koncentrace testovanych
NPs uvadény nejméné ve dvou riznych jednotkach. Mimo zakladni jednotky, tedy hmotnost,
udavaji tito autofi napt. pocCet nebo plochu povrchu NPs v suspenzi. Divodem je ptedevsim snadnéjsi
porovnani vysledka rozdilnych studii. Spolu s Magdolenovou (2014) se autofi dale shoduji na tom,
Ze ve vetsing ptipadu jsou pro in vitro analyzy pouzivany vysoké koncentrace NPs z diivodu nizsi
citlivosti danych testd, ovSem tyto koncentrace neodpovidaji mnozstvi NPs, jemuz by mohl byt ¢lovék
zanormalnich podminek vystaven. Pouzité koncentrace NPS by tedy méli byt relevantni.
(viz kapitola 1.2.3.4) Jak bylo popsano v jiz zminéné kapitole, nejen koncentrace je dulezity faktor.
Pro testovani obycejnych chemikalii in vitro se doporucuje expozice 3-6 hodin a 24 hodin. Dle autori
NanoTESTu by ale NPs mohly potiebovat vice ¢asu pro vstup do bunék. Navic, vezme-li v tivahu

primarni mechanismus genotoxického uUc¢inku NPs (pfima reakce S DNA) je nutné si uvédomit,
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ze Castice o vetsi velikosti nemusi projit skrze jadernou membranu (viz kapitola 1.2.2.1) a jejich G¢inek
se projevi pouze béhem mitdzy, kdy jaderna membrana zanika. Koncovy bod nékterych testi je dokonce
zavisly na pribéhu bunééného cyklu (napf. mikronukleovy test). V obou ptipadech je tedy delsi

expozice nutn4, aby byly buiky v kontaktu s NPs b&hem celého bun&éného cyklu. [ 201

O ovlivnéni genotoxicity ionty pfechodnych kovli na povrchu NPs bylo také jiz hovoieno.
Kovové necistoty se vSak mohou nachdzet nejen na povrchu NPs, ale i vV pouzitém médiu,
pticemz vysledek je stejny (tvorba RS na zdklad¢ Fentonovy reakce). Pfi testovani by tedy mélo byt
ovéteno, zda je genotoxické poSkozeni zplisobeno opravdu testovanymi Casticemi, nebo pFitomnosti

pravé zminénych kovovych, ale i jinych necistot. 1]

Jak je uvedeno v kapitole 1.2.3.6, n€které NPs vykazuji genotoxicky potencial jen vic¢i danym
bunéénym liniim. Dle Arory (2012) je vyhodnocovani genotoxického potencialu pomoci testovani
s jednou ¢i dvéma bunéénymi liniemi krajné nespolehlivé a zavadéjici. Testy by mély provadény na vice
bunéénych liniich, které predstavuji rizné cilové organy a zachovavaji specifické funkce organt,
jez predstavuji. Y S timto doporucenim souhlasi i autofi projektu NanoTEST, ktefi navic navrhli
kritéria pro vybér nejvhodnéjsich bunécnych linii, ¢i primarnich bun€k. Tato kritéria zahrnuji dobrou
komer¢ni dostupnost linii, jejich rist v kultivaénich médiich s minimalnim ptidavkem rustovych
faktoru, jejich stabilitu za kultiva¢nich podminek a jiz zminénou expresi funkci organt, jez pouzité linie
reprezentuji. Na zaklad¢ téchto kritérii byla sestavena tabulka 2, kde jsou popsany nejvhodnéjsi bunééné

linie vyuzitelné pro testovani toxického potencialu NPs.
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Reprezentovana

Bunééna linie

Komer¢ni oznaceni

burika/tkan
Lidska lymfocytarni bunécna linie TK6
Krev
Lidska krev (lymfocyty) —
Potkani mozkové endotelialni bunky EC219
Endotelialni buiky Mysi plicni epitelialni bunky ECp23
Lidské mozkové endotelialni buniky HCEC
Potkani hepatocyty —
Jatra Potkani jaterni makrofagy (Kupfferovy -
bunky)
Lidské plicni alveolarni buiiky A549
Plice
Lidské plicni bronchialni buniky 16HBE140
Placenta Placentarni choriokarcinomové bunky BeWo b30
Potkani mozkové endotelialni bunky EC219
Centralni nervovy Lidské mozkové endotelialni buiiky HCEC
system
Lidské bunky glioblastomu LN229
Epitelialni buiky distalniho tubulu MDCK
Epitelialni butiky proximalniho tubulu LLC-PK
Ledviny
Opic¢i ledvinné bunky COs-1
Lidské ledvinné buiiky HEK 291

Tabulka 2 - Reprezentativni bun&¢né linie vyuzitelné pro analyzu toxického potencialu NPs dle NanoTESTu (pieloZeno;

upraveno) [0

V disledku rozvoje v oblasti nanotechnologii doSlo béhem poslednich nékolika desetileti
K radikalnimu naristu mnozstvi ENPs, jez vstupuji do Zivotniho prostiedi. S timto nardstem vsak
vzrostla i rizika pisobeni téchto NPs na zivé organismy. Problémem vsak podle Sajida (2015)
neni jen jejich (geno)toxicky efekt, ale i celkové ptisobeni na ekosystém. Jejich ptisobenim totiz dochazi
Kk ovlivnéni atmosférické chemie, globalnich klimatickych zmén a ke globalni a regionalni migraci
biologickych druhli a znecist'ujicich latek, coz se z hlediska genotoxicity miize zdat bezvyznamné,
ovSsem vlivem téchto zmén mize dochazet i k ovlivnéni lidského zdravi (véetné zmén genetického

materialu). Analyza toxicity by se tedy méla zahrnovat i stanoveni chovani NPs a jejich cyklus

v prosttedi a vliv tohoto chovani na lidské zdravi. 2
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1.4.3.2 Doporuceny postup samotného testovani

Testovani toxicity NPs in vitro by mélo zahrnovat Sirokou fadu test, jez se zaméfuji na prukaz
ruznych koncovych bodt. Pro posouzeni genotoxicity je totiz diilezité charakterizovat nejen poskozeni
genetické informace, ale i pfijem a transport NPs v bunikach, Zivotaschopnost bunék, oxidacni stres,

prozanétlivou odpovéd’ a imunotoxicitu. B

vvvvvv

stanoveni cytotoxického potencialu testovanych NPs (1), pomoci testd bunétné proliferace
(ptedevsim MTT, WST-1, ¢i jinych) a jejich moznou indukci tvorby ROS, pomoci fluorescenénich sond
(DCF-DA, CM-H:DCF-DA). Zname-li cytotoxickou koncentraci NPs, lze zjistit miru ptijmu
aakumulace NPs danymi bunkami, vV piipadé expozice necytotoxické koncentrace (2).
Tyto parametry lze ziskat pomoci TEM, C¢i pratokové cytometrie. Jako dals$i bod Ize stanovit
genotoxicky potencial testovanych NPs (3) pomoci testti genotoxickych mechanismd, jeZ jsou uvedeny
v kapitole 1.3.2.1. Vzhledem k $irokému spektru poSkozeni genetické informace (od rtiznych 1ézi DNA,
pies poskozeni genu, az po klastogenni a aneuploidni poSkozeni chromozomtl) je Dusinskou (2017)
i ostatnimi autory NanoTESTu (2015) doporuceno, aby testy genotoxicity byly vybirany tak, aby byly
pokryty vSechny doposud znamé primarni mechanismy (piimé i nepiimé) genotoxického ucinku
(v ptipadé projektu NanoTEST byly pouzity kometovy test pro poskozeni DNA, analyza HPRT gend
pro poskozeni konkrétniho genu a mikrojaderny test pro poskozeni chromozomi).
Predposlednim krokem je pak testovani imunotoxického potencialu (4) vici plné krvi, nebo buitkdm
periferni krve. BE€hem tohoto kroku se testuje bunééna i humoralni imunitni odpovéd’ bunék po expozici
danym NPs. Nékteré NPs mohou zptisobit zanétlivou reakcei a podrazdit tak bunky imunitniho systému,
které ve zna¢né mite za¢nou produkovat ROS/RNS (zaklad sekundarniho mechanismu genotoxicity).
NPs s timto mechanismem poskozeni v§ak nemusi vykazovat genotoxicky efekt, ktery lze stanovit
klasickymi a nejpouzivanéjsimi in vitro testy genotoxicity [31. Tento krok je tedy nezbytné dulezity a mél
by byt soucasti kazdého testovani genotoxicity. Jako posledni bod analyzy uvadi autoti NanoTESTu
provedeni selektivnéjSich testd vyzadovanych zvlastnimi vlastnostmi reprezentativnich bunék (5),
jako je produkce cytokini ¢i bunééna lokalizace NPs v bunkach pomoci mikroskopickych

technik aj. (3% 31
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2 PRAKTICKA CAST

Cilem praktické ¢asti této prace bylo stanovit hladiny vybranych biomarkerti oxidativniho stresu
(celkového GSH a lipidové peroxidace) ve tkanich roupice Enchytraeus crypticus exponované ZnO
NPs. Roupice byly chovany v agarovém kultivaénim médiu a exponovany ZnO NPs o koncentracich
0,5 a 5 mg/kg po dobu 96 hodin za tmy. Pro stanoveni zvolenych biomarkert byly vyuzity

spektrofotometrické metody stanoveni celkového GSH a lipidové peroxidace.

2.1 Priprava agardézového gelu s pridavkem Zn NPs

Bylo piipraveno 1080 ml 1,5% agaru ve tfech varnych bankach (360 ml v jedné barice).
Do prvni a druhé banky byl ptidan rozpustény ZnCl,, tak aby vysledné koncentrace ZnO NPs v agarech
byly 0,5a 5 mg/kg. Obsah vSech ban¢k byl okyselen fosfatovym pufrem na vysledné pH 7.
Agar byl poté varen pii 95 °C po dobu 30 minut. Horky agar byl rozlit do 12 petriho misek, véetné vicek

(4 misky pro kazdou koncentraci Zn?* + 4 misky pro kontrolu).

2.2 Uprava modelového organismu pied testovanim

Jako modelové organismy pro in vitro sledovani oxidativniho stresu (konkrétné sledovani
hladiny glutathionu a stanoveni koncentrace MDA) byly pouzity roupice (konkrétné rod Enchytraeus
crypticus). Do kazdé z 12 ptd bylo pieneseno 30 roupic. Inkubace roupic se ZnO NPs probihala
96 hodin za tmy v ledniéce. Po inkubaci byly roupice spoc¢itany, vymyty V destilované vodé, zvazeny
a ulozeny na 24 hodin do mrazaku pfi teploté -80 °C. Jiz pocet ptezivsich roupic poukazuje na toxicitu
danych NPs (viz tabulka 3).

Koncentrace Zn NPs Pocet prezivsich Hmotnost prezivsich
[mg/kg] roupic [ks] roupic [mg]
0 (kontrola) 119 115
0,5 116 107,5
5 69 48,4

Tabulka 3 - Pocet prezivsich roupic vystavenych danym koncentracim Zn NPs

K pozvolna rozmrazenym vzorkim byl pfidan PBS (pH 7,2) v poméru 100 pl/10 mg vzorku

a vznikla smés byla homogenizovana pomoci homogenizéru.
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2.3 Biochemické testy

Tti zhomogenizované vzorky byly poté podrobeny biochemickym testim, z jejichz vysledki
lze odhadnout miru oxida¢niho stresu. Konkrétné se jednalo o stanoveni hladiny GSH, jako jednoho
jakozto koncového produktu lipidové peroxidace. Principy obou stanoveni jsou popsany vyse.
Koncentrace téchto latek pak byly vztazeny na hladiny celkovych proteinti jednotlivych vzorkd,

které byly rovnéz stanoveny v ramci tohoto testu.

2.3.1 Stanoveni celkového proteinu

Ke stanoveni celkového proteinu v jednotlivych vzorcich roupic byly potieba Lowryho
reagencie, jez byly rozpustény ve vod¢, Folin & Ciocalteu’s fenolovy pracovni roztok a roztok standardu

BSA 0 koncentraci 400pg/ml.

Zroztoku standardu BSA byla nejprve dvojkovym fedénim sestavena kalibra¢ni fada.
Ke 100ul vody v 96jamkové mikrotitracni desticce byly napipetovany dané objemy standardu BSA
(viz tabulka 4). Pro zachovani stejného objemu kapaliny ve vSech jamkach, bylo zjamky B6

odpipetovano 100 pl ziedéného roztoku do odpadu.

Jamka Bl B2 B3 B4 B5 B6

Mnozstvi standardu

BSA [ul]

200 100zB1 | 100z B2 | 100z B3 | 100z B4 | 100z B5

Mnozstvi Hz0 [pl] 0 100 100 100 100 100

Koncentrace BSA
400 200 100 50 25 12,5

[ng/ml]
Tabulka 4 - Ptiprava roztoki kalibraéni fady BSA (celkovy protein)

Po pripravé kalibra¢ni fady byly jednotlivé vzorky roupic patficné zfedény vodou (50x)
a v objemu 100 ul napipetovany v duplikatu do jamek 96jamkové desti¢ky. Jako blank byla pouzita
destilovana voda. Do jamek se standardy, vzorky i blankem bylo pfidano 100 pl Lowryho roztoku
a vse bylo fadn€ promichano béhem 20minutové inkubace na tfepacce pod vickem obalenym alobalem.
Poté bylo ptidano 50 pl Folin & Ciocalteu’s fenolového pracovniho roztoku a desticka byla opét
inkubovana na tfepacce po dobu 30 minut. Po uplynuti inkubacni doby byla zméfena absorbance
jednotlivych jamek pifi vlnové délce 680 nm pomoci spektrofotometrické ¢te¢ky mikrotitracnich

desticek (viz tabulka 5 a 6).
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Koncentrace BSA
400 200 100 50 25 12,5
[ng/ml]
Absorbance 0,743 0,391 0,177 0,08 0,045 0,037
Tabulka 5 - Hodnoty absorbance roztokt kalibra¢ni fady BSA (celkovy protein)
Koncentrace Zn 0
0,5 5
NPs [mg/kg]| (kontrola)
0,164 0,160 0,188
Absorbance
0,170 0,193 0,190
Pramér 0,167 0,177 0,189

Tabulka 6 - Hodnoty absorbance vzorku (celkovy protein)

Z hodnot absorbanci roztokd kalibra¢ni fady byl sestaven graf zavislosti absorbance
na koncentraci (viz graf 1), z jehoz rovnice regrese byly nasledné dopocitany koncentrace celkového

proteinu v jednotlivych vzorcich.

Kalibra¢ni fada BSA

0,8 0,743
38
< 57 y = 0,0019x + 0,0003 .®

' R2=0,998
0,6
0,5
0,391
0,4 ’
0,3
0,177 ..
0.2 )
0,08 ...+
01 0,037 .4
@€~ 0,045
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
C [ug/ml]

Graf 1 - Kalibra¢ni rada BSA (celkovy protein)
Abs, = 0,0019 - ¢, + 0,0003

_ 0,167 —0,0003

Cx = 0.019 50 = 4386,84 pg/ml = 4,39 mg/ml
0,177 —0,0003

Cos = 0,019 50 = 4636,84 ng/ml = 4,64 mg/ml
0,189 — 0,0003

Cs = +50 = 4965,79 ug/ml = 4,97 mg/ml

0,019
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2.3.2 Stanoveni celkového glutathionu

Ke stanoveni celkového GSH bylo potieba 5% kyseliny S-sulfosalicylové (SSA), roztok
glutathion reduktazy (GR) o koncentraci 400 j/ml, roztok standardu GSH o koncentraci 10 mM,
roztok 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoové kyseliny) (DTNB) v DMSO o koncentraci 1,5 mg/ml, NADPH
0 koncentraci 0,75 mM, a reakéni pufr tvofeny fosfatovym pufrem a EDTA (pH 7).

Pied samotnym testem bylo nejprve 40 pl v8ech vzorki deproteinizovano pomoci 20 pl
5% SSA. Vznikly roztok byl 10 minut inkubovan v ledni¢ce a nasledné¢ 10 minut centrifugovan.
K analyze hladiny GSH byl vyuzit vznikly supernatant. Déale byly pfipraveny roztoky potfebné
ke stanoveni hladiny GSH. Sypky standard GSH byl rozpustén v H.O, NADPH v reakénim pufru
aDTNB v DMSO, tak aby byly ziskany roztoky o pozadované koncentraci danych latek.
Déle byl natedén enzymovy roztok GR na koncentraci 6 j/ml pomoci reakéniho pufru. Takto zfedény
roztok byl vyuzit k ptipravé pracovniho roztoku (4 ml reakéniho pufru, 114 pl zfedéného roztoku GR

a 114 pl roztoku DTNB).

2,5 ul standardu GSH o koncentraci 10 mM bylo nafedéno 500 pl 5% SSA na koncentraci
50uM. Takto natedény roztok byl dale fedén dvojkovym fedénim, tak aby vznikla kalibra¢ni fada o Sesti
roztocich (viz tabulka 7). Pro zachovani stejného objemu kapaliny ve vSech mikrozkumavkach typu

Eppendorf, bylo z posledni mikrozkumavky (E6) odpipetovano 25 pul ziedéného roztoku do odpadu.

Mikrozkumavka
El E2 E3 E4 E5 E6
Eppendorf

Mnozstvi 50 uM
GSH [ul]

50 25zE1 | 25zE2 | 25zE3 | 25zE4 | 25z E5

Mnozstvi 5% SSA [ul] 0 25 25 25 25 25

Koncentrace GSH
[umol/1]

Tabulka 7 — Ptiprava roztoku kalibra¢ni fady GSH (celkovy GSH)

50 25 12,5 6,25 3,125 1,56

Do 96jamkové mikrotitracni desticky byly v objemu 10 pl napipetovany roztoky kalibra¢ni
fady. Dale bylo do desticky napipetovano 10 pl vzorku a blanku (5% SSA) v duplikatu.
Do jamek s danymi roztoky bylo ptidano 150 ul pracovniho roztoku a vznikla smés byla inkubovana
5 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci bylo ptidano 50 pl roztoku NADPH o koncentraci 0,75 mM.
Vse bylo promichano na tfepaCce. Na spektrofotometrické ¢&te€ce mikrotitraénich desticek
bylo nastaveno kinetické méfeni reakce po dobu 5 minut, pficemz intervaly mezi méfenim byly 1 minuta
a vlnova délka 412 nm. Na takto pfipravené ¢teCce byly méfeny absorbance jednotlivych roztoku
(viz tabulka 8).
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Koncentrace GSH
50 25 12,5 6,25 3,125 1,56
[umol/l]
Absorbance
) 0,035 0,016 0,01 0,003 0,003 0,001
(0. minut)
Absorbance
0,048 0,02 0,012 0,006 0,003 0,001
(1. minut)
Absorbance
0,06 0,025 0,014 0,007 0,004 0,001
(2. minut)
Absorbance
) 0,071 0,029 0,015 0,007 0,004 0,001
(3. minut)
Absorbance
0,085 0,035 0,017 0,008 0,005 0,002
(4. minut)
Absorbance
) 0,099 0,04 0,018 0,008 0,006 0,002
(5. minut)

Tabulka 8 - Hodnoty absorbance roztoku kalibra¢ni fady GSH (celkovy GSH)

Z danych hodnot absorbance byly vypoéitany zmény hodnot absorbance za minutu pro roztoky

kalibra¢ni tady:

_ 0,099 — 0,035
AA/ming, = —————— = 0,0128

, 0,04 — 0,016
A4 /min,g = ————————=0,0048

~0,018-0,01

AA/min,, ; = : =0,0016

_0,008-0,003

AA/ming s = : = 0,001

_ 0,006 — 0,003
AA/miny 1, = ———=——— = 0,0006

_ 0,002 — 0,001
AA/min, g = ~—————— = 0,0002
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Stejnym zptisobem byly dopoéitany i zmény absorbanci roztokd jednotlivych vzorkt za minutu

(viz tabulka 9).

Koncentrace Zn 0
0,5 5
NPs [mg/kg| (kontrola)
0,0054 0,0048 0,0042
AAbs/min
0,0048 0,005 0,0048
Pramér 0,0051 0,0049 0,0045

Tabulka 9 - Hodnoty zmény absorbance vzorkti za minutu (celkovy GSH)

Z vypocitanych hodnot zmén absorbance pro roztoky kalibra¢ni fady byl sestaven graf zavislosti

zmény absorbance za minutu (viz graf 2).

Kalibra¢ni fada GSH

0,014

y=0,0003x - 0,0007 @

0,012 R2:0,9778 ..‘._....

AA/min

0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

0 10 20 30 40 50 60
C [umol/1]

Graf 2 - Kalibra¢ni fada GSH (celkovy GSH)

Pomoci rovnice regrese daného grafu a vypoctenych hodnot zmén absorbance pro vzorky byla

spoctena koncentrace GSH v testovanych vzorcich:
Absy = 0,0003 - ¢, — 0,0007

_0,0051—-0,0007 60

.2~ =29 yumol/l
“k 0,0003 40 umol/
_ 0,0049-0,0007 60 .
€5 = 7"00003 40 cO MmO
0,0045 — 0,0007 60
Cg = — = 26 umol/I

0,0003 40
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Takto vypoctené hodnoty koncentrace byly pfevedeny na koncentrace umol/ml a vztazeny
na mg proteint jednotlivych vzorkd:

0,029 umol/ml

= 3o mg/ml = 10066107 ymol/mg = 6,6107 nmol/mg

0,028 umol/ml

Cos = 464 mg/ml = 0,0060386 umol/mg = 6,0386 nmol/mg

0,026 pmol/ml

Cs = 2,97 mg/ml = 0,0052358 pmol/mg = 5,2358 nmol/mg

2.3.3 Stanoveni lipidové peroxidace

Ke stanoveni miry lipidové peroxidace byly potieba roztok kyseliny thiobarbiturové (TBA)
v koncentrované  kyseliné  octové, roztok 1,1,3,3-tetramethoxypropenu (TMP), roztok
butylhydroxytoluenu (BHT) a roztok 1-butanolu.

Nejprve byl ptipraven reakéni roztok TBA v koncentrované kyseliné octové (25 mg pevného
TBA na 7,5 ml kys. octové, doplnéno H,O na 25 ml). Poté byl pfipraven roztok standardu MDA
0 koncentraci 500 pmol/l. Z divodu nestability MDA bylo pro ptipravu zasobniho roztoku vyuzito TMP
(8,3 ul TMP na 100 ml H,0), ktery se ve vodném prostiedi pfeméfiuje na MDA podle nasledujici

rovnice:

HC(OCH3),CH,CH(OCH3), + 2H,0 » HCOCH,OCH + 4CH;0H

Takto ptipraveny roztok byl ziedén 1:4 destilovanou vodou na koncentraci 100 umol/1.

Z natedéného roztoku standardu MDA byla ptipravena kalibracni fada. Roztok MDA byl fedén
dvojkovym fedénim, tak aby vznikla kalibra¢ni fada o Sesti roztocich (viz tabulka 10). Pro zachovani
stejného objemu kapaliny ve vSech mikrozkumavkach typu Eppendorf, bylo z posledni mikrozkumavky

(E6) odpipetovano 200 pl ziedéného roztoku do odpadu.

Mikrozkumavka
El E2 E3 E4 E5 E6
Eppendorf

Mnozstvi standardu
MDA [ul]

400 200zE1 | 200zE2 | 200z E3 | 200z E4 | 200z ES

Mnozstvi Hz0 [pl] 0 200 200 200 200 200

Koncentrace MDA
100 50 25 12,5 6,25 3,125
[wmol/l]

Tabulka 10 - Piiprava roztoku kalibraéni fady MDA (lipidova peroxidace)
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Ke stanoveni MDA ve vzorcich bylo vyuzito nezfedénych homogenati jednotlivych vzorkd,
které byly v objemu 200 pl pipetovany zvlast do mikrozkumavek. K tomuto objemu byly pfidany jeste
3 ul BHT jako antioxidaéniho ¢inidla pii zahtivani. Ke vzorktiim, blanku (H20) a roztokiim kalibra¢ni
fady bylo pfiddno 600 pl roztoku TBA. VSechny vzniklé smési byly promichany na vortexu
a inkubovany pii 95 °C po dobu 60 minut v digestoii. Po inkubaci a schlazeni roztokl na pokojovou
teplotu byla kazda mikrozkumavka Eppendorf doplnéna 300 pl 1-butanolu a centrifugovana
pii 16 000 x g po dobu 3 minut. Ke stanoveni bylo odebrano 150 pl butanolové vrstvy, ve které byl
extrahovan barevny addukt MDA-TBA do 96jamkové mikrotitracni desticky. Absorbance byla opét
métena pomoci spektrofotometrické ¢tecky mikrotitracnich desticek pfi vinovych délkach 532, 485

a 560 nm (viz tabulky 11 a 12).

Koncentrace MDA
100 50 25 12,5 6,25 3,125
[wmol/I]

Absorbance (532 nm) 3,147 2,128 0,778 0,437 0,221 0,088

Absorbance (485 nm) 0,541 0,282 0,091 0,045 0,024 0,001

Absorbance (560 nm) 0,246 0,134 0,036 0,015 0,008 -0,009

Tabulka 11 - Hodnoty absorbance roztoku kalibra¢ni fady adduktu TBA-MDA (lipidova peroxidace)

Koncentrace Zn NPs
0 (kontrola) 0,5 5
[mg/kg]
Absorbance (532 nm) 0,060 0,076 0,091
Absorbance (485 nm) 0,037 0,045 0,061
Absorbance (560 nm) 0,001 0,006 0,026

Tabulka 12 - Hodnoty absorbance vzorki (lipidova peroxidace)

55



Z hodnot absorbanci roztokd kalibra¢ni fady pifi vinové délce 532 nm byl sestaven graf
zavislosti absorbance na koncentraci (viz graf 3), z jehoz rovnice regrese byly nasledné dopocitany
koncentrace MDA V jednotlivych vzorcich. Z divodu vysoké odchylky hodnoty absorbance roztoku
o0 koncentraci 50 pmol/l od linearniho pribéhu spojnice trendu, byla tato hodnota pii tvorbé grafu

a dalSich vypoctech vynechana.

Kalibra¢ni fada adduktu TBA-MDA (532 nm)

3,5
y=0,0313x + 0,0142 .9
R?=0,9997

Abs
w

2,5
1,5

0,5 '

0 20 40 60 80 100 120
¢ [umol/I]

Graf 3 - Kalibra¢ni fada adduktu TBA-MDA (532 nm) (lipidova peroxidace)
Abs, = 0,0313 - ¢, + 0,0142

0,060 — 0,0142

_ =14 1/1
“k 0,0313 ,463 pmol/
_0076-00142
Cos =" 00313 O /rHmo
_0091-00142
=T 00313 oMo

Takto vypoctené hodnoty koncentrace byly prfevedeny na koncentrace pmol/ml a vztazeny

na mg proteind jednotlivych vzork:

0,001463 pmol/ml »
k= T2 3omg/ml 005267107 pmol/mg = 333,26 pmol/mg
0,001974 umol/ml »
o5 =""1¢a g/l = 4,2543-107* pmol/mg = 425,43 pmol/mg
_ 0,002454 umol/ml

= 4,9376-10™* umol/mg = 493,76 pmol/mg

s 4,97 mg/ml
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Vzhledem Kk nespecifi¢nosti reakce TBA s MDA (TBA reaguje i s dal§imi latkami obsaZenymi
ve vzorku, napf. zluCovymi barvivy) byla pro vypocet koncentrace MDA ve vzorcich vyuzita
i tzv. Allenova korekce, ktera danou nespecifi¢nost eliminuje. Pomoci této korekce byly vypocitany

hodnoty korigovanych absorbanci pro roztoky kalibra¢ni fady i vzorky (viz tabulka 13 a 14).

Absyor = Abssz; — [(Absseo — Abs,gs) * 0,63 + Absygs]

Koncentrace MDA

100 25 12,5 6,25 3,125
[wmol/l]
Korigovana
2,792 0,722 0,411 0,207 0,093
absorbance

Tabulka 13 - Hodnoty korigované absorbance roztokl kalibra¢ni fady adduktu TBA-MDA (lipidova peroxidace)

Koncentrace Zn 0
0,5 5
NPs [mg/kg]| (kontrola)
Korigovana
0,046 0,056 0,052
absorbance

Tabulka 14 - Hodnoty korigované absorbance vzorku (lipidova peroxidace)

Z hodnot korigované absorbance roztokd kalibracni fady byl také sestrojen graf zavislosti
danych absorbanci na koncentraci (viz graf 4), zjehoz rovnice regrese byly vypocteny hodnoty

korigovanych koncentraci MDA ve vzorcich.

Kalibra¢ni fada adduktu TBA-MDA
(Allenova korekce)

y =0,0276x + 0,0341 s
R? =0,9996 -

3,000

Abs,,

2,500
2,000
1,500
1,000
0,500

0,000
0 20 40 60 80 100 120
¢ [umol/1]

Graf 4 - Kalibra¢ni fada adduktu TBA-MDA (Allenova korekce) (lipidova peroxidace)

57



Abs, = 0,0276 - c, + 0,0341

_0046-00341 _ "
*“T o276 - oroHmo
0,056 — 0,0341
Cos = 00276 = 0,7779 umol/1
_0052-00341 _ ”
=T 00276  o0UrHmo

Tyto hodnot byly opét vztazeny na mg proteinti jednotlivych vzork:

_ 4,312-10"* pmol/ml _ 9,822 1075 pmol/mg = 98,22 pmol/
*T T 439mg/ml umol/mg = 98,22 pmol/mg

7,779 -10"* pmol/ml _ 1,6765 - 10~* umol/mg = 167,65 pmol/
Cos = 4,64 mg/ml - OV = R POYE

6,504 - 10~* pmol/ml 4
Cg = 297 mg/ml = 1,3087 - 10~* pmol/mg = 130,87 pmol/mg

2.4 Vysledky a hodnoceni

2.4.1 Stanoveni celkového glutathionu

Jak ukazuje graf 5, koncentrace glutathionu v roupicich klesa v zavislosti na koncentraci ZnO
NPs v zivné pide. Pii expozici ZnO NPs o koncentraci 0,5 mg/kg klesla koncentrace GSH o 8,65 %,

pfi expozici desetinasobné koncentrace danych NPs (5 mg/kg ZnO NPs) Klesla koncentrace GSH
az 0 20,8 %.

Koncentrace GSH v zavislosti

66107 NA koncentraci Zn NPs
6,0386

~N

[&)]

5,2358

Cgsy [Nmol/mg]
wv

H Kontrola

SN

m 0,5 mg/kg Zn

w

m 5 mg/kg Zn

N

=

Graf 5 - Koncentrace GSH v zavislosti na koncentraci Zn NPs
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2.4.2 Stanoveni lipidové peroxidace

Zgrafu 6 je patrné, ze expozice ZnO NPs indukuje zvySeni miry lipidové peroxidace.
Vezmeme-li v tvahu hodnoty koncentrace MDA ziskané vypoctem z rovnice regrese kalibra¢ni fady
TBA-MDA (532 nm), pozorujeme zvyseni koncentrace MDA (zvySeni lipidové peroxidace) v zavislosti
na zvysujici se koncentraci ZnO NPs v zivném médiu (o 27,65 % pfi expozici 0,5 mg/kg ZnO NPs
a 48,16 % pii expozici 5 mg/kg ZnO NPs viéi kontrolnimu vzorku). Je ovS§em zapotiebi brat v uvahu
tvorbu dalsich barevnych addukti TBA s latkami obsazenymi ve vzorku, jejichz koncentrace se miize
také ménit. Z tohoto diivodu byla pouzita Allenova korekce. Na zakladé koncentraci ziskanych pomoci
této metody byl zjistén narist lipidové peroxidace pii expozici ZnO NPs, ovSem nikoliv v zavislosti
na zvysujici se koncentraci NPs. Koncentrace MDA pfi expozici 5 mg/kg Zn NPs byla nizsi
nez koncentrace MDA pfi expozici 0,5 mg/kg Zn NPs. Obé hodnoty jsou ale vy$$i nez hodnota
koncentrace MDA v kontrolnim vzorku (0 70,69 % pfi expozici 0,5 mg/kg ZnO NPs a 33,24 %
pfi expozici 5 mg/kg ZnO NPs).

Koncentrace MDA v zavislosti

na koncentraci Zn NPs
600

493,76

500
425,43

400
333,26

300

200

100

0

Cmpa [Pmol/mg]

B Kontrola

m 0,5 mg/kg Zn

167,65
130,87 5 mg/kg Zn
= I .
Koncentrace MDA Koncentrace MDA
(532 nm) (Allenova korekce)

Graf 6 - Koncentrace MDA v zavislosti na koncentraci Zn NPs
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2.5 Zavér

Tento test byl provadén za Gcelem vyhodnoceni toxicity ZnO NPs. Po 96 hodinové inkubaci
Enchytraeus crypticus se ZnO NPs o koncentraci 0,5 a 5 mg/kg byla zjisténa zvySena tmrtnost danych
roupic v zavislosti na koncentraci NPs (imrtnost 2,52 % po inkubaci roupic se ZnO NPs o koncentraci
0,5 mg/kg a 42,02 % po inkubaci roupic se ZnO NPs o koncentraci 5 mg/kg ve srovnani s kontrolnim
vzorkem). Na zakladé biochemickych testt bylo dale zjisténo, ze po expozici NPs dochazi k vyraznému
poklesu koncentrace GSH v zavislosti na koncentraci NPs, a také ke zvySeni miry lipidové peroxidace.
Na zakladé téchto vysledkt 1ze jednoznaéné Fici, Ze expozice ZnO NPs je spojena se zvySenou tvorbu

ROS a tyto NPs tedy maji toxicky ucinek.

60



3 POUZITA LITERATURA

(1] GUERARD, M., et al. Assessment of mechanisms driving non-linear dose-response
relationships in genotoxicity testing. Mutation Research/Reviews in Mutation Research, 2015, 763: 181-
201.

21 FU, Peter P., et al. Mechanisms of nanotoxicity: generation of reactive oxygen

species. Journal of food and drug analysis, 2014, 22.1: 64-75.

3] DONALDSON, Ken; POLAND, Craig A.; SCHINS, Roel PF. Possible genotoxic

mechanisms of nanoparticles: criteria for improved test strategies. Nanotoxicology, 2010, 4.4: 414-420.

[4] MAGDOLENOVA, Zuzana, et al. Mechanisms of genotoxicity. A review of in vitro

and in vivo studies with engineered nanoparticles. Nanotoxicology, 2014, 8.3: 233-278.

51 SINGH, Neenu, et al. NanoGenotoxicology: the DNA damaging potential of engineered
nanomaterials. Biomaterials, 2009, 30.23: 3891-3914.

[61 GATOO, Manzoor Ahmad, et al. Physicochemical properties of nanomaterials:

implication in associated toxic manifestations. BioMed research international, 2014, 2014.

71 GOODMAN, Catherine M., et al. Toxicity of gold nanoparticles functionalized with

cationic and anionic side chains. Bioconjugate chemistry, 2004, 15.4: 897-900.
(6] SCHINS, Roel. et al. Genotoxicity of nanoparticles. Nanomaterials, 2013, 60-64.

9 MARQUIS, Bryce J., et al. Analytical methods to assess nanoparticle toxicity. Analyst,
2009, 134.3: 425-439.

(10] KROLL, Alexandra, et al. Current in vitro methods in nanoparticle risk assessment:
limitations and challenges. European journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 2009, 72.2: 370-
377.

(11] ARORA, Sumit; RAJWADE, Jyutika M.; PAKNIKAR, Kishore M. Nanotoxicology
and in vitro studies: the need of the hour. Toxicology and applied pharmacology, 2012, 258.2: 151-165.

[12] HAYASHI, Makoto. The micronucleus test—most widely used in vivo genotoxicity
test—. Genes and Environment, 2016, 38.1: 18.

[13] KROLL, Alexandra, et al. Cytotoxicity screening of 23 engineered nanomaterials using

a test matrix of ten cell lines and three different assays. Particle and fibre toxicology, 2011, 8.1: 9.

[14] BARILLET, S., et al. In vitro evaluation of SiC nanoparticles impact on A549
pulmonary cells: cyto-, genotoxicity and oxidative stress. Toxicology letters, 2010, 198.3: 324-330.

61



[15] MAGDOLENOVA Z, BILANICOVA D, POJANA G, HUDECOVA A, HASPLOVA
K, et al. Impact of agglomeration and different dispersions of titanium dioxide nanoparticles on the

human related in vitro cytotoxicity and genotoxicity. J Environ Monit, 2012, 14:455-464.

[16] KUMAR, Ashutosh a Alok DHAWAN. Genotoxic and carcinogenic potential of
engineered nanoparticles: an update. Archives of Toxicology.Archiv Fiir Toxikologie[online]. 2013, vol.
87, no. 11, s. 1883-900. ISSN 0340-5761.

(171 MOLLICK, Md Masud Rahaman, et al. Studies on green synthesized silver
nanoparticles using Abelmoschus esculentus (L.) pulp extract having anticancer (in vitro) and

antimicrobial applications. Arabian journal of chemistry, 2015.

[18] HANOT-ROY, Maité, et al. Oxidative stress pathways involved in cytotoxicity and

genotoxicity of titanium dioxide (TiO2) nanoparticles on cells constitutive of alveolo-capillary barrier
in vitro. Toxicology in vitro, 2016, 33: 125-135.

[19] IVASK, Angela, et al. Toxicity of 11 metal oxide nanoparticles to three mammalian cell

types in vitro. Current topics in medicinal chemistry, 2015, 15.18: 1914-1929.

[20] LEBEDOVA, Jana, et al. Size-dependent genotoxicity of silver, gold and platinum
nanoparticles studied using the mini-gel comet assay and micronucleus scoring with flow
cytometry. Mutagenesis, 2017, 33.1: 77-85.

(21] CHATTOPADHYAY, Sourav, et al. Toxicity of cobalt oxide nanoparticles to normal

cells; an in vitro and in vivo study. Chemico-biological interactions, 2015, 226: 58-71.

[22] GAJEWICZ, Agnieszka, et al. Towards understanding mechanisms governing
cytotoxicity of metal oxides nanoparticles: Hints from nano-QSAR studies. Nanotoxicology, 2015, 9.3:
313-325.

(23] SADIQ, Rakhshinda, et al. In vitro toxicological assessment of iron oxide, aluminium
oxide and copper nanoparticles in prokaryotic and eukaryotic cell types. Drug and chemical toxicology,
2015, 38.2: 152-161.

[24] KARLSSON, Hanna L., et al. Can the comet assay be used reliably to detect

nanoparticle-induced genotoxicity?. Environmental and molecular mutagenesis, 2015, 56.2: 82-96.

[25] AHMED, Kausar B. Riaz, et al. Silver nanoparticles: significance of physicochemical
properties and assay interference on the interpretation of in vitro cytotoxicity studies. Toxicology in
Vitro, 2017, 38: 179-192.

[26] HORIE, Masanori; FUJITA, Katsuhide. Toxicity of metal oxides nanoparticles.

In: Advances in molecular toxicology. Elsevier, 2011. p. 145-178.

62



[27] WICH, Peter R. Size-comparison-Bio-nanoparticles nanometer scale comparison

nanoparticle size comparison nanotechnology chart ruler. In: WICHLab [online]. [cit. 2018-02-18].

Dostupné z:  http://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-nanoparticle-size-comparison-

nanotechnology-chart-ruler-2/

[28] MARNETT,  Lawrence J.  Lipid  peroxidation—DNA  damage by
malondialdehyde. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 1999,
424.1: 83-95.

[29] SAJID, Muhammad, et al. Impact of nanoparticles on human and environment: review
of toxicity factors, exposures, control strategies, and future prospects. Environmental Science and
Pollution Research, 2015, 22.6: 4122-4143.

[30] DUSINSKA, M., et al. Towards an alternative testing strategy for nanomaterials used

in nanomedicine: lessons from NanoTEST. Nanotoxicology, 2015, 9.supl: 118-132.

1] DUSINSKA, Maria, et al. Immunotoxicity, genotoxicity and epigenetic toxicity of
nanomaterials: New strategies for toxicity testing?. Food and Chemical Toxicology, 2017, 109: 797-
811.

[32] GUPTA, Ramesh C. (ed.). 27.6.4 In vitro Micronucleus Assay. Nutraceuticals: efficacy,
safety and toxicity. Academic Press, 2016. Retrieved from

https://app.knovel.com/hotlink/pdf/id:kt010V6491/nutraceuticals-efficacy/in-vitro-micronucleus

3] GURR, lJia-Ran, et al. Ultrafine titanium dioxide particles in the absence of
photoactivation can induce oxidative damage to human bronchial epithelial cells. Toxicology, 2005,
213.1-2: 66-73.

(341 POLAND, Craig A., et al. Carbon nanotubes introduced into the abdominal cavity of

mice show asbestos-like pathogenicity in a pilot study. Nature nanotechnology, 2008, 3.7: 423.

[35] HEIDEN, Tisha C. King, et al. Developmental toxicity of low generation PAMAM
dendrimers in zebrafish. Toxicology and applied pharmacology, 2007, 225.1: 70-79.

[36] BHATTACHARIEE, Sourav, et al. Role of surface charge and oxidative stress in
cytotoxicity of organic monolayer-coated silicon nanoparticles towards macrophage NR8383

cells. Particle and fibre toxicology, 2010, 7.1: 25.

63


http://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-chart-ruler-2/
http://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-chart-ruler-2/
https://app.knovel.com/hotlink/pdf/id:kt010V6491/nutraceuticals-efficacy/in-vitro-micronucleus

