UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

KATEDRA BIOLOGICKYCH A BIOCHEMICKYCH VED

Testovani cytotoxicity nanomateriali

DIPLOMOVA PRACE
AUTOR PRACE: Be. Stépanka Jelinkova
VEDOUCI PRACE: doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D.
KONZULTANT: Mgr. Jana Bacova

2022



UNIVERSITY OF PARDUBICE
FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

DEPARTMENT OD BIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
SCIENCES

Testing of cellular nanotoxicity

THESIS

AUTHOR: Be. Stpanka Jelinkova
SUPERVISOR: doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D.
CONSULTANT: Mgr. Jana Bacova

2022



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka

Akademicky rok: 2021/2022

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pifjment: Bc. Stépanka Jelinkova

Osobni ¢islo: C20473

Studijni program: N0914P360001 Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve zdravotnic-
tvi

Téma prace: Testovani cytotoxicity nanomaterialt

Téma prace anglicky: Testing Of Cellular Nanotoxicity
Zadévajici katedra: ~ Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

1. Zpracujte literarni reSersi zamérenou na prehled nanomateriald vyuzivajici déleni dle prostorovych,
chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti. Specialni zfetel vénujte nanomaterialim anorga-
nického plvodu, a to predevsim tém z oxidu titanicitého. Dalsi kapitoly teoretické Casti vénuijte
popisu moznosti testovani nanotoxicity in vitro, porovnani pouzivanych metod, ¢i modifikacim
plvodné anorganickych nanomaterialGim, jez maji za cil zvysit biokompatibilitu. Vzhledem k néplni
praktické c¢asti diplomové prace se predevsim vénujte popisu testovani nanotoxicity u suspenznich
bunécnych linii. Ke zpracovani tohoto prehledu vyuzijte elektronické databaze (ScienceDirect,
NCBI Pubmed, Web of Science).

2. Vramci praktické casti: 1) optimalizujte kultivaci minimalné jedné linie suspenznich bunék (Jurkat,
HL-60, aj.); 2) pripravte suspenze alespon tii testovanych nanomaterialli a u téchto otestujte
moznou indukci cytotoxicity ve vztahu k jejich koncentraci (do 100 ug/ml) a dobé inkubace (do 48
hod); 3) k charakterizaci toxického c¢inku u bunék vyuzijte alespor dvou rutinnich biochemickych
metod (napt. WST-1, MCB, aj.), popf. mikroskopické analyzy.

3. Ziskana experimentalni data statisticky zpracujte a diskutujte. Své vysledky nasledné v diskuzni
Casti porovnejte s vystupy jinych autord.



Rozsah pracovni zpravy: 35s.
Rozsah grafickych praci: dle potieby
Forma zpracovani diplomové prace: tiSténa

Seznam doporucené literatury:

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Konzultant diplomové prace: Mgr. Jana Bacova
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadéni diplomové prace: 18. prosince 2021
Termin odevzdani diplomové prace: 6. kvétna 2022

LS

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. v.r. prof. Mgr. Roman Kandar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. (inora 2022



Prohlasuyji:

Praci s nazvem Testovani cytotoxicity nanomateriali jsem vypracovala samostatné. Veskeré
literarni prameny a informace, které jsem v préci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité

literatury.

Byla jsem seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona
¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné
nékterych zékonl (autorsky zdkon), ve znéni pozdéjsich predpisi, zejména se skutecnosti, ze
Univerzita Pardubice ma pravo na uzavfeni licenéni smlouvy o uZiti této prace jako Skolniho
dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo
bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne
pozadovat piiméfeny pitispévek na uhradu nakladl, které na vytvoteni dila vynalozila, a to

podle okolnosti az do jejich skutecné vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a 0 zmén¢ a
doplnéni dalSich zadkonti (zdkon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjsich predpisii, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiiovani a formalni upravu
zaveéreCnych praci, ve znéni pozdéjSich dodatkli, bude prace zvetejnéna prostrednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne

Bc. Stépénka Jelinkova, v.r.



PODEKOVANI

Na tomto misté bych rdda podekovala vedoucimu diplomové prace doc. RNDr. Tomasi
Rousarovi, Ph.D. a své konzultantce Mgr. Jan¢ BaCové za odborny dohled, vstficnost
pii konzultacich a cenné rady, které mi béhem vypracovani diplomové prace vénovali.
Za praktické rady bych rada pod&kovala Mgr. Janu Capkovi, Ph.D., Mgr. Pavling Majtnerové,
Ph.D. a pani laborantce Bc. Ivané Fousové.

Velké diky patii i mym kolegynim a kamaradkam Barce, Nik¢e a IvcCe, které mi byly
oporou pii zpracovani diplomové prace i pii celém studiu. V neposledni fad¢ dekuji své rodiné

za podporu pii celém studiu. Diky Vam vsem!



ANOTACE

Diplomova prace se zabyva testovanim cytotoxicity nanomateriali. Teoretickd cCast
se vénuje suspenznim buné¢nym liniim, dale je zde popsana toxicita nanomaterialt, a v zavéru
jsou uvedeny testy, které se pouzivaji k hodnoceni cytotoxicity nanomaterialt.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na testovani cytotoxicity vybranych nanomaterialt
pomoci bioanalytickych a mikroskopickych metod na suspenzni bunétné linii Jurkat.
Pro experimenty jsme zvolili nanocastice TiO, P25, TiO. rutil a uhlikové nanotrubicky
SWCNTs a MWCNTSs. Potencionalni toxicitu jsme hodnotili po 24 a 48 hodinach inkubace
bunék Jurkat s nanomaterialy o koncentraci 0-500 pg/mL. Vliv vybranych nanomaterial
na zivotaschopnost bunék jsme hodnotili pomoci WST-1 testu a vliv na intracelularni
koncentraci glutathionu jsme detekovali pomoci fluorescencni sondy monochlorobiman.
Morfologii bun€k inkubovanych s nanocasticemi nebo nanotrubickami jsme pozorovali
pod invertovanym mikroskopem ve fazovém kontrastu. V zavéru prace jSou prezentovany

vysledky a je zhodnocena toxicita nanomateriald.

KLICOVA SLOVA

Cytotoxicita, nanomaterialy, nanocastice, nanotrubicky, bunéc¢na linie Jurkat.



ANNOTATION

The aim of this diploma thesis is testing of cellular nanotoxicity. First, the theoretical part
of the thesis deals with the suspension cell lines, then the toxicity of nanomaterials is described.
Finally, the assays used to evaluate the cytotoxicity of nanomaterials are described.

The experimental part is focused on testing of the cytotoxicity of some nanomaterials using
bioanalytical and microscopic methods in the Jurkat cell line. For experiments we chose TiO>
P25 and rutil nanoparticles together with carbon SWCNTs and MWCNTs nanotubes.
The potential cytotoxicity was assessed in Jurkat cells after 24 and 48 hours of incubation with
nanomaterials at concentrations 0-500 pg/mL. The effect of presented nanomaterials on cell
viability was evaluated using the WST-1 test and the effect on the intracellular level
of glutathione was detected using the optimized monochlorobimane assay. We observed
the morphology of Jurkat cells incubated with nanoparticles or nanotubes using an phase
contrast inverted microscope. At the end of the thesis, the results are presented, and toxicity

of nanomaterials is evaluated.

KEYWORDS

Cytotoxicity, Nanomaterials, Nanoparticles, Nanotubes, Jurkat Cell Line.



UVOD .ttt bbbt bbbt e bt bRt E e bbbt b e 14
1. TEORETICKA CAST ..ottt 15
1.1  Suspenzni bun€Cné lNIE ........ccccviiiiiiiiiii s 15
1.1.1  Bunénd linie JUrKat........ccoooiiiiiiiiii i 16
1.1.2  Bunécnd linie HL-60.........ccoiiiiiiiiiiiiiiei e 18
1.1.3  Bunéfnd linie MOLT-4.......cooiiiiiiiiii e 18
1.14  Bunéfnd lini€ Raji.....cccoiiiiiiiiiiee e 19

1.2 NaNOMALETIALY ...cvviiviiiiiiieie e 19
1.2.1 Nanocéstice a testovAnT CYtOtOXICILY ...o.virvverriiiiriiiiisrisee et 19
1.2.1.1 Nanoc€astice Na BAZI T1O2....cccuiiiiiiiiiiiieiieeee e 22

1.2.1.2 Nanoc€astice na bazi S102........cccoviiviiiiiiiiii i, 30

1.2.1.3 Nanocastice na bAZi Al2O3 ....ceeiiiiiiiiiiiiiieee e 33

1.2.1.4 Nanoc€astice na DAZI StHDIA........ccociiiiiiiiiiiiie e 33

1.2.1.5 Nanoc€astice na BAZI ZNO ......c.cooiiiiiiiiiiiiieiie e 36

1.2.1.6  DalSi NANOCASTICE .. ...vveveiiniiesiiieieesiee s stee sttt 37

1.2.2 Nanovldkna, nanodratky a testovani CYtOtOXICItY ......cevvervvriververieeiienieniienne 39
1.2.2.1 Nanodratky na bazi Al2O3......ccceiiiiiiiiiiciiiee e 39

1.2.2.2 Nanovldkna na bazi TiO2 ......ceeviiiiiiiiiiieeiie e 40

1.3  Testy pouzivané k hodnoceni cytotoxicity nanomaterialil ............ccoeevevvereernennnn. 41

2. CILE PRACE......ooiiiiiiicieciiscieeessee e 45
3. EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 46
3.1 PomuUcky @ PIStIOJE...cccviieiiiiiiiiie i 46

3. L1 SOFIWAIE ..o 46

3.2 Seznam pouZzitych chemiKalii.........cccooiiiiiiiiiiiii e 47
3.3 Kultivace bunéfné linie JUrkat .........cccoviiiiiiiiiiniiiie e 47
3.4 PHPrava 10ZEOKT ....ooviiiiiicciec e 48
3.5 Testovani cytotoxicity NanomMaterialll ..........ccoeveriiiiiiiiiiiie e 49
3.5.1 Stanoveni dehydrogenazové aktivity bun€k..........ccccovriiiiiiiiniiiiniieniiiec 49

3.5.1.1  Optimalizace vhodné denzity bun¢k pro testovani toxicity nanomateriali.50
3.5.1.2  Stanoveni dehydrogendzové aktivity bun¢k po inkubaci s nanomaterialy..52
3.5.2  Fluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu.............cccoceviiiiiiiiinnnn 52

3.5.3 Pozorovani morfologie bunék po inkubaci s nanomaterialy..........cc..ccoerenne 53



3.5.4  Statisticka analyza namé&fenych dat ............cccoooiiiiiiiiii 53

4. VYSLEDKY ..ot 54
4.1  Testovani cytotoxicity TiO2 NANOCASLIC. ......ccvirviriieriiiiiiieiri e 54
4.1.1  Stanoveni dehydrogendzové aktivity bun€k...........ccccooviiiiiniiiiiiiciiin, 54
4.1.2  Fluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu.............c..ccccooeeveinenenen, 56

4.2  Testovani cytotoxicity uhlikovych nanotrubiCek ...........cccocvviiiiiiiiiiiiiiiiees 58
4.2.1  Stanoveni dehydrogendzové aktivity bun€k...........cccvvveiiiiiniiniiiieniciene, 58
4.2.2  Fluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu.............cccocoeviiiiiiiiinnnn 60

4.3  Pozorovani morfologie bun€k po inkubaci S nanomateridly ...........c.cccoceriiinirnnn. 62

O, DISKULZE ... 64
ZAVER ..o 71



SEZNAM OBRAZKU, TABULEK A GRAFU

Obrazek 1: Charakteristickd morfologie bunécné linie Jurkat...........ccccovvviiiiiiiiiiiiee 17
Obrazek 2: Charakteristickd morfologie bunécné linie HL-60............ccoceniiiiniiiieiiiienen, 18
Obrazek 3: Vlastnosti nanocastic kovi/oxXidl KOVU ........ccceiiiiiiiiiiiiiiicic e 21
Obrazek 4: Snimek transmisni elektronové mikroskopie nanocastic oxidu titani¢itého .......... 22
Obrazek 5: Porovnani adheze bunék MOLT-4 a zdravych leukocytl..........ccceviveiiiieiiiiennnne, 25
Obrazek 6: Cytotoxickd analyza nanocastic oxidu titani¢it¢ého s THP-1 bunkami................... 27
Obrazek 7: Charakterizace apoptozy bunck Raji in VItro ........ccooeveiiieiiiiiiiciiiceceee 32
Obrazek 8: Porovnani stiibrnych nanoc¢astic o riznych velikostech ...........ccoovviiiiiiiiicnnenn, 34
Obrazek 9: Permeabilita endotelidlni monovrstvy indukovana stfibrnymi nanocasticemi ......35
Obrazek 10: Bunky Jurkat na vertikaln€ uspotadanych nanodratkach............cccccevviiininnnnnn 40

Obrazek 11: Barveni bunék Annexinem V/propidium jodidem a ethidium

bromidem/akridinOVOU OTANZI .......covieiieiiiieiie e 43
Obrazek 12: Princip teStU W ST -L..oio it 50
Obrazek 13: Konjugace monochlorobimanu s glutathionem ............ccccovvveiiiiniiien e 52
Obrazek 14: Vliv nanomaterialti na bunéénou Morfologii .........ccceveviieniniiniiicccce 63
Tabulka 1: Postup fedéni nanomateriall pfi testovani cytotoxicity nanomaterialil.................. 49
Graf 1: Optimalizace denzity bunck Jurkat ............cccooveiiiiiiiiiii 51
Graf 2: Vliv TiO2 nanocastic na dehydrogenazovou aktivitl.........ccceevvereeiiniienieneeiesie e 55
Graf 3: Vliv TiO2 nanoc¢astic na koncentraci glutathionu...........cccevvevieiieeieenesiie e 57
Graf 4: Vliv uhlikovych nanotrubi¢ek na dehydrogendzovou aktivitu.........cccocvvvvveriiiiiennnnns 59

Graf 5: Vliv uhlikovych nanotrubic¢ek na koncentraci glutathionu ...........c.ccocoviviiiiiiiinnenn, 61



SEZNAM ZKRATEK

ATCC
cisPt
CoQ10
DMSO
ECM
FBS
GSH
g

IL
JNK
LDH
MAPK
MCB
MDA
miRNA
MRNA
MTT
MWCNTSs
NAIP
NET
NF-xB
NLR

NLRP1

NLRP3

NMs

NPs
Nrf-2

sbirka bunéénych kultur (American Type Culture Collection)

cisplatina

koenzym Q10 (Coenzyme Q10)

dimethylsulfoxid

extracelularni matrix

fetalni bovinni sérum

glutathion

imunoglobulin

interleukin

c-Jun-N-terminalni kindza

laktatdehydrogendza

mitogenem aktivovana proteinkindza

monochlorobiman

malondialdehyd

mikro-ribonukleova kyselina

messengerova ribonukleova kyselina

methyl-thiazolyl-tetrazolium

mnohosténné uhlikové nanotrubicky (Multi-walled Carbon Nanotubes)
antiapoptoticky gen (Apoptosis Inhibitory Protein)

neutrofilni extracelularni pasti (Neutrophil Extracellular Traps)
nuklearni faktor-kappa B

rodina receptort podobnych oligomeriza¢ni doméné vazajici nukleotid (The
Nucleotide-Binding And Oligomerization Domain-Like Receptor Family)
protein 1 z rodiny receptorti podobnych oligomeriza¢ni doméné vazajici
nukleotid (NLR Family Pyrin Domain Containing 1)

protein 3 z rodiny receptorti podobnych oligomeriza¢ni domén¢ vazajici
nukleotid (NLR Family Pyrin Domain Containing 3)

nanomaterialy (Nanomaterials)

nanocastice (Nanoparticles)

s nuklearnim faktorem-E2-souvisejici faktor-2 (Nuclear Factor E2-Related
Factor 2)



NW nanodratky (Nano-Wires)

PBMC mononuklearni burniky periferni krve (Peripheral Blood Mononuclear Cell)
PBS fosfatovy pufr (Phosphate Buffer Saline)

PDT fotodynamicka terapie (Photodynamic Therpay)

RBC erytrocyty (Red Blood Cells)

RBP1 protein 1 vazajici retinol (Retinol Binding Protein 1)

RNS reaktivni formy dusiku (Reactive Nitrogen Species)

ROS reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute 1640 medium

SOD superoxiddismutaza

SWCNTSs jednosténné uhlikové nanotrubicky (Single-Walled Carbon Nanotubes)
TNF tumor nekrotizujici faktor

TUNEL metoda Terminal Deoxynukleotidyl Transferase Nick End Labeling

WST-1 tetrazolium-1 rozpustny ve vod¢ (Water Soluble Tetrazolium-1)



Uvod

UvVOD

Nanomateridly, mezi které se fadi i nanoc¢astice, nanotrubicky a nanovlakna, jsou velice
Casto pouzivané v ruznych odvétvich. Jedna se o véci kazdodenniho pouziti, oblast
elektrotechniky, mediciny a mnoha dalsich. JelikoZ jsou nanomaterialy rozsifené, je nutné
zkoumat jejich potencidlni cytotoxicky ucinek.

K hodnoceni cytotoxicity nanomaterialli se mimo jiné vyuzivaji suspenzni bunécné linie.
Charakteristickou vlastnosti téchto bunék je jejich rlst v suspenzi, ¢imz se lis$i od bun¢k
adherentnich, které piilnou na povrch materidlu, coz muze byt napf. nanomaterial nebo
kultiva¢ni naddoba. U suspenznich bunéénych linii je pfekazkou jejich mala, pripadné zadna,
adheze k materialim.

Zvlasté nanocastice se diky jejich malé velikosti mohou dostat do plic a dale do krevniho
ob&hu, kde se setkéavaji s krevnimi bunikami, které maji charakter suspenznich bunék. Na téchto
bunkach, a pfedev§im na nadorovych bunéc¢nych liniich, se testuje imunotoxicita nebo
genotoxicita nanomateriald.

Suspenzni buiiky se dale pouzivaji i ve studiich zabyvajicich se 1é¢bou leukémii. Prave
na leukemickych buiikach (naptiklad Jurkat nebo Raji) se testuji riizné nanomaterialy, které by
mohly pomoci v 1é¢bé této skupiny onemocnéni. U takovych experimentl je ale nutné zkoumat,
jestli nanomateridly, které jsou toxické pro leukemické buiky, nejsou toxické pro zdravé
bunky.

Nicméné je tieba dale zkoumat interakci suspenznich bunék s nanomaterily, jelikoz vice
studii je provadénych na adherentnich buiikach. Mezi zastupce suspenznich bunécnych linii

se fadi buitky Jurkat, Raji, HL-60 nebo také MOLT-4.
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Teoreticka cast

1. TEORETICKA CAST

1.1 Suspenzni bunécné linie

Bunééné linie jsou dvojiho typu: suspenzni a adherentni. Suspenzni bunky jsou
charakteristické svym rychlym ristem v kultivatnim médiu. Pod mikroskopem jsou vidét
jednotlivé bunky nebo se bunky vyskytuji ve shlucich. Buiiky musi byt udrzovany v médiu
obsahujicim ziviny (napf. vitaminy, mineraly, ristové faktory, hormony, aminokyseliny).
Ke kultivaci je zapotiebi inkubator, ktery zajisti optimalni teplotu 37 °C a 5 % CO..
Mezi suspenzni buné¢né linie patii hematopoetické bunky (Segeritz et al., 2017).

Suspenzni buiiky se od adherentnich 1isi tim, ze adherentni bunky se pfi kultivaci usadi
na dno kultiva¢ni nadoby, zatimco suspenzni buriky se nepiichyti a ztistanou v suspenzi roztoku
Vv kulovitém tvaru. Hematopoetické bunééné linie rostou v suspenzi a nesnadno se ptipojuji
K substratim (Bdckstrom et al., 2020).

Schopnost ukotvit suspenzni bunky na kratkou dobu na povrch by se mohla ukazat jako
uzite¢na pro fadu testd na bunéénych kulturach. Adheze suspenznich bunék je také zasadni
pro studie buné¢nych biomaterialli a navic, piechodné adherované suspenzni bunky, by mohly
byt pouzity pro aplikace tkanového inzenyrstvi, a to v podobé zaclenéni do scaffoldu (Audiffred
et al., 2010). Bylo vyvinuto nékolik povlaku s cilem Iépe ptipevnit buiiky k povrchu. Jedna
se 0 ruzné biologické materialy véetné proteinti extracelularni matrix (ECM), jako je kolagen,
laminin a fibronektin. Oblibenymi povlaky jsou i syntetické polymery, naptiklad poly-D-lysin
a poly-ornitin (Bdckstrom et al., 2020).

Utinek adheze zavisly na séru byl pozorovan na substratech, které byly potazeny
fibronektinem, zatimco na neosetienych destickach nebyl tento Gi¢inek pozorovan. Existuje tedy
piima korelace mezi koncentraci fibronektinu na povrchu materialu a procentem piipojenych
Jurkat bunék. Bylo zjisténo, Ze role séra je kriticka pro pozorovanou adhezi bun¢k (Audiffred
et al., 2010).

K selektivni izolaci adherentnich bunék od téch neadherentnich lze pouzit plast.
Tato metoda, ktera se ptivodné pouzivala naptiklad k izolaci monocytli a mononuklearnich
bunék periferni krve (PBMC), je zaloZena na vlastnostech bunék nespecificky prilnout k plastu
tkanové kultury. Dalsim ptikladem je schopnost bun¢k se vazat na ECM, ktera se vyuziva
K potahovani plastovych povrchi. Vyhoda této izolace je jeji jednoduchost provedeni
a nenakladny zpusob izolace adherentnich bun¢k ze smiSenych bunéénych populaci (Carson

etal.,, 2011).
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Teoreticka cast

Interakce mnoha typt bun¢k s riznymi nano-strukturnimi povrchy a povlaky byla pomérné
rozsahle studovana s cilem zlepsit 1ékaiské implantaty a zabranit tak jejich selhani, bohuzel tyto
studie zfidka zahrnuji neadherentni rakovinné bunky (Garcia-Diosa et al., 2021-b).

S primarnimi lidskymi neutrofily je prakticky obtizné pracovat kvili jejich kratké
zivotnosti, zdravotnim a bezpecnostnim problémim spojenych s pouzivanim lidské krve,
aktivaci béhem izolace a vysledktm, které obvykle podléhaji vysokému stupni variability mezi
darci. Tyto problémy miize piekonat pouziti imortalizovanych bunék, jako jsou naptiklad
bunky HL-60 (Verdon et al., 2020).

Mezi zéastupce suspenznich bunéénych linii patii bunécna linie Jurkat, bunécna linie akutni
monocytarni leukémie THP-1 a buné¢na linie chronické myeloidni leukémie K-562 (Bdckstrom

et al., 2020).

1.1.1 Bunééna linie Jurkat

Jurkat bunky jsou lidské leukemické T bunky, které byly pivodné ziskany z periferni krve
chlapce s T bunéfnou leukémii. Jsou Siroce pouzivané ke zkoumani aktivacnich
a signaliza¢nich mechanismt T bun¢k (Bloemberg et al., 2020). Tato bunééna linie je jednou
Z nejpouzivangjsich suspenznich bunécénych linii vyuzivanych ve studiich zabyvajicich se léky
k 1é¢bé rakoviny az po 1é¢bu elektrickym polem (Audiffred et al., 2010). Dale jsou tyto buniky
hojné vyuzivané ke studiu imunitnich a cytotoxickych reakci na rizné biomateridly. Hlavnim
cilem vlivu fyzikdlnich vlastnosti oxidovaného povlaku (napf. materidly z titanu) je bunécna
membrana (Khlusov et al., 2016).

Jurkat buniky maji kulovity tvar a pod mikroskopem jsou patrné shluky (obrazek 1).
Ke kultivaci Jurkat bun¢k se vétSinou vyuziva médium Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640) a 10 % fetalni bovinni sérum (FBS), dale se pfidava 1% penicilin/streptomycin.
Buiiky se kultivuji pii 37 °C a 5 % COz (Shinto et al., 2019; Li et al., 2016-b; Audiffred et al.,
2010).

16



Teoreticka cast

s ) 8

) 100 pm '

Obrazek 1: Charakteristicka morfologie bunécné linie Jurkat: fazovy kontrast, zvétseni 200x,
méfitko = 100 um.

Lidské leukemické T bunky produkuji interleukin-2 (IL-2) a na svém bunééném povrchu
exprimuji znak CD69 (cluster of differentiation 69), ¢ehoz se vyuziva pii detekci pomoci
fluorescen¢niho barveni protilatek v pratokové cytometrii (Bloemberg et al., 2020).

Tyto builky jsou modelem vyuzivanym k testovani moznosti 1éCby leukemii.
V experimentu védci vyuzili koncept kombinovaného pouziti statického magnetického pole
a magnetickych nanocastic (NPs) pro spusténi potencidlné selektivniho zabijeni téchto bunék.
Magnetické pole zvySuje redoxni nerovnovahu iniciovanou magnetickymi NPs, coZz vede
k cytotoxické reakci v rakovinnych bunikach. Vysledky ukazaly zvySenou tvorbu reaktivnich
forem kysliku (ROS) v bunkach Jurkat (Pshenichnikov et al., 2021).

Stimulace Jurkat bunék pomoci tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF) vyznamné posiluje
jejich adhezi k fibronektinu v biomimetickém in vitro testu na dobu kontaktu s buné¢nym
povrchem asi 1,5 vtefiny, zatimco u delsi doby kontaktu tento G¢inek mizi (Li et al., 2016-b).
Naopak inhibice TNF-a zvysuje zivotaschopnost bun¢k Jurkat. TNF-a-indukovana aktivace
kaspazy je kriticky zapojena do apoptozy (Chattopadhyay et al., 2014).

Jurkat bunky postradaji dulezité ultrafialové-A (UV-A) specifické chromofory,
napf. melanin pfitomny v kizi. Frakce melaninu ve formé feomelaninu je zodpovédna
za UV-indukovany fotokatalyticky efekt. Nedostatek téchto UV-A-specifickych chromofort
muze zpusobit, ze buiikky Jurkat jsou méné vystaveny akutni toxicité, kterou mize UV-A

podporovat v koznich buiikach (Caputo et al., 2015).
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1.1.2 Bunéc¢na linie HL-60

Jedna se o suspenzni buné&¢nou linii lidské akutni myeloidni leukémie objevenou v roce
1977, ktera byla Siroce vyuzivana ke studiu diferenciace a migrace neutrofild. Jeji pouziti
se od té doby rozsifilo na studium funkci neutrofil v riznych oblastech vyzkumu, véetné
zanétlivé reakce zprostiedkované nanomaterialy (NMs). Tato bunétna linie se pouziva
K testovani cytotoxicity NMs vyrobenych ze stfibra, oxidu zine¢natého (ZnO), oxidu
médnatého (CuO) nebo oxidu titani¢itého (TiO2) (Verdon et al, 2020; Barbasz et al., 2017).
Experiment ukézal, ze buitky HL-60 jsou méné¢ citlivé k pasobeni stiibrnych NPs nez jaterni
buniky HepG2 (Avalos et al., 2014). Buiiky HL-60 pod mikroskopem vykazuji typicky kulovity
tvar (obrazek 2). Médium pouzivané ke kultivaci je RPMI 1640 obohacené 10 % FBS
a podminky kultivace jsou 37 °C a 5 % CO2 (Sun et al., 2016).

Obrazek 2: Charakteristicka morfologie bunééné linie HL-60: fazovy kontrast, zvétseni 200x,
m¢etitko = 100 um.

Tato bunécnd linie vykazuje neutrofilni promyelocytarni morfologii. Bunky HL-60
indukované dimethylsulfoxidem (DMSO) nebo kyselinou retinovou jsou schopny
se diferencovat na granulocyty. OSetfenim téchto bunck kyselinou maselnou, butyratem
sodnym nebo 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetatem se diferencuji na eozinofily, monocyty
a makrofagy (Barbasz et al., 2021).

1.1.3 Bunééna linie MOLT-4

V ptipadé bunééné linie MOLT-4 se jedna o buiiky lymfoblastl typu T od pacienta s akutni
lymfoblastickou leukémii. Tato bunécna linie se pouziva naptiklad pro testovani cytotoxicity

NMs na bazi titanu a zinku (Garcia-Diosa et al., 2021-b; Xiaoshang et al., 2021; Liu et al.,
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2019). Ke kultivaci bungk je potieba médium RPMI 1640 a 10 % FBS, dale se ptidava 1%
penicilin/streptomycin, optimalni teplota je 37 °C a 5 % CO; (Xiaoshang et al., 2020).
Leukemické bunky MOLT-4 se pouzily také na testovani cytotoxicity biosyntetizovanych

ZnO NPs z extraktu listd Punica garantum (Liu et al., 2019).

1.1.4 Bunécna linie Raji

Bunky Raji jsou lidskd B lymfoblastoidni bunécné linie, kterd pochdzi od pacienta
s Burkittovym lymfomem. Tyto buiiky maji na svém bunééném povrchu receptory pro slozky
komplementu Clq, C3b, C3bi a C3d, ale postradaji povrchové imunoglobuliny (1g). Jejich
bunééné povrchové Fc IgG receptory maji bud’ nizkou afinitu, nebo jen maly pocet
a neinterferuji s radioimunoanalyzou. Imunitni komplexy obsahujici slozky komplementu
se vazou na povrch Raji bun¢k a mohou byt izolovany pro detekci (Frank et al., 2014).

Tato bunécnd linie je Casto pouzivana v experimentech zabyvajicich se toxicitou

mezoporéznich nanocastic oxidu kiemicitého (Shahbazi et al., 2013; Zhou et al., 2017).

1.2 Nanomaterialy

Nanobiotechnologie je jednou z nejnovéjsich vznikajicich oblasti védy, ktera je na rozhrani
mezi biologii a nanotechnologii, analyzuje a vytvaii nové funkcionalizované nano-biosystémy.
Diky charakteristickym fyzikalné-chemickym a biologickym vlastnostem NMs nachazi
nanotechnologie vyuziti v riznych oblastech (Jafari et al., 2020).

V piipadé NMs se jedna o takové materialy, které maji alesponi jeden rozmér v rozsahu
velikosti mezi jednim a stovkou nanometrd (nm). Tyto materialy zahrnuji naptiklad jiz zminéné
NPs, nanofilmy a nanokompozity (Sayes et al., 2009). Diky svym jedineénym vlastnostem
zéavislym na velikosti maji NMs dopad na rizné oblasti pouziti, od stavebniho primyslu
pies produkty kazdodenniho Zivota aZ po aplikace v lékafstvi a zdravotnictvi. NMs mohou byt
vyrobené napiiklad z oxidu kiemicitého (SiOz), TiO; a stiibra, dale sem patii také fullereny

nebo uhlikové nanotrubice (Laux et al., 2018).

1.2.1 Nanocastice a testovani cytotoxicity

Nanocastice jsou komeréné vyrabéné materialy ve velikosti 1-100 nm. Vyuziti nachazeji
jak v oblasti mediciny, tak i na poli elektroniky, biotechnologie a leteckého inZenyrstvi
(Bahadar et al., 2016). Syntéza kovovych NPs laditelnych velikosti a tvari v normalni
atmosfére stale zstava dilezita a narocna. V poslednich letech se intenzivné vyuzivaji ptistupy

k vyrobé riznych kovovych nanocastic ve tvaru krystalu (Ranjana et al., 2020).
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Zejména NPs oxidl kovil jsou ditlezitymi primyslovymi materidly. Béhem vyroby ¢astic
a pozd¢jsi manipulaci naslednymi uZivateli muze nastat vdechnuti ¢astic. NPs vyrobené z TiOp,
oxidu hlinit¢ého (Al.Oz) a oxidu ceri¢it¢tho (CeO,) vyvolaly snizeni dechového objemu
doprovazené snizenim rychlosti vydechovaného pritoku (Larsen et al., 2016). Obecné maji
NMs potencial v 1é€bé rakoviny. OvSem jedna z hlavnich hranic chemoterapie pomoci
takovychto materiali zahrnuje jejich selhani pfi ac¢inném rozliSeni rakovinnych bunék (Liu
et al., 2020).

S aplikaci NPs se tedy poji i jejich mozna toxicita. Mezi vlastnosti NPs ovliviiujici jejich
toxicitu patfi velikost, plocha povrchu, tvar, pomér stran, povrchovy povlak, krystalicka
struktura, rozpousténi a aglomerace (Egbunaetal., 2021; Wongrakpanich et al., 2016).
V experimentu, kde byly pouzity buiiky Jurkat, bylo zjisténo, ze NPs o velikosti 15 nm mohou
ovlivnit tyto suspenzni bunky funkéné zavislymi zpuisoby. VIiv velikosti NPs na cytotoxicitu
je zpusoben hmotnosti nebo objemem castic a dal$im cytotoxickym faktorem je rozpustnost
Castic (Matsui et al., 2011). Jiz zminéna velikost NPs hraje dileZitou roli v cytotoxicité.
Bylo zjisténo, Ze NPs vyrobené z CuO o velikosti 24 nm vykazovaly vyrazné vyssi cytotoxicitu
nez CuO NPs o velikosti 4 nm (Wongrakpanich et al., 2016).

K hodnoceni toxicity NPs in vitro se vyuziva n€kolik metod. Tyto metody budou dale
probrany detailnéji. Jednou z metod je test proliferace pouzivany ke stanoveni bunéc¢ného
metabolismu hodnocenim metabolicky aktivnich bunék. Déle se vyuziva test apoptdzy,
coz je jeden z hlavnich markerd pozorovanych pii hodnoceni toxicity NPs in vitro. K hodnoceni
apoptozy se  vyuziva  kometovy test, Annexin-V, oznaCovani  koncovych
deoxynukleotidyltransferaz dUTP (TUNEL) a kontrola morfologickych zmén. Nedilnou
soucasti je také detekce nekrozy, ROS a reaktivnich forem dusiku (RNS) (Kumar et al., 2017).
Obecné jsou ROS produkovany jako vedlejsi produkty biochemickych reakci, coz mize byt
mitochondridlni dychani, enzymaticky metabolismus cytochromu P450 a fagocytéza
zprostiedkovana neutrofily (Tee et al., 2016). Ve spojitosti s oxidy kovil jsou ROS generovany
po styku téchto oxida s buiitkami, nebo se nékteré toxické kovové ionty uvoliiuji na povrchu
NPs, coz poté vede k toxicit¢ v imunitnim systému (Madhubala et al, 2019). Podle arovné
produkce ROS se urcuje stupen oxidacniho stresu a bylo prokazano, ze nadprodukce ROS ma
dulezitou ulohu v biotoxicité¢ NPs (Yu et al., 2020; Tee et al., 2016).

Oxidacni stres je obecné¢ povazovan za mechanismus, ktery je zékladem toxicity

indukované NPs, a to zejména kviili jejich vlastnosti generovat toxické radikaly, Gcastnit
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se redoxnich reakci, katalyzovat Fentonovu reakci a narusovat buné¢nou absorpci (obrazek 3)

(Wani et al., 2021; Tee et al., 2016).
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Obrazek 3: Vlastnosti nanoé&astic kovii/oxidi kovi: Ctyfi mechanismy u¢inku nanoéastic kovii nebo
oxida kovi, které se podileji na vzniku bunééného oxidacéniho stresu (Upraveno dle Tee et al., 2016).

Pro lepsi pochopeni cytotoxicity NPs je také dilezité zkoumat vliv inkubacni teploty
na bunééné odpovedi NPs (Shinto et al., 2020). Zptsob, jakym jsou piidavany NPs do bunécné
kultury, mize mit vyznamny ucinek na to, co pozorujeme u bunéénych interakci (Moore et al.,
2019).

Mezi materidly, které jsou vyuzivané k vyrobé NPs, patfi titan, kfemik, hlinik, zlato,
stiibro, méd’ a dalsi (Larsen et al., 2016; Wongrakpanich et al., 2016; Wani et al., 2021,
McNamara et al., 2016). Tato prace se dale bude vénovat zejména NPs piipravenych z titanu,
kiemiku a hliniku. K hodnoceni cytotoxicity NPs se pouzivaji adherentni bunécné linie

| suspenzni.
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1.2.1.1 Nanocastice na bazi TiO>

Nanocastice na bazi TiO2 se fadi mezi nejvice pouzivané a vyrabéné kovové NPs (Wani
etal., 2021). Cim dal vice se pouzivaji v biologickych aplikacich, a to zejména diky jejich
vysoké chemické stabilite, fotokatalytické aktivité, biokompatibilité a nizké toxicité. Nékteré
potencidlni biomedicinské aplikace TiO2 NPs zahrnuji fotodynamickou terapii (PDT) rtiznych
druhti rakoviny, dodavani léCiv a biosnimani. Existuje velmi malo zprav o oSetieni
neadherentnich rakovinnych bunék témito ¢asticemi (Garcia-Diosa et al., 2021-b).

TiO2 NPs jsou Siroce pouzivany jako bilé pigmenty v riznych prumyslovych odvétvich.
Nalézany jsou jak v potravinach a produktech denniho pouziti (pf. zubni pasty),
tak i v ortopedickych a zubnich implantatech. Jejich tvar je zobrazen na obrazku 4 (Sukwong
etal.,, 2017; Fadheela et al., 2020). TiO. byl dlouho povazovan za biologicky inertni kov,
a proto byl pouzivan v jiZ zminénych bilych pigmentech, opalovacich krémech a implantatech.
Cytotoxicita TiO; castic byla oznacCena jako zavisla na velikosti. Inertni material se stane
toxickym, pokud se napiiklad zvétsi povrchova plocha materidlu nebo pokud se zméni
povrchova reaktivita, ndboj a tvar. Nékteré zpravy naznacovaly, Ze buiiky mohou byt schopny

pohltit takovéto malé astice (Takaki et al., 2014).

Obrazek 4: Snimek transmisni elektronové mikroskopie nanoéastic oxidu titani¢itého: Castice
Vv rozmezi 35-56 nm, s primérnou velikosti ptiblizné 51 nm (Ghosh et al., 2013).

Tyto Castice zptisobuji poskozeni jater, ledvin, sleziny i krevnich slozek a mohou poskodit
genetickou vybavu bun¢k. U lidi, ktefi byli exponovani TiO2 NPs se zvySuje produkce peroxidu
vodiku (H202), ktery indukuje oxidacni poskozeni bunéénych slozek, méni bunéény cyklus,
poskozuje jaderné membrany a zpusobuje apoptozu (Wani et al., 2021). Toxicita TiO2 NPs,
které byly extrahovany ze zubni pasty, byla hodnocena u bunééné linie Jurkat. Vysledky
ukazaly, ze TiO2 NPs maji negativni vliv na inhibici ristu bunécné linie Jurkat (Fadheela et al.,
2020).
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Pokud jsou imunitni buiiky vystaveny stimulu, mohou aktivovat riizné signalni drahy, které
indukuji riizné reakce, jako je proliferace, diferenciace, migrace, zanétlivé a imunitni reakce
(Simon-Vasquez et al., 2016). Neptiznivy vliv TiO2 NPs je zkouman na imunitnich bunkach,
protoze prave ty hraji dilezitou roli v mechanismu obrany organismu. Hlavnimi imunitnimi
bunikami v adaptivnim imunitnim systému jsou lymfocyty. K testovani cytotoxicity TiO2 NPs
byly pouzity Jurkat bunky. V experimentu byly tyto buiikky vystaveny riznym koncentracim
TiO2 NPs (5, 25, 250 a 500 pg/mL) po dobu 24 hodin. Ve srovnani S neoSetienymi burikami
byla Zivotaschopnost bun¢k Jurkat osetfenych TiO2 NPs nizsi u koncentraci 25-500 pg/mL.
Dale byla u Jurkat bunék pozorovana zvysena produkce ROS, a to u koncentraci 25-500 pg/mL.
Ptredpoklada se, ze produkce ROS souvisi se snizenim zivotaschopnosti Jurkat bun¢k. Vysoka
koncentrace TiO2 NPs ma tedy silny vliv na Zivotaschopnost bunék a také na poskozeni
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) (Sukwong et al., 2017).

V jiném experimentu byla u Jurkat bunék vystavenych plsobeni TiOz2 NPs pozorovana
upregulace genu pro inhibitor cyklin-dependentni kinazy 1A (CDKNZ1A). Tento gen se podili
na zastaveni G1 faze bunécéného cyklu, stejné jako gen pro protein z rodiny receptor
podobnych oligomeriza¢ni doméné vazajici nukleotid (NLR) inhibujici apoptozu (NAIP) a gen
pro enzym pracujici jako ubiquitin ligaza (MDMZ2). Dale byla pozorovana downregulace genti
pro cytokiny IL-2 a IL-8 a genu pro chemokinovy ligand 2 (Simon-Vasquez et al., 2016).

Larsen et al. ve své studii tvrdi, Ze po inhalaci TiO2 NPs tyto Castice nevyvolavaji
zanétlivou reakci. V experimentu nechali mys$i vdechovat tyto Castice a nasledné zkoumali
jejich ucinek (Larsen et al., 2016). Na druhou stranu dalsi studie uvadi, ze po vdechnuti téchto
castic dochazi k retenci castic v plicich béhem inhalace a po ni. Urcita ¢ast inhalované davky
TiO2 NPs byla pienesena do systémové cirkulace a dostala se tak do jater, ledvin a sleziny,
kde byla nasledn¢ detekovatelna hladina TiO2 NPs (Pujalté et al., 2017).

Princip PDT spociva v ozafeni tkan¢ svétlem vhodné vinové délky. Samotna tkan
je ptedem fotosenzibilizovana chemickou slouceninou. Pfi rezonan¢ni absorpci fotont
se aktivuje fotosenzibilizator a produkuje velké mnozstvi volnych radikali a ROS, které
napadaji bunééné slozky, a nakonec vedou k bunééné smrti. U PDT neexistuje riziko Sifeni
rakovinnych bun¢k do sousednich tkani nebo kumulativni toxicita vyvolana léky. Tato terapie
vyuziva TiO2 NPs a jedna se o alternativni 1é¢bu riznych typt rakoviny (Garcia-Diosa et al.,
2021-b). V posledni dobé se ukazuje, ze zlepSeni terapeutické Gcinnosti a snizeni vedlejsich
ucinkd 1€ka, které se pouzivaji k 1é€bé rakoviny, jsou hlavnimi pfilezitostmi ke zvySeni

kvality/standardu Zivota pacientd s rakovinou. Nevyhodou pouziti NMs v chemoterapii je jejich
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neschopnost ucinn¢ diferencovat nadorové buiky. Cytotoxicky uéinek TiO2 NPs proti
nadorovym buiikam dosud nebyl zcela objasnén (Xiaoshang et al., 2021).

Metoda PDT se vétsinou spojuje s adherentnimi rakovinnymi bufikami. Jen malo zprav
ukazuje aplikaci na neadherentni rakovinné buiiky, jako jsou leukemické buiiky, a to kvili
inherentnim problémim souvisejicim se selektivnim cilenim a ozafovanim neadherentnich
rakovinnych bunék. ReSenim by mohly byt modifikované TiO2 NPs, které vykazuji
pozoruhodnou selektivitu pro zachyceni neadherentnich rakovinnych bunék bez dalSich
vazebnych ¢inidel, jako jsou aptamery nebo protilatky. V experimentu byla pouzita sklenéna
sklicka potazena modifikovanymi TiO2 NPs a inkubovana byla s bunikami MOLT-4. Adheze
leukemickych bun¢k na téchto povrsich je zvySena, pokud ma povrch vysokou drsnost a nizkou
Sikmost a SpiCatost. Vysledky experimentu ukazuji, ze adheze leukemickych buné¢k
na modifikované povlaky TiO2 NPs je multifaktorialni proces, ve kterém hraje klicovou roli
drsnost povrchu, $picatost, Sikmost a homogenita povlaku (Garcia-Diosa et al., 2021-a).

Bylo prokazano, ze TiO2 NPs neindukuji genetické poSkozeni nebo mutace ve zdravych
bunkach. UV zafeni pouzivané v PDT s TiO2 je bezpecné, tedy nezplsobuje mutace
ve zdravych bunkach. Garcia-Diosa et al. jiz ve své predeslé praci vyuzili potazeni sklenéné
desky pravé TiO2 NPs, ale v tomto experimentu porovnavali interakci povrchii s leukemickymi
a zdravymi leukocyty. V tomto experimentu védci opét pouzili buitky MOLT-4 a na porovnani
m¢éli zdravé leukocyty ziskané z periferni krve. Bylo zjisténo, ze existuje velky rozdil mezi
poctem adherovanych leukemickych bunék a adherovanych zdravych leukocytti na povrchu
NMs. Na obrazku 5 je vidét, ze i po kratké dobé (10 minut) je plocha NMs piekryta buikami
MOLT-4, zatimco zdravé leukocyty jsou vidét v mensim mnozstvi. Tento vysledek je dikazem
selektivity povlaku TiO2 NPs k leukemickym bunikam. Pocet ptichycenych leukemickych
bunék ke sklenéné desce potazené TiO2, NPs je piiblizn€ 141x vetsi nez pocet téchto bunék
prichycenych na holém skle, zatimco u zdravych leukocytli nebyla pozorovana zadna
preference prichyceni. Leukemické bunky dale vykazovaly -charakteristické struktury
améboidniho pohybu, zvyseni bunééné adheze pseudopodii a zmény v bunééné membrané
vzhledem k vychytavani TiO2 NPs. Tato selektivni interakce mezi leukemickymi bunikami
a povlakem TiO2 NPs ma obrovsky potencial pro rizné biomedicinské aplikace (Garcia-Diosa
et al., 2021-b).
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Obrazek 5: Porovnani adheze bunék MOLT-4 a zdravych leukocyti: Rist bunék na sklenéné desce
s povlakem nanocastic oxidu titani¢itého po dobu 10 a 40 minut (Garcia-Diosa et al., 2021-b).

Vice ekologickou metodou vyroby TiO2 NPs je vyuziti extraktu listd z rostliny Salvia
Spinosa. Bylo zjisténo, ze zivotaschopnost bunék MOLT-4 je zavisla na koncentraci TiO2 NPs
a na ¢ase, coz znaci jejich potencial pro rozvoj novych materiali a technik pro 1écbu détské
leukémie (Xiaoshang et al., 2021).

V experimentech zabyvajicich se cytotoxicitou TiO2 NPs se kromé vyse zminénych Jurkat
a MOLT-4 bun¢k pouzivaji také mysi leukemické bunky L1210. Aby se zabranilo aglutinaci
¢astic pfi pocitani zivotaschopnych bunék, byl povrch ¢astic upraven kyselinou polyakrylovou.
Tim se zajisti negativné nabity povrch ¢astic, coz zplisobi rozptyleni castic v kultivaénim médiu
v dusledku statické elektfiny. Pii poruse integrity bunééné membrany unikd enzym
laktatdehydrogenaza (LDH) do média, kde je mozné detekovat jeho zvySenou aktivitu.
Vysledky testti ukazaly, ze TiO2 NPs potlacuji proliferaci bunék, coz vede k bunééné smrti.
Byla pozorovédna i kondenzace jadern¢ho chromatinu, ktera je typicka pro bunéénou smrt,
zejména apoptozu. Pii inkubaci bun€k L1210 s TiO2 NPs byla pozorovana fragmentace DNA.
K objasnéni, zda tyto castice indukuji apoptézu, byla hodnocena aktivita kaspazy-3,

coz je proteaza, o které je znamo, Ze se Gcastni apoptotické buné¢né smrti. U bunék osetienych
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TiO2 NPs byla detekovana zvysena aktivita kaspazy-3. Je zajimavé, ze nano-polystyrénové
Castice, na rozdil od TiO2 NPs, neaktivuji kaspazy-3 v buiikach. To naznacuje, ze cytotoxicita
NPs je zavisla na materialovém slozeni ¢astic (Takaki et al, 2014).

Uvolnovani neutrofilnich extracelularnich pasti (NET) je proces, pfi kterém aktivované
neutrofily vyvrhuji struktury podobné pavuciné slozené¢ z DNA, histonil a granularnich
antimikrobialnich proteind, které jsou navrzeny k zachyceni a zniCeni extracelularnich
patogeni. Tato novd forma programované bunéné smrti se nazyva netdéza a je relativné
nedavnym objevem v oblasti biologie neutrofili. Piesto se jiz objevuji dikazy, které ukazuji,
ze uvoliiovani NET hraje roli v zanétu zprostfedkovaném NMs. Tvorba NET buitkami HL-60
tymem Verdon et al. ukazaly, Zze TiO2 NM nemél Zadny vyznamny dopad na metabolickou
aktivitu primarnich neutrofild nebo HL-60 bun¢k a neindukoval prozanétlivé reakce s ohledem
na sekreci cytokind, respiracni vzplanuti nebo uvoliovani NET (Verdon et al., 2020).

In vitro testy genotoxicity detekuji rtizné typy genetického poskozeni (napf. poskozeni
struktury chromozomu a poskozeni fetézce DNA) vyvolané testovanou slouceninou.
Genotoxicita vyvoland TiO2 NPs muze byt dvojiho druhu: priméarni genotoxicita, ktera
je v nepfitomnosti zanétu, a sekundarni genotoxicita, ktera je zptisobena tvorbou ROS béhem
zanétu a jeho reakcei s DNA. Lidské lymfocyty periferni krve se rutinn€ pouzivaji jako vysoce
citlivy indikator pro chromozomalni strukturni aberace indukované in vitro a in vivo. K urceni
genotoxicity TiO2 NPs se mohou pouzit testy chromozomové aberace nebo kometovy test. Bylo
zjisténo, ze TiO2 NPs zhasely fluorescenci DNA a maji silnou vazebnou kapacitu s DNA (Patel
etal., 2017).

Genotoxicita TiO2 NPs byla hodnocena pomoci PBMC a TK-6 bungk, coz je lidska
lymfoblasticka linie bézn¢ pouzivana k hodnoceni genotoxicity. Disperze velkych aglomerati
TiO2 NPs indukovala nizké, ale signifikantni oxida¢ni poskozeni DNA pfi nejvyssi koncentraci
TiO2 NPs v TK-6 bunkach, zatimco disperze aglomeratu TiO2 NPsS mensi nez 200 nm
neindukovala genotoxicitu. Tyto vysledky ukazuji, Ze pouzita disperzni metoda mize ovlivnit
vysledky studii toxicity (Kazimirova et al., 2019). Vysledky ukazuji, ze TiO2 NPs maji tendenci
vice aglomerovat ve vod¢ nezZ v RPMI médiu pro kultivaci bunék. Sérové proteiny ptritomné
v médiu pomahaji stabilizovat NPs a zabranuji jejich aglomeraci v kultivaénim médiu.
Tato tendence aglomerovat je zapfi¢inéna van der Waalsovymi silami (Patel et al., 2017).
Genotoxické u¢inky TiO2 NPs na buniky TK-6 zavisi na tom, jak a v jakém médiu se piipravuje
zasobni suspenze TiO2 NPs. Byly zaznamenany kontroverzni vysledky genotoxicity tykajici

se TiO2 NPs. Obecné plati, Ze in vitro systémy pro posouzeni genotoxicity téchto NPs generuji
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vice pozitivni vysledky nez in vivo systémy. Testy DNA a poskozeni chromozomu piinesly
vice pozitivnich vysledkd neZ testy genové mutace. Pravé shoda mezi in vitro a in vivo
je kritickym bodem p#i hodnoceni bezpecnosti NMs (Kazimirova et al., 2019).
Zivotaschopnost bunék THP-1 (linie lidskych mononocytarnich leukemickych bungk)
po inkubaci s TiO2 NPs byla zkoumana formazanovym testem methyl-thiazolyl-tetrazolium
(MTT). Cinidlo MTT je bunéénymi dehydrogenazami redukovano na purpurové zbarveny
formazan, ktery je rozpustny ve vodé. Pii reakci dochazi ke zméné€ absorbance, kterou
Ize detekovat spektrofotometricky. K reakci dochazi pouze u metabolicky aktivnich bunék.
Z obrazku 6 lze odvodit, Ze zivotaschopnost bunék THP-1 se vyznamné zvySuje se snizujicim
se mnozstvim expozice TiO2 NPs. Experiment ukazal, ze nizké koncentrace TiO2 NPs vedou
k imunomodula¢nimu G¢inku aktivaci imunitni odpovédi v bufikach THP-1 prostiednictvim

cytokint IL-6 a IL-10 (Nga et al., 2020; Madhubala et al., 2019).
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Obrizek 6: Cytotoxicka analyza nano&astic oxidu titani¢itého s THP-1 buiikami: Zivotaschopnost
bunék byla hodnocena Vv zavislosti na ruznych Kkoncentracich nanodastic s  pouZitim
methyl-thiazolyl-tetrazolium (MTT) testem (Madhubala et al., 2019).

U toxicity indukované TiO2 NPs je mozné zkoumat vliv antioxidantu koenzymu QZ10.
Koenzym Q10 (CoQ10) je silny antioxidant, ktery zabrafiuje oxidaci membran bunék
a bunéénych komponent vychytdvanim volnych radikali. Tento antioxidant se nachézi
| Ve vnitini mitochondrialni membrang, kde se tcastni procesu elektronového transportniho
fetézce. Exogenni podavani CoQ10 se ukazalo jako piinosné u 1é¢by riznych onemocnéni, jako
je kardiovaskularni onemocnéni, rakovina a také proti neurodegenerativnim porucham véetné
Parkinsonovy choroby (Li et al., 2016-a; Wani et al., 2021). V experimentu, kde se pouzily

lidské erytrocyty (RBC) a izolované lymfocyty, se ukazalo, ze maximalni toxicita TiO2 NPs
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byla pii 50 pg/mL. Bylo pozorovano pfiblizné sedminasobné zvyseni hemolyzy v erytrocytech
osetftenych 50 pg/mL TiO2 NPs ve srovnani s neoSetfenymi kontrolnimi buiikami.
V piitomnosti CoQ10 se ale hemolyza drasticky snizila smérem ke kontrolnim hodnotam.
Antioxidant CoQ10 u osetienych bun¢k vystavenych ptsobenim TiO2 NPs zpiisobil také utlum
LDH aktivity, zvy$eni ATP-azové aktivity, snizeni mnozstvi H20, a malondialdehydu (MDA),
zvySeni katalazové aktivity, zvySeni aktivity superoxiddismutizy (SOD), ¢i zvySeni
redukovaného glutathionu (GSH) oproti bunkam inkubovanych pouze s TiO2 NPs
a bez oSetieni CoQ10. Z tohoto vyplyva, ze CoQl10 ma schopnost snizovat hemolyzu,
coz je zpusobeno jeho antioxida¢nimi vlastnostmi. Z téchto vysledki Ize soudit, ze antioxidant
CoQ10 se zda byt slibnou chemoprotektivni latkou, ktera mize nabidnout ochranu po expozici
TiO2 (Wani et al., 2021).

Dalsim antioxidantem, ktery mize snizit hemolyzu, pokud je pfidan k buiikam, které jsou
vystaveny pusobeni TiO2 NPs, je thymochinon. Takovéto ucinky mél ale jen pfi menSich
davkach, pfi téch vysSich prokazoval pro-oxidacni aktivitu a indukoval oxidacni stres
a poskozeni DNA (Wani et al., 2021-b).

Monocytarni linie U937 se pouziva ke studiu toxicity TiO2 NPs, protoze odpoveéd’ bunck
U937 na pusobeni NMs miize piipominat lokalni imunitni odpovéd’. TiO2 indukuje v bunikach
U937 zmény charakteristické pro apoptozu, tj. fragmentace DNA, zmensSeni velikosti bun¢k
a snizeni propustnosti membrany pro propidium jodid (Vamanu et al., 2008).

Ke studiu cytotoxicity TiO2 NPs byly pouzity také lymfocyty periferni krve. K hodnoceni
se vyuzil mitogenni a blastogenni index. Vysledky ukazaly, Ze tyto Castice maji vyznamné
cytotoxické ucinky na lymfocyty periferni krve. Se zvySujici se koncentraci TiO2 NPs
se snizovaly oba indexy, zatimco celkova chromozomalni aberace byla zvySena (Haleem et al.,
2019).

Chemickeé slozeni a topografie povrchu maji vyznamny vliv na chovani bun€k zajist'ujicich
regeneraci orgdni a tkani. Dulezit¢ je studium vztahu mezi povrchovou topografii
a elektrostatickym potencidlem povlaki TiO2 tvofeného mikroobloukovou oxidaci
a fyzikalnich mechanisma ovlivitujicich vliv povrchu povlaku na chovani imunokompetentnich
nadorovych bunék. Se zvySujici se drsnosti oxidovaného povlaku se snizovala zivotaschopnost
Jurkat bunék. Toto sniZzeni Zivotaschopnosti je zplsobeno piimou interakei bunck
s uvoliovanim oxidovaného povlaku spise nez s produkty jeho bioresorpce. Bunécna smrt,
ktera byla pozorovana v tomto experimentu, nebyla zprostfedkovana NPs vyrobenymi z titanu,

které se mohou uvolnit pii biodegradaci titanovych implantata (Khlusov et al., 2016).
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Kratka expozice TiO2 NPs u bunék Jurkat nevede ke zménam v genové expresi in vitro,
coz podporuje nazor, ze TiO2 neni sdim o sobé toxicky (Tuomela et al., 2013). Experiment
na RBC odhalil hemolytické vlastnosti TiO2 NPs charakterizované sférocytdézou
a echinocytozou. Sférocytoza byla patrnd pti niz§ich koncentracich TiO2 NPs, zatimco tvorba
echinocytil, které se vyznacuji ostnatymi vybézky z povrchu erytrocytd, byla pozorovana
pii vyssi koncentraci téchto ¢astic. U lidskych lymfocytti byla po expozici t¢émto Casticim
pozorovana apoptoza (Ghosh et al., 2013).

Experiment, kde nebylo v kultiva¢nim médiu pouzito sérum, tzv. serum-free medium, byl
proveden na lidskych PBMC. Z fragmentace DNA pozorované na agar6zovém gelu bylo
zjisténo, ze TiO2 NPs v koncentracich vétsi nez 25 pg/mL mohou indukovat apoptdzu.
Ve vysokych koncentracich by mohla byt namisto apoptézy detekovana nekroza (Kongseng
etal.,, 2016). Na lidskych PBMC vystavenych pasobeni TiO2> NPs byly detekovany DNA
fetézcové zlomy a oxidované DNA puriny, a to pomoci alkalické verze kometového testu
modifikovaného specifickym enzymem formamidopyrimidin DNA glykosylazou. Vzorky byly
zkoumany pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Poskozeni DNA bylo vyjadieno jako % ocasni
DNA, které odpovidalo DNA fetézcovym zlomim a zménénym purinim (Kazimirova et al.,
2019).

Titanové ionty se ¢asto uvoliiuji ze zubnich implantat do Ustni dutiny. V ustech je sniZena
korozni odolnost titanu, a to za podminek nizkého rozpusténého kysliku, zejména v ptitomnosti
malého mnozstvi fluoridu. Zanétlivé bunky tvoii nékolik proteinti, véetné proteint z rodiny
receptortt podobnych oligomeriza¢ni domén¢ vazajici nukleotid, naptiklad NLR, protein 1 nebo
protein 3 z rodiny NLR (NLRP1, NLRP3). NLRP3, diive nazyvany Nalp3 nebo kryopyrin,
je nejcharakteristictéjsi ¢len rodiny NLR tvofici zanét. Jedny z nejznaméjsich meziproduktt
aktivace zanétu NLRP3 jsou ROS. NLRP1 a NLRP3 jsou zvelké ¢asti exprimovany
v T bunikach a uvadi se, ze lidsk¢é CD4+ T buiky produkuji IL-1B zplGsobem zavislym
na NLRP3. Bunky Jurkat byly rozdéleny do skupin, ¢ast bunek byla osetiena titanovymi ionty
nebo fytohemaglutininem. Exprese NLRP3 v Jurkat buiikach se zvysila nezavisle na 1é¢bé
fytohemaglutininem. Je zajimavé, ze zvySena exprese NLRP3 zprostfedkovana titanovymi

ionty nemusi byt zavisla na davce (Li et al., 2020).
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1.2.1.2 Nanocastice na bazi SiO2

Od pocatku roku 2000 jsou NPs na bazi SiO stale ¢astéji zkoumany pro systémy dodavani
1é¢iv a biomedicinské zobrazovani a terapii (Shinto et al., 2020). Kfemik je ¢asto pouZzivan
Vv primyslu, zatimco jeho oxidované formy, napi. SiOz, jsou vyuzivany pro biomedicinské
aplikace (Chen et al., 2018). Pravé SiO; je jednim z nejvice studovanych materialt, diky jeho
Siroké Skale pouziti. Je také rozsahle zkouman toxikology kvuli jeho patogenité, kterd mize
vést k rozvoji silikdzy, rakoviny plic a autoimunitnich onemocnéni u lidi vystavenych prachu
dychatelného krystalického kiemene (Pavan et al., 2013).

Existuji dvé zakladni formy SiOz tj. krystalicky a amorfni. Hlavnimi mechanismy toxicity
SiO2 NPs jsou prozanétlivé reakce, oxidacni stres, autofagie a dalsi (Chen et al., 2018).
Byla popsana aglomerace SiO2 NPs. Po expozici téchto ¢astic na RBC byla pozorovana
transformace z diskocyti na sférocyty (Kozelskaya et al., 2016).

Bezpecnost NPs na bazi SiO; jako nosi¢i lékii a zobrazovacich c¢inidel zustava
ale kontroverzni, protoze dosud neexistuji validované a akceptované nano-specifické testy,
které by predpovidaly potencialni neptiznivy dopad NPs na lidské télo (Shinto et al., 2020).
Ve vysoké davce a zaroven v kratkém ¢asovém tseku zptisobuji SiO2 NPs prasknuti bunééné
membrany RBC a makrofagti. Hemolyticka aktivita SiO» ¢astic je jiz znama. Membrana RBC
predstavuje jednoduchy model biologickych membran, které jsou dulezitymi cili SiOo.
Hemolyza je disledkem nékolika fyzikéalnich a chemickych interakci. Mezi témito interakcemi
hraje kli¢ovou roli povrchova distribuce rizné kyselych silanolii a siloxand, coz mize vést
ke vzniku vzorti odpovidajicich membran¢ RBC prostiednictvim vzajemné vodikové vazby
a elektrostatickych interakci (Pavan et al., 2013).

Bunky Jurkat spolu s kralicimi erytrocyty a malignimi melanocyty byly vystaveny
bezsérovému médiu obsahujicimu NPs amorfniho SiO2 o rtiznych primeérech a pii riznych
teplotach (4, 15, 26 a 37 °C). V experimentu byl zkouman ptedevsim vliv teploty na lyzu
membrany vyvolanou SiOz. Membranolyticka schopnost kifemicitych NPs souvisi
s povrchovou hustotou a distribuci zdporné nabitych silanolovych (Si-OH) skupin, které jsou
pfimo pfistupné bunécné membrang. Jurkat buniky maji schopnost pohltit endocytézou NPs.
Tato schopnost je vyrazné inhibovana inkubaci pfi nizké teploté. Pti nizké teploté prilne holy
povrch kiemicitych NPs na extracelularni ¢asti membranovych proteini a buné¢na membrana
se ani po kontaktu s NPs témét nedeformuje. Naopak pii vysoké teploté je bunééna membrana
vyrazné deformovana (Shinto et al., 2020).

Membranolyza indukovand SiO2 se da ovlivnit interfacialnimi sérovymi proteiny.
K experimentu byly vyuzity mimo jiné také RBC a Jurkat buiikky. Membranolyza muze byt
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potlacena pfidanim 1-2 % FBS do kultivacniho média, mnoZstvi adheze SiO2 NPs potazeného
FBS na bunéény povrch ziistava srovnatelné s mnozstvim holych SiO2 NPs. Ackoli holy
a FBS-potazeny silikovy povrch maji stejnou adhezni silu k bunééné membrané, pouzivaji
odlisné mechanismy. Holy silikovy povrch vyuzivd nespecifické vazby na bunécnou
membranu, zatimco FBS-potaZeny silikovy povrch vykazuje specifickou vazbu mezi nékterymi
na ném adsorbovanymi proteiny a membranovymi receptory (Shinto et al., 2019).

Utinky SiO2 NPs se zkoumaji také na PBMC. V experimentu bylo zjiiténo, 7e mensi NPs
0 velikosti 10 nm byly vice cytotoxické a vyvolavaly vétsi oxidacni stres nez veétsi NPs
o velikosti 100 nm. Bylo pozorovano snizeni hladiny GSH, zvysena tvorba ROS a indukce
pro-zanétlivych cytokini (Mendoza et al., 2014).

Vrozené imunitni buiiky, jako jsou makrofagy, dendritické buiikky a monocyty internalizuji
SiO2 NPs a produkuji prozanétlivé cytokiny IL-1p a IL-18. Tento proces zahrnuje cytosolicky
multiproteinovy komplex, ktery se nazyva inflammasom. Ten hraje hlavni roli pravé ve vrozené
imunité. NLRP3 inflammasom je jednim z nejlépe charakterizovanych inflammasomu
a obsahuje protein NLRP3. Inflammasom NLRP3 reguluje aktivaci kaspazy-1 a zrani IL-1p
a IL-18. Cilem experimentu, kde byly pouzity SiO2 NPs na lidskych primarnich neutrofilech
a PBMC, bylo vyhodnotit imunomodulaéni ucinek 12nm a 200nm SiO2 NPS na expresi
prozanétlivych cytokinii a slozky zanétu NLRP3. Vysledky experimentu dokazuji, ze produkce
IL-1B je zprostfedkovana prostiednictvim inflammasomu NLRP3, 200nm i 12nm SiO2 NPs
vyvolavaji mirny zanét. SiO2 NPs indukuji produkci prozanétlivych cytokint zplisobem
zavislym na davce (Sutterwala et al., 2014; Gomez et al., 2017).

Porézni kifemikové NPs poskozuji DNA. U buné¢k Jurkat vystavenych plisobeni poréznich
kiemikovych NPs bylo pozorovano znatelné zvySeni uvoliiovani RNS 1 pfi nizkych
koncentracich NPs, zatimco u bun¢k Raji nebylo zjisténo zadné vyznamné zvyseni. Produkce
RNS tedy zavisi na bunééném typu. Zvysend produkce RNS miize mimo jiné vyvolat
prozanétlivé reakce a také se reverzibilné védzat na mitochondridlni cytochrom-c oxidazu,
coz vede K inhibici dychani. Toxicita poréznich kiemikovych NPs je zavisla pievazné
na povrchové chemii a naboji. Cytotoxicita téchto NPs je ovlivnéna vice povrchovym nabojem
NPs nez jejich povrchovymi vlastnostmi, tzn. hydrofilitou nebo hydrofobicitou (Shahbazi et al.,
2013).

Jiz zminéna porovitost ma zasadni vliv na produkci ROS. Mezoporézni SiO2 NPs vykazuje
mensi toxicitu nez neporézni SiO2 NPs v disledku snizeného mnozstvi volnych radikala
generovanych na rozhrani pevna latka-kapalina (Lehman et al., 2016). Mezoporézni SiO2 NPs

ptitahuji v posledni dobé velkou pozornost diky svym piiznivym vlastnostem, vcetn¢ dobré
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kompatibility, vysoké stability, laditelného priméru port, jedine¢né porézni struktury, velké
zatézovaci kapacity a snadné funkcionalizace povrchu. Tyto Céstice se mohou pouzit jako
nosice 1éku (Zhou et al., 2017).

Mezoporézni SiO2 NPs mohou spoustét uvolinovani nabitého 1€ku v reakci na vnéjsi nebo
vnitini podnéty, jako je teplota, svétlo, redoxni reakce, enzymy, hodnota pH nebo biomolekuly.
Povrch mezoporéznich SiO2 NPs byl modifikovan karboxylovymi skupinami, nasledné byl
piidan doxorubicin, ktery difundoval do mezoporéznich kandli s karboxylovymi skupinami.
K testu bunécné zivotaschopnosti byly vyuzity buiiky Raji a Jurkat. Bylo zjisténo, ze u bun¢k
Raji, inkubovanych s mezoporéznimi SiO2 NPs naplnénymi doxorubicinem a zaroven
konjugovanymi s rituximabem, byla pozorovana vyS$S§i pozdni apoptdoza nebo nekroza
nez U bun¢k Raji inkubovanych s mezoporéznimi SiO2 NPs naplnénymi doxorubicinem
a volnym doxorubicinem. Tento systém cileného dodavani 1é¢iv by mohl indukovat apoptozu
lymfomovych B bun¢k. Jak je vidét na obrazku 7, buiky Raji, které byly oSetfeny
mezoporéznimi  SiO2 NPs naplnénymi doxorubicinem a konjugované s rituximabem,
vykazovaly nejvyraznéji nepravidelnou morfologii bunécnych jader se smrStovacimi rysy
ve srovnani s jinymi skupinami. Experiment ukazal, ze v kyselém prosttedi 0 pH 5 se miize
uvolnit vice doxorubicinu nez v neutrdlnim prosttedi 0 pH 7,4. Déle védci zjistili,
ze mezoporézni SiO2 NPs naplnéné doxorubicinem a konjugované s rituximabem vykazovaly
cilenou akumulaci a zlepsily cytotoxické u¢inky na CD20 pozitivnich lymfomovych B buiikach
(Zhou et al., 2017).

Control MSNs Free DOX DMSNs RDMSNs

Obrazek 7: Charakterizace apoptozy bunék Raji in vitro: Morfologicka charakterizace jader bunék
Raji po rizném osetieni po dobu 24 hodin pfi 37 °C, zvétseni 1000x, barveni DAPI; Control - kontrola,
MSNSs - mezoporézni nanocastice oxidu kiemicitého, free DOX - volny doxorubicin, DMSNs -
mezoporézni nanocastice oxidu kiemicittho naplnéné doxorubicinem, RDMSNs - mezoporézni
nanocastice oxidu kiemicitého naplnéné doxorubicinem a konjugované s rituximabem; cervené Sipky
ukazuji na charakteristické variace jadra (Zhou et al., 2017).
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1.2.1.3 Nanocastice na bazi Al2O3

Charakteristickou vlastnosti Al2O3z NPs je jejich diskovity tvar. Tyto NPS jsou méné
nachylné k aglomeraci ve srovnani s jinymi nano-prasky, ale jejich velikosti jsou rtzné
(Kozelskaya et al., 2016).

Vyuziti Al,O3 jako potahovaciho Cinidla se vyuziva u magnetickych NPs. Jurkat bunky
po pusobeni AloO3 exprimovaly nékteré antiapoptotické geny a cytokiny IL-2 a IL-8, dale byly
upregulovany gen CCAAT/enhancer-vazebny protein beta (CEBPB), tkanovy faktor Gcastnici
se zanétu a imunitni odpovédi, kddujici inhibitor proteinu p53 a gen pro syntazu mastnych
kyselin a gen pro protein 1 vazajici retinol (RBP1), které souviseji S metabolismem lipida
a homeostazou cholesterolu (Simon-Vasquez et al., 2016).

Ke studiu toxicity Al.O3z NPs se pouzivaji i RBC. Kladn¢ nabité Al,O3 NPs vyvolaly
strukturni zmény v lipidové dvojvrstvé RBC jiz pii koncentraci 0,05 pg/mL. Po expozici Al203
NPs ztraceji RBC svij bikonkavni tvar a transformuji se na echinocyty (Kozelskaya et al.,
2016).

Nano-strukturovany Al203 je material s insekticidnimi vlastnostmi. Na lidskych
lymfocytech z periferni krve byla zkoumana cytotoxicita a genotoxicita tohoto materialu.
Experiment ukéazal, Ze nano-strukturovany Al2Os vykazoval pouze nizkou cytotoxicitu
u lidskych lymfocytid. Po expozici tohoto materidlu nebyl ovlivnén genom, s vyjimkou piipadu
nabitych ¢astic nano-strukturovaného Al>Os, které zvysily migraci DNA. Autofi dodavaji,
Ze tato testovana sloucenina by mohla byt bezpecnd pro lidské zdravi a Zivotni prostiedi

(Vilchez-Aruani et al., 2020).

1.2.1.4 Nano¢astice na bazi stfibra

Nanocastice stiibra (Ag NPs) jsou Siroce rozsitené NPs, které se uplatiiuji v rdznych
odvétvich védy a primyslu a diky svym antibakterialnim vlastnostem se nachdze;ji
I v pfedmétech kazdodenniho pouzivani (Kang et al., 2012; Barbasz et al., 2017). Fagocytdza
Ag NPs stimuluje zanétlivou signalizaci prostfednictvim tvorby ROS v bunikach. Aktivované
bunky indukuji sekreci prozanétlivych cytokinli a dal§ich enzymu ze skupiny cysteinovych
proteaz, ozna¢ovanych jako kaspazy (Barbasz et al., 2021).

Vhodnym modelem ke studiu cytotoxicity Ag NPs jsou bunky histiocytarniho lymfomu
U-937 a HL-60. Bylo zjisténo, ze buniky U-937 jsou odolngjsi vii¢i plsobeni kladné nabitych
NPs nez buniky HL-60. Zaroven nejvyssi toxicitu vii¢i nddorovym bunéénym liniim vykazovaly
negativné nabit¢ Ag NPs, které byly ziskdny s pouzitim borohydridu sodného a vyznacuji

se vysokou nachylnosti k rozpousténi (Barbasz et al., 2017).
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Buniky HL-60 byly pouzity v experimentu, kde se zkoumaly Uc¢inky riznych velikosti
a tvar Castic jsou ukazany na obrazku 8. Ob¢ velikosti (4,7 nm a 42 nm) Castic byly pfiblizné
kulovitého tvaru a castice byly dobte rozptylené. Po inkubaci v bezbunééném kultivaCnim
médiu tvofily Ag NPs o velikosti 42 nm aglomeraty. K zabranéni cytotoxicité¢ indukované
témito ¢asticemi se da Gcinné zabranit oSetfenim NPS N-acetyl-L-cysteinem. Oxida¢ni stres

je tedy primarné zodpovédny za cytotoxicitu Ag NPs (Avalos et al., 2014).

1005 nm

Obrazek 8: Porovnani stfibrnych nanoc¢astic o ruznych velikostech: Snimky z transmisniho
elektronového mikroskopu; A - nanocastice stiibra o velikosti 4,7 nm ve vodném roztoku;
B - nanocastice stfibra o velikosti 4,7 nm v bezbuné¢ném kultivaénim médiu po 24 hodinach inkubace;
C - stfibrné nanocastice o velikosti 42 nm ve vodném roztoku; D - stfibrné nanocastice 0 velikosti 42 nm
V bezbunééném kultivaénim médiu po 24 hodinach kultivace (Upraveno dle Avalos et al., 2014).

V jiném experimentu védci zkoumali G¢inek Ag NPs na produkei cytokini prostfednictvim
drahy mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK) v leukemickych bunéénych linii Jurkat
a U-937. Plsobeni téchto ¢astic mélo za nasledek snizeni proliferace bun¢k Jurkat a U-937.
Ob¢ buné&¢né linie reagovaly na puisobeni Ag NPs produkci cytokint (Parnsamut et al., 2014).

Pfidani cist¢ho antioxidantu k suspenzi Ag NPs ovliviluje jejich toxicitu. Takovym
antioxidantem je kyselina askorbova a kyselina gallova. Osetfené Ag NPs kyselinou gallovou
vykazovaly vétsi toxicitu u bunék HL-60 a U-937, nez Ag NPs oSetfené kyselinou askorbovou.
Toxicita Ag NPs osetfenych kyselinou gallovou se projevila silnym snizenim mitochondridlni
aktivity a indukci sekrece IL-6, TNF-a a kaspazy-9. Ag NPs osetiené kyselinou askorbovou

vykazovaly o néco mensi toxicitu neZ Ag NPs oSetiené kyselinou gallovou. Nicméné bylo
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zjisténo, ze pridani kyseliny askorbové nebo kyseliny gallové k Ag NPs ovlivnilo toxicitu
téchto ¢astic (Barbasz et al., 2021).

Jak jiz bylo zminéno, mechanismem toxicity Ag NPs je oxidaé¢ni stres. Je mozné studovat
signalni mechanismus, ktery je zodpovédny za regulaci oxida¢niho stresu se zaméfenim
na kaskady MAPK, extracelularni signal regulujici kindzu, p38 a c-Jun-N-termindlni kinazu
(JNK) a redox-senzitivni transkripéni faktory, jako je napt. nuklearni faktor-kappaB (NF-xB)
a s nuklearnim faktorem-E2-souvisejici faktor 2 (Nrf-2). Jurkat bunky byly v experimentu
vystaveny ptisobeni Ag NPs a Ag iontim. Test zivotaschopnosti bun¢k odhalil, ze Jurkat buiky
vykazovaly vyssi citlivost na Ag NPs neZ u expozice Ag iontim. B&hem c¢asného obdobi
expozice byly hladiny bunéénych ROS podobné u bunék inkubovanych s Ag NPs i Ag ionty.
Nicméné béhem pozdniho obdobi expozice byly detekovany vyssi hladiny bunéénych ROS
u bunék inkubovanych s Ag NPs. Bylo zjisténo, ze oxidacni stres byl nepfimo zapojen
prostiednictvim p38 MAPK skrze signalni drahy Nrf-2 a NF-xB a zptsobil poskozeni DNA
(Eom et al., 2010). Oxidativni proteiny pro opravu DNA v kombinaci s p38 MAPK/PMK-1
plsobi proti toxicité vyvolané Ag NPs. Bylo zjiSténo, ze cesta p38 MAPK pravdépodobné
chrani bunky pouze pted vnéjsimi vlivy, tj. Ag NPs, ale ne pied poskozenim vyvolanym
endogennimi faktory (Chatterjee et al., 2014).

Expozice Ag NPs v nizké davce vede k extravazaci monocytt HL-60 ptes endotelialni
membranu (obrazek 9), coz naznacuje, ze nizké davky a zaroven kratkodoba expozice byly
potencidlnimi rizikovymi faktory pro aterosklerézu. Expozice samotnych Ag iontli nemize
vyvolat stejné posSkozeni. Ag ionty uvolnéné z Ag NPs nebyly tedy hlavnim faktorem
pfi poSkozeni integrity endotelidlni bariéry. Vysledky experimentu ukdzaly, Ze nedoslo
k zadnému zjevnému zvySeni intracelularni tvorby ROS a apoptézy po nizkych davkach
a kratkodobé expozici Ag NPs, coz naznacuje, ze permeabilita endotelu, vyvolana Ag NPs,
a extravazace leukocytt byla také nezavisla na oxidativnim stresu a apoptoze (Sun et al., 2016).

zvyseni propustnosti

monovrstvy piidani bunék HL-60 tnik bunek HL-60

intaktni monovrstva

Obrazek 9: Permeabilita endotelialni monovrstvy indukovana stiibrnymi nanocasticemi: Bunky
HL-60 unikaji z endotelialni monovrstvy po expozici stfibrnymi nano¢asticemi po 1 hoding (Upraveno
dle Sun et al., 2016).
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Expozice Ag NPs zpusobila poskozeni DNA zprostfedkované oxidaénim stresem v Jurkat
bunikach ovlivnénim DNA glykosyldz. Toto zjiSténi vrha svétlo na potencidl Ag NPs
zpusobovat karcinogenezi (Chatterjee et al., 2014). Exprese syncitinu-1 v leukemickych
bunkach, konkrétné¢ u MOLT-4 a Jurkat bunék je indukovana Ag NPs. Je znamo, ze exprese
syncitinu-1 zvySuje genetickou nestabilitu a hraje roli v neurodegenerativnich onemocnénich.
Umlceni syncitinu-1 v Jurkat bunikach indukuje vyrazny pokles rychlosti rtistu téchto bunék
(Algahtani et al., 2016).

K porozuméni mechanismu rtzné citlivosti Jurkat bunék na Ag NPs a Ag ionty byly
provedeny testy messengerové ribonukleové kyseliny (MRNA) microarray a mikroRNA
(miRNA) microarray. Dulezitym regulatorem genové exprese a translace proteint je miRNA.
Bylo zjisténo, Ze vice odlisn¢ exprimovanych gent a odlisné exprimovanych miRNA bylo
indukovano Ag NPs nez samotnymi Ag ionty. Vysledky také naznacuji potencialni roli
miR-504, miR-33 a miR-302 v poskozeni DNA a apopt6ze vyvolané Ag NPs. Exprese miR-32
a miR-622 mize také poskytnout voditko k vysvétleni rozdilné toxicity mezi Ag NPsa Ag ionty
v Jurkat bunkach. Celkové vysledky tedy naznacuji, Ze epigeneticky mechanismus se podili

na toxicité¢ Ag NPs a Ag iontd v Jurkat bunkach (Eom et al., 2014).

1.2.1.5 Nano¢astice na bazi ZnO

Nanocastice oxidu zine¢natého (ZnO NPs) maji vynikajici schopnost absorbovat UV,
¢ehoz se vyuziva v UV ochrané¢ v opalovacich krémech a dale se ZnO pouziva jako
antibakterialni nebo protinadorové ¢inidlo (Smijs et al., 2011, Simon-Vasquez et al., 2016).
Tyto ¢astice se mohou do téla dostat pozitim, vdechovanim nebo pronikanim kuzi, tudiz jejich
setkani s imunitnimi butikami je nevyhnutelné, a proto se studie cytotoxicity zaméfuji na bunky
imunitniho systému (Czyzowska et al., 2021). V jednom experimentu byly ZnO NPs testovany
s bunikami HL-60 a zdravymi lymfocyty a bylo zji$téno, Ze rakovinné bunky jsou citlivejsi
na pusobeni ZnO NPs ve srovnani se zdravymi buitkami (Premanathan et al., 2011). V jiném
experimentu autoii zaznamenali, ze buitky HL-60 jsou odolné&j$i viici pisobeni ZnO NPs,
zatimco buniky U-937 jsou citlivéjsi. Kontakt se ZnO NPs zptisobil peroxidaci lipidi u bun¢k
a koreloval s porusenim membrany bun¢k HL-60. Prvni faze mechanismu toxicity testovanych
NPs souvisi se zménou struktury bunééné membrany, pfi€emz rozsah téchto zmeén je striktné
zavisly na slozeni membranovych lipidt (Czyzowska et al., 2021).

Rozpousténi Gastic zplsobuje toxicitu ZnO NPs a pravé ionty Zn?* jsou zodpovédné
za toxicitu (Tuomela et al., 2013). Na druhou stranu Czyzowska et al. tvrdi, ze Zn** nejsou

hlavnim pfi¢innym faktorem toxicity ZnO NPs (Czyzowska et al., 2021).
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K syntéze ZnO NPs mohou byt pouzity listy Rhizoma paridis saponins.
Takto syntetizované cCastice, které mély kulovity tvar, byly hodnoceny na protirakovinnou
aktivitu proti bunkdm MOLT-4. Se zvySujicimi se hladinami téchto Castic se snizovala
zivotaschopnost bunék MOLT-4 a zaroven toto oSetfeni mélo u bunck za nésledek zvySeni
ROS, coz tedy znamena, ze takto pfipravené ¢astice indukovaly apoptozu (Xu et al., 2020).

Buiikky HL-60 jsou vyuzivané ke studiu cytotoxicity a genotoxicity ZnO NPs.
Byl pozorovan nartst bunééné smrti se zvysujici se koncentraci ZnO NPs a indukce poskozeni
DNA, coz bylo prokdzano prostiednictvim kometového testu. Potencidl poskozovani DNA
se zvySoval se zvySujici se koncentraci téchto NPs. U PBMC byla prokazéna toxicita ZnO NPs
i pfi nizkych koncentracich (Soni et al., 2017).

Vysoké davky ZnO NPs paradoxné¢ v jedné studii vedly k menSim abnormalitdm
po 48 hodinach. Autofi experimentu uvadéji, Ze by to mohlo byt zplisobeno zvysenou agregaci
ZnO NPs pii vysokych koncentracich v kultufe lymfocytl. Dale v této studii pozorovali zlomy
chromatid, zlomy chromozomi a fragmenty vedouci k tvorbé mikrojader, coz mtze byt
dasledek klastogenniho u¢inku ZnO. Vysledky ukazaly, ze ZnO NPs indukuji zlomy DNA
(Giimiis et al., 2014).

V Jurkat bunkéch vystavenych ZnO NPs byla exprese RBP1 a IL-2 upregulovana, stejné
jako exprese genu pro cytochrom P19A1 zapojeného do xenobiotického metabolismu
a redoxnich reakci, zatimco exprese genu pro syntazu mastnych kyselin byla downregulovana

(Simon-Vasquez et al., 2016).

1.2.1.6 Dalsi nanoéastice

Dal§imi NPs, u kterych jsou pouzivany suspenzni bunky, jsou zlaté NPs, které ukazaly
potencial jako zesilovace davky pro radia¢ni terapii (McNamara et al., 2016). Na syntézu
zlatych NPs se soustfedi velky zajem kvuli jejich fascinujicim vlastnostem, které vykazuji
¢astice rizného tvaru, naptiklad pozoruhodné odlisné optické vlastnosti vykazované zlatymi
nano-trojuhelniky a nano-ty¢inkami (Ranjana et al., 2020). Jelikoz bun&¢na smrt ionizujicim
zatenim je obecné iniciovana poskozenim molekuly DNA, piedpoklada se, ze zlaté NPs je tieba
umistit do bunécného jadra, aby zni€ily rakovinné bunky. V praxi se vSak ukézalo, Ze tyto
¢astice maji tendenci se vychytavat v cytoplazmé bunky, ale 1 pfesto maji G¢inek zvySujici
davku. Mitochondrie mize byt dulezitym cilem pro zafeni vné jadra. V experimentu byly
vyuzity jak celé bunky Jurkat, tak i izolovana bunécna jadra a mitochondrie téchto bunék.
Autofi zjistili, ze mitochondrie mohou byt snadno ionizovany, kdyz je buiika ozafena. I ptesto,

ze NPs zlata maji tendenci se lokalizovat v cytosolu, u¢inky zvySeni davky nejsou omezeny
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na okoli NPs, ale mohou se rozsifit do jadra, a jesté¢ vice do sousednich mitochondrii, ¢imz
piispivaji k experimentalné¢ pozorovanym uéinkum zvySeni davky NPs (McNamara et al.,
2016).

Ekologicky nezavadna a nizkondkladova metoda syntézy rizné tvarovanych zlatych NPs
je mozna pomoci hedvabného fibroinu pod UV-B zafenim. Hedvéabny fibroin zde plisobi jako
reduk¢ni a nasledné stabilizaéni ¢inidlo. Zlaté NPs jsou zkoumany z hlediska protirakovinnych
vlastnosti. Proliferacni aktivita takto syntetizovanych zlatych NPs byla testovana pomoci
lymfocytarnich buné€k a rakovinné bunécéné linie Jurkat. K hodnoceni zivotaschopnosti bun¢k
Jurkat po inkubaci s témito NPs byl pouzit test MTT. Po osetfeni zlatych NPs hedvabnym
fibroinem a s riznou dobou expozice byl pozorovan klesajici trend procenta bunétné
zivotaschopnosti. Pro lymfocyty jsou zlaté NPs toxické a tvorba ROS vede k bunécné smrti
(Ranjana et al., 2020).

Ke studiu genotoxicity NPs na bazi zlata se daji vyuzit buitky HL-60. Po expozici zlatych
NPs se u téchto bunék provedl kometovy test. Tti velikosti zlatych NPs (30, 50 a 90 nm)
vyznamné zvySily procento DNA ocasu ve vSech testovanych davkach od 1 do 10 ug/mL.
V tomto experimentu nebyly zlomy fetézce DNA po expozici zlatych NPs zavislé na velikosti.
Nicméné vSechny tii velikosti zlatych NPs byly schopny zplsobit oxidaéni 1éze DNA,
ato i pti nizkych koncentracich. Zlaté NPs o velikosti 90 nm o néco vice zpusobovaly
genotoxicitu neZ zbylé dvé velikosti (Avalos et al., 2018).

Vedle TiO2 NPs se k ochran¢ pted UV zafenim pouzivaji také CeO2 NPs. Kombinace
téchto dvou NPs umoznuje lepsi zaruvzdorné vlastnosti, ¢imz se zvysuje ochranny sluneéni
faktor poskytovany TiO2 NPs. Kromé svych stinicich vlastnosti plisobi CeO2 NPs jako silné
antioxidanty diky redoxnimu pfesmyku iontd ceru v 3+ a ve 4+ valen¢nim stavu v oxidu.
K analyze cytoprotektivniho uU¢inku byly pouzity lidské builkky Jurkat. UV-A zéafeni
(400-315 nm) bylo v podstaté netoxické, zatimco UV-B (315-280 nm) a UV-C (280-100 nm)
zpusobilo poskozeni DNA, které¢ mélo za nasledek zastaveni bunécného cyklu ve fazi G2,
inhibici bunécéné proliferace a bunééné smrti apoptdozou. CeO2 NPs samy o sobé nezpiisobovaly
zadnou toxicitu ani nezvySovaly toxické ucinky ozafovani pii jakékoli vinové délce. Vysledky
ukazuji, ze CeO2 NPs piisobi dramaticky na ochranu bunék Jurkat pred UV-B a UV-C zatenim.
K detekci  antioxida¢nich  u¢inki  CeO2 se provedla jednobunénd  analyza
s dihydrorhodaminem, coZ je intracelularni sonda, ktera detekuje Sirokou Skalu druhii volnych
radikala. Ozafeni UV-A, UV-B nebo UV-C zptisobuje zvySeni signalu dihydrorhodaminu.
UV-A indukovalo produkci ROS v podobném rozsahu jako UV-B nebo UV-C, i kdyz

to nevyvolalo akutni toxicitu. V experimentu bylo zjiSténo, ze CeO2 NPs mohou byt GspéSnym
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adjuvans ve vzorcich pletovych vod na bazi TiOz, protoZe maji plsobivou ochranu proti
poskozeni zptisobenému piimo UV zafenim obecné, stejné jako zejména fotokatalyticky efekt

ozatrenych TiO2 NPs (Caputo et al., 2015).

1.2.2 Nanovlidkna, nanodratky a testovani cytotoxicity

Byl proveden experiment s polystyrenovymi nanovlakny, ktera byla potazena
fibronektinem nebo E-selektinem. Na takto modifikovanych nanovlaknech byla zkoumana
adheze suspenznich buné¢k, konkrétné bunek lidské myeloidni leukémie K562. Tyto buiky
vykazovaly nejniz$i adhezni afinitu a kapacitu ke standardnimu tkanovému kultivaénimu
polystyrenovému povrchu, coz se také zdalo byt zavislé na ¢ase. To znamena, ze vice bunék
ptilnulo po delsi dobu expozice. Potazeni nanovladken fibronektinem a E-selektinem mélo
za nasledek nejvyssi stupent bunééné adheze pii kratké inkubacni dobé. JiZ po 1 hodiné inkubace
vykazovala nanovlakna potazena fibronektinem a E-selektinem asi 0 15 % vyssi ac¢innost
zachyceni ve srovnani S polystyrenem pro tkanove kultury, ktery zachytil méné nez 5 % bunék
(Cao et al., 2014).

Nanovlakna potazena konkanavalinem A se silné vazou na povrchy T bun€k a podporuji
jejich aktivaci. Jurkat buiikky byly inkubovany spolu se stabilnimi supramolekularnimi
nanovlakny potazenymi konkanavalinem A. Ocekavalo se, Ze nanovldkna potaZend
konkanavalinem A se budou vazat na povrch T buné€k prostfednictvim multivalentnich interakci
mezi sacharidy na povrchu bun¢k a multivalentnimi lektinovymi proteiny k aktivaci T bunék.
Po oSetieni nano-struktur potazenych konkanavalinem A nebo samotnym konkanavalinem A
byly bunky Jurkat aktivovany a uvolnily IL-2. V testu cytotoxicity se zivotaschopnost bunék
mezi jednotlivymi vzorky nano-struktur oSetfenymi konkanavalinem A a neoSetfenymi
nano-strukturami  vyrazné¢ nelisi, coz tedy dokazuje, Ze nano-struktury oSetfené
konkanavalinem A jsou cytokompatibilni, aniz by byla ob&tovana zivotaschopnost bun¢k.
Rizenim konformace a stability nanovldken modifikovanych lektinovymi proteiny lze regulovat

aktivaci T bun¢k (Kim et al., 2013).

1.2.2.1 Nanodratky na bazi Al2Os3

Vertikaln€ uspofadané nanodratky (NW) jako kultivaéni substrat hraji dilezitou roli,
protoze zmény v délce, priméru a hustot¢ NW ovliviiuji parametry bunécného ristu,
zivotaschopnost a adhezi. Seskupené a nahodné uspotadané NW se sestavaly z fosfidu india
a ZnO. Oba typy NW byly pokryty tenkou vrstvou biokompatibilniho Al2Ogz, ktery pro ZnO

slouzi jako pasivaéni vrstva. Na téchto materidlech byla zkoumana Zivotaschopnost bunék
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Jurkat a zjistilo se, Ze zivotaschopnost nebyla vyrazné snizena. Obrazek 10 ukazuje bunky
Jurkat na NW. Autofi uvadéji, ze zde zkoumané bunky byly v kontaktu pouze se Spickou NW.
Charakteristické bunééné vlastnosti bun¢k Jurkat mohou ztistat zachovany na substratech NW

nezavisle na drsnosti, usporadani a priméru NW (Harberts et al., 2019).

10 pym 10 pm
— —

Obrazek 10: Buiiky Jurkat na vertikalné usporadanych nanodratkach: Obarvené Jurkat bunky
na usporadanych (obrazek vlevo) a nahodné distribuovanych nanodratkach (obrazek vpravo);
méfitko = 10 um (Harberts et al., 2019).

1.2.2.2 Nanovlakna na bazi TiO2

Zejména TiO2 NMs se pouzivaji v ruznych aplikacich diky jejich jedine¢nym
a vSestrannym vlastnostem a schopnosti zpracovat je do rtiznych tvarQ, jako jsou naptiklad
jiz zminéné NPs, nanovldkna nebo nanotrubice. Pravé titanova vldkna se stale vice pouZzivaji
ve fotokatalyzatorech, jako potahovaci material nebo jako scaffoldy pro lékarské aplikace.
Z nanocastic anatasu TiO2 byly hydrotermalnim zpracovanim syntetizovany dva typy
titanovych nanovlaken, oznacené jako TF-1 a TF-2. Oba tyto materialy byly pfiblizné stejné
délky. Z analyzy acidobazické sily vyplynulo, Ze povrchové pH TF-1 bylo kysel¢, zatimco pH
TF-2 bylo zasadité. K posouzeni cytotoxicity byly pouzity buniky THP-1. Zatimco Kkultivace
bunék v ptitomnosti TF-1 neposkytla vyznamné zmény v poctu bunék, bylo zjisténo, ze pocet
zivych bunék byl nizsi pii inkubaci s TF-2, coz ukazuje niz§i bunéénou proliferaci. Uvoliiovani
zanétlivych cytokinti pozorované po inkubaci s TF-2 bylo pravdépodobné spusténo

vychytavanim velkych ¢astic buikami THP-1 (Boonrungsiman et al., 2017).
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1.3 Testy pouzivané k hodnoceni cytotoxicity nanomateriala

Jednou z nejpopularnéjsich kolorimetrickych metod pro hodnoceni bunééné metabolické
aktivity je test MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-tetrazoliumbromid). Tento test
je pouzivan jako indikator bunééné Zzivotaschopnosti, proliferace a cytotoxicity. V reakci
dochazi k redukci rozpustného zluttho MTT na nerozpustny fialovy formazan pomoci
mitochondrialnich, nemitochondridlnich a plazmatickych membranovych reduktaz
zivotaschopnych bun&k (Avalos et al., 2014; Nga et al., 2020). Zivotaschopné buiiky maji
schopnost preménit MTT na formazanové barvivo a mnozstvi produkovaného formazanu
urcuje zivotaschopnost bunék. Metoda ma ale omezeni, jako je neuplné rozpousténi formazanu,
nizka stabilita roztoku formazanu a precipitace proteinu v kultivatnim médiu, coz vede
ke snizeni citlivosti a pfesnosti biologickych testi. K nejucinnéjsim rozpoustédlim se fadi
DMSO, ktery se pouziva pii praci s adherentnimi buiikami. Toto rozpoustédlo neni vhodné
pro suspenzni bunky, protoze po piidani do kultivatniho média miize zplsobit precipitaci
proteini odvozenych ze suplementovaného séra nebo z lyzovanych bun¢k. Kombinace DMSO
a dodecylsulfatu sodného miize byt pouzita pro test MTT na adherentni i suspenzni bunécné
linie pfidanim pfimo do kultivacniho média. Zaroven je nutné dodat, Ze tento postup vyzaduje
kratkou inkubacni dobu (Wani et al., 2021; Nga et al., 2020). Test MTT ale neni vhodny
na vsechny materialy. Ptikladem jsou titanové NMSs, které interferuji s vysledkem MTT
(Boonrungsiman et al., 2017).

Dalsim formazanovym testem je WST-1 (tetrazolium-1 rozpustny ve vod¢;
2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium; monosodna sil). WST-1
je jednim z testd, kterym se mize stanovit metabolicka aktivita bunék a je vhodny
pro hodnoceni bunééné proliferace, bunééné zivotaschopnosti a cytotoxicity v sav¢ich buiikéach.
Princip WST je zalozen na Stépeni tetrazoliové soli WST za vzniku barevného formazanu
bunéénymi mitochondridlnimi  dehydrogendzami. K této pfeméné dochazi pouze
u zivotaschopnych bunék, coz umoznuje ptesnou spektrofotometrickou kvantifikaci poctu
metabolicky aktivnich bunék v kultufe. Pokud je pocet zivotaschopnych bunék velky a aktivita
mitochondrialnich dehydrogenaz vysokd, mnozstvi formazanového barviva se zvysuje (JOO
et al., 2019; Pshenichnikov et al., 2020).

K posouzeni poSkozeni DNA se pouziva kometovy test, nékdy nazyvany také jako
jednobunécna gelova elektroforéza (Wani et al., 2021; Ghosh et al., 2013). Tento test
identifikuje poskozeni DNA, jako jsou zlomy jednovlaknové a dvouvlaknové DNA,

coz se projevi zvySenou migraci DNA v elektrickém poli. Tato metodika se stala jednou
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ze standardnich metod hodnoceni poskozeni DNA v nanotoxikologii, protoZe je schopna
detekovat Casné zlomy DNA s vétsi citlivosti nez konvencni techniky, jako je barveni
4'.6'-diamidino-2-fenylindolem a pratokova cytometrie. OvSem poSkozeni DNA stanovené
kometovym testem muze také zaviset na konkrétnich pouzitych typech bunck (Kazimirova
etal., 2019; Avalos et al., 201 8). Je mozna modifikace tohoto testu tak, aby byla umoznéna
detekce oxidovanych bazi zahrnutim kroku, ve kterém je DNA Stépena
formamidopyrimidin-DNA-glykosylazou a endonukleazou I11, aby se odhalily oxidujici puriny
a pyrimidiny (4valos et al., 2018).

Dal8i metodou pro detekci poSkozeni DNA je TUNEL test. Tento test je zaloZen
na schopnosti enzymové koncové deoxynukleotidyltransferazy inkorporovat zna¢eny dUTP
do volnych 3'-hydroxylovych koncti generovanych fragmentaci DNA. Test muze byt pouzit
k detekci poskozeni DNA spojeného s neapoptotickymi jevy veetné nekrotické bunééné smrti,
ale také se pouziva k detekci apoptotickych bunék. Test TUNEL barvi buiiky podstupujici
aktivni opravu DNA (Kumar et al., 2017).

Prutokova cytometrie je velice Casto pouzivanou metodou. Dopiedny rozptyl je indikativni
pro bunécnou velikost (objem) a bo¢ni rozptyl odrazi bunécnou hustotu (zrnitost). Snizeny
doptedny rozptyl a zvySeny bocni rozptyl indikuji bunécné smrsténi a zvySenou bunécnou
granularitu, coz jsou modifikace, se kterymi se setkavame v diivéjSich fazich apoptozy.
S pozdnimi fazemi apoptdzy se poji zvySeny dopiedny rozptyl a snizeny boc¢ni rozptyl, zatimco
nekrdza je charakterizovana snizenym dopiednym i bo¢nim rozptylem (Vamano et al., 2008).

Jako velmi citlivy test pfi stanoveni metabolické aktivity bunék vystavenych Ag NPs
se ukazal LDH test. Jak jiz bylo zminéno, LDH unika z porusené cytoplazmatické membrany
bunék. Pii stanoveni aktivity LDH se vyuziva schopnosti LDH katalyzovat preménu laktatu
na pyruvat. V této reakci je kofaktorem nikotin adenin dinukleotid. Pfeména nikotin adenin
dinukleotidu na jeho redukovanou formu ma za nasledek nartist absorbance, kterou
Ize detekovat spektrofotometricky (Avalos et al., 2014; Takaki et al., 2014). Tento test nachazi
vyuziti pfi zkoumani poruchy integrity membrany bunky (Czyzowska et al., 2021).

Dale se pouziva detekce mitochondridlniho membranového potencialu (Xu et al., 2020).
Jedna se o klicovy parametr pro hodnoceni mitochondridlni funkce a jeho pokles miize byt
spojen s apoptozou. K hodnoceni zmén mitochondrialniho membranového potencialu
je k dispozici nekolik fluorescen¢nich barviv, které prostupuji bunéfnou membranou,
jmenovité se jedna o 3,3'-dihexyloxakarbocyanin jodid, rhodamin-123, tetramethylrhodamin

methyl a ethyl estery a JC-1 (Sakamuru et al., 2016).
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Apoptézu lze hodnotit kvantifikaci frakce apoptotickych jader pomoci fluorescenéni
mikroskopie po barveni DNA bunéfné permeabilnim specifickym barvivem,
napt. Hoechst 33342, které se piidava do bunétné kultury. Frakce apoptotickych jader mezi
celkovou bunécnou populaci se poté vypocita spocitdnim alespon 300 bunék ve fluorescencnim
mikroskopu v alespon tfech nezavislych ndhodné vybranych mikroskopickych polich (Caputo
et al., 2015).

Fluorescen¢ni  barveni ethidium  bromid/akridinovou oranzi anebo barveni
Annexin V/propidium jodidem se pouziva za tcelem zjisténi apoptdzy nebo nekrdzy bunék,
napf. po expozici riznym koncentracim NPs. Propidium jodid miiZze vstupovat do bunék
pies posSkozenou membranu buné¢k, a proto lze toto barvivo pouzit k oznaceni nekrozy.
Na obrazku 11 je vidét pouziti tohoto barveni na bunkach MOLT-4 po expozici ZnO NPs
(Liu et al., 2019; Vamanu et al., 2008).

Obrazek 11: Barveni bunék Annexinem V/propidium jodidem a ethidium bromidem/akridinovou
oranzi: Buriky MOLT-4 obarvené po expozici nanoc¢astic oxidu zine¢natého (ZnO NPs); A - kontrola,
B - 4 ppm ZnO NPs, C - 5 ppm ZnO NPs; D - 6 ppm ZnO NPs (Liu et al., 2019).

Dalsim testem je test vylouceni barviva trypanova modf. Neschopnost vyloucéit trypanovou
modi odrazi ztratu integrity plazmatické membrany spojenou s nekrézou (Ghosh et al., 2013).
Testy oxida¢niho stresu zahrnuji intracelularné detekované ROS. Volné radikaly
se kvantifikuji fluorescenénim indikatorem 2',7'-dichlorofluorescein diacetditem. Do testl
oxida¢niho stresu se fadi 1 antioxidaéni enzymova aktivita, ktera vyuzivd metodu
dle Bradfordové. Aktivita SOD se hodnoti jako procento inhibice nitrotetrazoliové modii,

a nakonec se odecita absorbance pii 560 nm (Soni et al., 2017).
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Pro prikaz peroxidace lipidi se stanovuje koncentrace malondialdehydu (MDA)
(Czyzowska et al., 2021). MDA je nejcastéji pouzivanym biomarkerem oxidaéniho stresu
U mnoha onemocnéni. Stanoveni kyseliny thiobarbitorové je nejbéznéji pouzivanou metodou
pro stanoveni MDA v biologickych tekutindch. Toto stanoveni je zaloZzeno na kondenzacéni
reakci dvou molekul kyseliny thiobarbitorové s jednou molekulou MDA, pii které rychlost
reakce zavisi na teploté, pH a koncentraci kyseliny thiobarbitorové. Reakce se provadi
Vv kyselém roztoku a teploté piiblizné¢ 100 °C v pritbéhu jedné hodiny a vétSina MDA vznika
béhem reakéniho procesu rozkladem produktti peroxidace lipida (Ansarin et al., 2015).

Mikrojaderny test je Sirokospektralni test mutageneze. Mikrojadra jsou malé jaderna téliska
vznikajici nespravnou separaci chromozomu pii mitdze v disledku Spatné opravy poskozené
DNA. Hodnoceni frakce mikrojader mezi buikami podstupujicimi mitdézu je métitkem casné
mutageneze po genotoxickém oSetfeni. Tento test se uplatnil napiiklad u hodnoceni
genotoxicity UV zafeni u bun¢k Jurkat. Po ozafeni byl k bunkam ptfidan cytochalasin B, aby
se zabranilo bunénému déleni bez inhibice mitdézy. Hodnoceni se provadi pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu, a to jako poc¢et mikrojader na 500 dvoujadernych bunék (Caputo
etal., 2015).
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2. CILE PRACE

1) Optimalizovat kultivaci suspenzni buné¢né linie Jurkat.

2) U bungk Jurkat otestovat koncentra¢ni a ¢asovou zavislost mozné indukce cytotoxicity

alespon u tfi nanomaterial.

3) K charakterizaci toxického u¢inku u bun¢k vyuzit dvou rutinnich biochemickych metod

(WST-1, MCB), popi. mikroskopické analyzy.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pomiicky a pristroje

3.1.1

Analytické vahy (Mettler Toledo, Svycarsko)

Automatické pipety Transferpette (TreffLab, Svycarsko)

Automaticky pipetor Accujet-Pro (BrandTech Scientific, Némecko)
Centrifuga (Hettich, Germany)

Cytospiny (8jamkova mikroskopicka skla) (SPL Life Sciences, Jizni Korea)
Inkubator Memmert (Memmert, Némecko)

Invertovany mikroskop Primo Vert (Carl Zeiss, Némecko)

Invertovany mikroskop (Nikon Eclipse Ts2R, Japonsko)

Kultiva¢ni lahve a ostatni plastové pomucky pro bunécné linie (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Laminarni box Airstream (ESCO, USA)

Lednice s mrazakem (Liebherr, Némecko)

Mikrotitra¢ni desticky 96jamkové (Thermo Scientific, USA)
Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Multisizer 4e (Beckman coulter, USA)

Pipety Eppendorf a spicky (Eppendorf, Némecko)

Sérologické pipety (Jet Biofil, Cina)

Spektrofotometr a spektrofluoriometr Tecan (Tecan, Rakousko)
Ultrazvukova lazen K2 (Kraintek, Slovensko)

Vodni lazen (Thermo Fisher Scientific, USA)

Vortex s multifunkénim nastaveem (Heathrow Scientific, USA)

Software

Tecan Spark Control (Tecan, Svycarsko)

Microsoft Office — Word, Excel, PowerPoint (Microsoft, USA)

OriginPro 9.0.0. (OriginLab, USA)

Nikon NIC-Elements (Nikon, Japonsko)

ACD/ChemSketch (Advanced Chemistry Development software, Kanada)
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3.2 Seznam pouzitych chemikalii

e Cell proliferation reagent WST-1 (Roche, Némecko)

e Fluorescen¢ni sonda monochlorobiman, MCB (Roche, Némecko)

e Jednosténné uhlikové nanotrubicky, SWCNTs (Single-Walled Carbon Nanotubes)
(¢islo produktu: 775533; Sigma-Aldrich, USA)

e Mnohosténné uhlikové nanotrubicky, MWCNTs (Multi-Walled Carbon Nanotubes)
(¢islo produktu: JRCNM40003a; JRC Nanomaterials Repository)

e Nanocastice krystalické formy (rutil) oxidu titani¢itého, TiO2z rutil NPs (Cislo
produktu: 637262; Sigma-Aldrich, USA)

e Nanocastice oxidu titaniitého P25; TiO2> P25 NPs (Cislo produktu: 718467,
Sigma-Aldrich, USA)

3.3 Kultivace bunééné linie Jurkat

e Bunééna linie lymfoblastomu lidskych T-lymfocytd, Jurkat (American Type
Culture Collection, ATCC, USA)

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)

e Decionizovana voda (Lonza, Belgie)

e Fetalni bovinni sérum, FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco, USA)

e Pyruvat sodny (Gibco, USA)

e Penicilin/Streptomycin (Gibco, USA)

e L-glutamin (Gibco, USA)

e Neesencialni aminokyseliny (Gibco, USA)

e Fosfatovy pufr (pH 7,4), 10x koncentrovany, PBS (Gibco, USA)

o Kompletni kultivaéni médium: RPMI 1640 obohacené o 10 % (v/v) fetalniho

hovéziho séra, 1 mM pyruvat, 2 mM L-glutamin, 50 pg/mL penicilinu a 50pg/mL
streptomycinu a 1 % (v/v) neesencialni aminokyseliny

e Kultiva¢ni médium bez fenolové Cervené: RPMI 1640 obohacené o 10 % (V/v)

fetalniho hovéziho séra, 1 mM pyruvat, 2 mM L-glutamin, 50 pg/mL penicilinu

a 50 pg/mL streptomycinu a 1 % (v/v) neesencialni aminokyseliny

Bunéénou linii Jurkat jsme kultivovali v kompletnim kultivaénim médiu. Do kultiva¢ni

nadoby jsme pfidali kompletni kultivaéni médium o objemu 10 ml. Nasledn¢ jsme ptidali
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takové mnoZstvi bun¢k, aby vysledna koncentrace Vv kultivaéni nddobé byla 300 tisic bunék.
Bunky byly nasledné kultivovany pfi teploté 37 °C a 5 % COz. Po zhruba ctytech dnech jsme
provedli vyménu kultiva¢niho média.

Po 7 dnech jsme buiky pasdZovali. Pocet bun€k v suspenzi jsme stanovili pomoci
analyzatoru Multisizer 4e (Beckman coulter, USA).

Pro experimenty jsme suspenzi bun¢k fedili kultivatnim médiem bez fenolové Cervené

podle potieby na piislusné koncentrace. Kultivaéni médium jsme vzdy pouzivali Cerstve.

3.4 Priprava roztoka

Fosfatovy pufr (PBS)

Pro ptipravu fosfatového pufru jsme k 45 mL deionizované vody ptidali 5 mL

fosfatového pufru. Takto pfipraveny pufr jsme skladovali v lednici pfi teplot¢ 4 °C

maximalné 14 dni.

Pracovni roztok monochlorobimanu (MCB) pro fluorimetrické stanoveni glutathionu

Pro ptipravu pracovniho roztoku jsme k PBS ptidali zdsobni roztok fluorescen¢ni sondy

MCB o koncentraci 10 mM, aby vznikl 40 uM roztok.

Z4sobni roztoky nanomaterialt

Zasobni roztok o koncentraci 1 mg/mL byl pfipraven navazenim 1 mg nanomaterialt
(NMs), ktery byl rozsuspendovan v1mL kompletniho kultivaéniho média.
Takto pripravena suspenze byla nasledné vlozena do ultrazvukové lazné na 10 minut.

Zasobni roztoky jsme vzdy piipravovali Cerstvé.

Pracovni roztoky nanomateriala

Ze zasobniho roztoku o koncentraci 1 mg/ml jsme pfipravili pracovni roztoky NMs.
Testovana koncentrace zasobniho roztoku v jamce mikrotitracni desticky byla 500 pg/mL.
Zasobni roztoky NMs (SWCNTs, MWCNTSs, TiO2 P25 NPs, TiO2 Rutil NPs) jsme dale
fedili opét pomoci kultivaéniho média dle tabulky ¢.1. Pracovni roztoky jsme vzdy

pfipravovali Cerstvé.
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Tabulka 1: Postup iedéni nanomateriali p¥i testovani cytotoxicity nanomateriali.

Testovana Koncentrace .
Redéni nanomateriali
koncentrace pracovniho roztoku [uL) Objem média [plL]
1l
[ng/mL] [ng/mL]
200 400 520 780
100 200 500 500
10 20 100 900
1 2 100 900

3.5 Testovani cytotoxicity nanomaterialu

K testovani cytotoxicity NMs jsme pouzili bunéénou linii Jurkat. Toxicitu NMs jsme
sledovali pomoci riiznych testii. Zivotaschopnost bunék jsme hodnotili pomoci testu WST-1.
Abychom zjistili detailnéj$i mechanismus toxického ucinku vybranych NMs, detekovali jsme
hladiny intracelularniho antioxidantu glutathionu (GSH).

Tyto testy jsme provadéli v 96jamkovych mikrotitra¢nich destickach. Do mikrotitra¢ni
desticky jsme nasazovali na jednu jamku 20 tisic bun¢k Jurkat v suspenzi o objemu 50 pL
na jamku. Kultiva¢ni médium jsme vzdy pouzivali bez fenolové ¢ervené. K bunikam jsme ihned
ptidali NMs o piislusné koncentraci a objemu 50 pL na jamku. Naptiklad pokud jsme testovali
koncentraci NMs 200 ug/mL, do jamky k 50 uL buné¢né suspenze jsme ptidali pracovni roztok
NMs o koncentraci 400 pg/mL. Vysledny objem NMs abunék vjamce byl 100 pL.
Nasledovala inkubace dle potieby stanoveni (24 nebo 48 hodin).

3.5.1 Stanoveni dehydrogenazové aktivity bunék

K hodnoceni zivotaschopnosti, proliferace a cytotoxicity slouzi test WST-1. Principem
stanoveni je redukce ruzové tetrazoliové soli WST na zluty formazan za katalyzy
mitochondrialnich dehydrogenaz (obrazek 12). Mnozstvi formazanu je detekovano

spektrofotometricky pfti vinové délce 440 nm (Yin et al., 2013).
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Obrazek 12: Princip testu WST-1: Redukce tetrazoliové soli (WST-1) na formazan za katalyzy
mitochondrialnich dehydrogenaz (Upraveno dle Yin et al., 2013).

3.5.1.1 Optimalizace vhodné denzity bunék pro testovani toxicity nanomateriala

Jako prvni jsme optimalizovali nejvhodnéjsi denzitu bunék Jurkat pro nasazeni
do 96jamkové mikrotitracni desticky a dale jsme optimalizovali inkuba¢ni dobu pro méfeni
WST-1 testem.

Do 96jamkové mikrotitratni destiCky jsme nasadili rtzné suspenze bunck Jurkat,
a to v rozmezi 5 az 30 tisic bun¢k o objemu 100 pL na jamku.

Po 24 a 48 hodinach inkubace jsme k bunkam piidali WST-1 reagencii o objemu 10 pL
na jamku. Pomoci spektrometru SPARK (Tecan, Rakousko) jsme kineticky méfili absorbanci
pii vinové délce 440 nm v 10minutovych intervalech po dobu 90 minut.

Vysledky jsme vyjadiili jako zavislost absorbance na ¢ase. Od danych denzit jsme vzdy
odecetli blank v daném case.

Graf 1 znazoriiuje zmeénu absorbance bunék Jurkat zavislou na case. Aktivita
mitochondrialnich dehydrogenaz je ptimo imérna inkubacni dob¢ a je zavisla na denzité bunék.
Linearni zavislost v ¢ase 0 az 60 minut jsme pozorovali pro denzitu 20 tisic bun¢k. Pro vybér
vhodné denzity bunék jsme také zhodnotili, jestli budou mit buiiky dostatek prostoru pro rist
I po delsim casovém intervalu inkubace. K testovani cytotoxicity NMs po 24 a 48 hodinach
jsme jako nejvhodnéjsi denzitu bunék Jurkat pro nasazeni do 96jamkovych desticek zvolili

20 tisic bun¢k Jurkat na jamku.
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Graf 1: Optimalizace denzity bunék Jurkat: 5 az 30 tisic bun¢k/jamka; 10. pasaz; dehydrogenazova
aktivita stanovena WST-1 testem vyjadiena jako zavislost absorbance na ¢ase (0-90 min); inkubace
24 a 48 hod.

o1



Experimentalni cast
3.5.1.2 Stanoveni dehydrogenazové aktivity bunék po inkubaci s nanomaterialy

Test WST-1 jsme pouzili nejen pro optimalizaci vhodné denzity bunék pro testovani
cytotoxicity NMs, ale i pfi samotném testovani cytotoxicity NMs, kde jsme detekovali
intracelularni dehydrogenézovou aktivitu.

Do 96jamkové mikrotitrani desticky jsme nasadili 20 tis. bun¢k Jurkat na jamku a ptidali
pracovni roztok NMs o urcité koncentraci, aby celkovy objem v jamce byl 100 puL. Vysledné
koncentrace v jamce byly 1, 10, 100, 200 a 500 ug/mL NMs. Po 24- nebo 48hodinové inkubaci
bun¢k s NMs jsme pridali 10 uL. WST-1 reagencie na jamku.

Ihned jsme zméfili absorbanci pii vinové délce 440 nm. Nasledovala inkubace 60 minut
pii 37 °C, po které byla znovu zmétena absorbance. Méteni absorbance jsme provadéli pomoci
spektrometru SPARK (Tecan, Rakousko). Do vysledka jsme pouzili rozdil absorbanci v nulté

a jedné hoding. Vysledky byly vztazeny k procentiim kontrolnich bun¢k.

3.5.2  Fluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu

Jednou z metod pro detekci koncentrace GSH je fluorimetrické stanoveni. K detekci
koncentrace GSH se pouzivaji fluorescen¢ni sondy, do kterych se fadi monochlorobiman
(MCB). Test vyuzivajici MCB je vhodny pro rutinni stanoveni, zejména diky rychlosti
provedent, citlivosti a specifité (Capek et al., 2017).

Fluorescen¢ni sonda MCB se piidava do kultivaéniho média s buiikami, kde mtize reagovat
S GSH za vzniku fluorescen¢niho produktu. MCB pronikaji pfes bunéénou membranu a reaguji
pfimo s bunéénymi thioly. Konjugace MCB s GSH je katalyzovana glutathion-S-transferazou
(obrazek 13). Halogenované molekuly MCB jsou v podstaté nefluorescenéni az do konjugace,
a daji se tak pouzit jako thiol-reaktivni sondy pro kvantifikaci hladin GSH v bunkach (Capek
et al., 2017; Eklund et al., 2002).

_¢ é; + GSH ——m» chi §—CH3 + HCI
CIH,C

GSH,C
MCB MCB-glutathionovy komplex

Obrazek 13: Konjugace monochlorobimanu s glutathionem: MCB - monochlorobiman,
GSH - glutathion, GST - glutathion-S-transferaza, HCI - kyselina chlorovodikova.
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Do 96jamkovych desti¢ek jsme nasazovali 20 tisic bun¢k Jurkat na jamku, ihned jsme
piidali 50 uL pracovniho roztoku NMs o urcité koncentraci, celkovy objem v jamce byl
100 pL. Vysledné koncentrace v jamkach byly 1, 10, 100, 200 a 500 pg/mL NMs. Nasledovala
inkubace bun¢k s NMs po dobu 24 nebo 48 hodin. Po uplynuti doby inkubace jsme do kazdé
jamky v 96jamkové desti¢ce pridali pracovni roztok MCB tak, aby vysledna koncentrace
roztoku byla v kazdéjamce 40 umol/L. Intenzitu fluorescence jsme méfili pomoci
spektrometru SPARK (Tecan, Rakousko). Excita¢ni vinova délka byla 394 nm, emisni vlnova
délka byla 490 nm. Vysledky jsme vyjadtili jako intenzitu fluorescence, ktera byla vztazena

Kk procentiim kontrolnich bungk.

Hodnotili jsme také moznou interferenci nanocastic a nanotrubicek s testem WST-1
a se stanovenim koncentrace GSH. Pfi testovanych koncentracich nebyla zjiSt€éna vyznamna
interference materidlii s Zadnym z pouzitych stanoveni. Signal pozadi byl pod 10 % signalu

U negativnich kontrol.

3.5.3 Pozorovani morfologie bunék po inkubaci s nanomaterialy

Provedli jsme mikroskopickou analyzu morfologie bunék Jurkat po vystaveni riznym NMs.
Konkrétné se jednalo o TiO2 P25 NPs, TiO> rutil NPs, SWCNTs a MWCNTSs.

Buniky s NMs jsme nasazovali do §jamkovych cytospind. Do jedné jamky jsme nasazovali
20 tisic bunék Jurkat o objemu 100 uL a dale jsme pfidali 100 uL pracovniho roztoku
NMs o urcité koncentraci. Celkovy objem v jedné jamce byl 200 uL a vysledné koncentrace
NMs byly 10 a 100 ng/mL. Nasledovala inkubace 48 hodin.

Buniky s NMs jsme pozorovali pod invertovanym mikroskopem ve fdzovém kontrastu

pii zvétseni 200x (Nikon Eclipse Ts2R, Japonsko).

3.5.4 Statisticka analyza namérenych dat

Vysledky koncentrace intracelularniho GSH a dehydrogenazové aktivity jsou vyjadieny
jako primér + SD. Vysledky byly podrobeny statistické analyze pii zvolené hladiné
vyznamnosti p = 0,05 (*, p<0,05, **; p<0,01, ***, p<0,001). Pro statistickou analyzu
rozptylu jsme pouzili jednorozmérnou analyzu rozptylu (jednorozmérna ANOVA) s naslednym

Bonferroniho post-testem (OriginPro 9.0.0., USA).
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4. VYSLEDKY

4.1 Testovani cytotoxicity TiO> nanodastic

Pro testovani cytotoxicity nanocastic na bazi oxidu titani¢it¢tho jsme zvolili dva druhy
nanocastic TiO2 P25 a TiO2 rutil. Testovani cytotoxicity této dvojice NPs jsme provedli
zaucelem porovnani jejich mozného cytotoxického ucinku na bunky Jurkat v zavislosti

na koncentraci 0, 10, 100, 200 a 500 pg/mL a dobé inkubace 24 a 48 hodin.

4.1.1 Stanoveni dehydrogenazové aktivity bunék

Intracelularni dehydrogenazovou aktivitu bunék Jurkat jsme hodnotili pomoci testu WST-1.
Detekovali jsme moznou zménu zivotaschopnosti bunék po expozici TiO2 P25 NPs a TiO. rutil
NPs a hodnotili jsme jejich vliv ve vztahu Kk jejich koncentraci a dob¢ inkubace.

Z grafu 2 je patrné, ze po 24hodinové inkubaci TiO2 NPs nevyvolaly signifikantni snizeni
dehydrogenazové aktivity oproti kontrolnim buitkdm. U bunék inkubovanych s TiO2 P25 nebo
TiO2 rutil NPs v zadné z testovanych koncentracich nedoslo ke snizeni dehydrogenazové
aktivity o vice nez 7 % ve srovnani s kontrolnimi buiikami.

U obou testovanych TiO2 NPs jsme po 48 hodinach inkubace s buitkami pozorovali pouze
mirnéjsi pokles dehydrogenazové aktivity v porovnani s 24hodinovou inkubaci. Signifikantni
snizeni dehydrogenazové aktivity po 48 hodinach inkubace buné¢k s TiO2 NPs jsme pozorovali
pouze u bunék Jurkat inkubovanych s 500 pg/mL TiOz rutil NPs, a to ptiblizn¢ o 15 % oproti
kontrolnim bunikam. Po inkubaci bunék s500 ug/mL TiO2 rutil NPs doslo k poklesu
dehydrogenazové aktivity z 98 % po 24 hodinach na 85 % po 48 hodinach. Obecné mizeme
shrnout, ze TiO2 NPs zpusobuji pouze mirné snizeni dehydrogenazové aktivity hlavné

po 48hodinové inkubaci.
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Graf 2: Vliv TiO2 nanoc¢astic na dehydrogenazovou aktivitu: bunky Jurkat; TiO, nanocastice (= NPS)
— P25 a rutil (0-500 pg/mL); 24 a 48 hod; dehydrogenazova aktivita stanovena pomoci WST-1 testu
vyjadiena jako % kontrolnich bunék (= 100 %); pramér + SD (n = 6; *, p < 0,05, vs. kontrola).
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4.1.2 Fluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu

V burikach Jurkat jsme detekovali intracelularni koncentraci GSH po expozici TiO2 NPs
P25 a rutil pomoci fluorimetrické metody vyuzivajici fluorescenéni sondu MCB. Buriky Jurkat
jsme opét inkubovali 24 a 48 hodin s TiO2 NPs P25 a rutil o koncentraci 0-500 pg/mL.

Graf 3 znazoriuje intracelularni koncentraci GSH po 24 a 48 hodinach inkubace bun¢k
s TiO2 NPs P25 a rutil. Po 24hodinové inkubaci s 1, 10 a 100 ug/mL TiO2 P25 NPs jsme
nedetekovali vyznamny pokles koncentrace GSH ve srovnani s kontrolnimi bunkami.
Vyznamné snizeni intracelularni koncentrace GSH jsme detekovali po 24hodinové inkubaci
bunék Jurkat s 200 a 500 pg/mL TiO2 P25 NPs ve srovnani s kontrolnimi buiikami.
Signifikantni pokles intracelularni koncentrace GSH oproti kontrolnim builkdm jsme
zaznamenali také po 24hodinové inkubaci bunék se 100, 200 a 500 pg/mL TiO; rutil NPs.
U nejvyssi testované koncentrace TiOz rutil NPs jsme detekovali depleci koncentrace GSH
0 ptiblizné 58 % ve srovnani s kontrolnimi buiikami.

U bun¢k Jurkat inkubovanych 48 hodin se 100, 200 a 500 pg/mL TiO2 P25 NPs jsme
detekovali signifikantni pokles intracelularni koncentrace GSH ve srovnani s kontrolnimi
bunkami, zatimco u koncentrace 1 a 10 pg/mL TiO2 P25 NPs jsme nezaznamenali signifikantni
pokles koncentrace GSH. Koncentrace 100, 200 a 500 pg/mL TiO> rutil NPs indukovaly
depleci intracelularni koncentrace GSH ve srovnani s kontrolnimi bunkami. Po 48hodinové
inkubaci bunék s 500 pg/mL TiO2 rutil NPs koncentrace GSH dale neklesala a zustala snizena
piiblizné 058 % oproti kontrolnim bunkam, coz je stejny vysledek jako po 24hodinové
inkubaci.

Pokud porovname nami vybrané TiO2 nanocastice, TiO rutil NPs zpisobily vétsi depleci
intracelularniho GSH v porovnani s TiO2 P25 NPs. Tento rozdil mezi TiO2 NPs je patrny
piedevsim u vyssich koncentraci 200 a 500 pg/mL po 48 hodinach inkubace. Nejvétsi rozdil
v poklesu koncentrace GSH indukovany TiO, P25 a TiO; rutil NPs jsme zaznamenali u bunék
inkubovanych s nano¢asticemi 500 pg/mL, rozdil mezi 24 a 48 hodinach inkubace ¢inil 21 %.

Z grafu 3 je také patrné, Ze intracelularni koncentrace GSH se postupné snizuje v zavislosti
na dobé¢ inkubace a koncentraci TiO2 NPs. Postupnou depleci intracelularni koncentrace GSH
jsme detekovali se zvySujici se koncentraci TiO2 NPs a zaroven se koncentrace GSH snizovala

V zavislosti na ¢ase.
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Graf 3: Vliv TiO2 nanodastic na koncentraci glutathionu: buiky Jurkat; glutathion (= GSH); TiO-
nanodastice (= NPs) — P25 a rutil (0-500 ug/mL); 24 a 48 hod; intracelularni koncentrace GSH vyjadiena
jako % kontrolnich bun¢k (= 100 %); pramér = SD (n = 6; *, p < 0,05, ***, p < 0,001, vs. kontrola).
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4.2 Testovani cytotoxicity uhlikovvch nanotrubicek

K testovani cytotoxicity uhlikovych nanotrubi¢ek jsme zvolili jednosténné (SWCNTs)
a mnohosténné (MWCNTs) uhlikové nanotrubicky. Opét jsme bunky inkubovali
s koncentracemi 0, 1, 10, 100, 200 a 500 pg/mL a hodnotili jsme jejich vliv v zavislosti na jejich
koncentraci a dob¢ inkubace. Bunky Jurkat se SWCNTs a MWCNTS jsme inkubovali ve dvou
Casovych intervalech 24 a 48 hodin.

4.2.1 Stanoveni dehydrogenazové aktivity bunék

U bun¢k inkubovanych se SWCNTs a MWCNTs jsme stanovili intracelularni
dehydrogenazovou aktivitu bun€k Jurkat pomoci testu WST-1, stejné jako tomu bylo
v ptipadé TiO2 NPs. Graf 4 znazornuje 24- a 48hodinovou inkubaci bunék se SWCNTs
a MWCNTSs a jejich vliv na dehydrogenazovou aktivitu bun¢k Jurkat.

Koncentrace 1, 10 a 100 pg/mL SWCNTs al a 10 pg/mL MWCNTs neindukovaly
vyznamny pokles dehydrogendzové aktivity u bunék Jurkat inkubovanych 24 hodin.
Po 24 hodinach inkubace buncék se SWOCNTs jsme detekovali signifikantni pokles
dehydrogenazové aktivity bunék u koncentrace 200 a 500 pg/mL ve srovnani s kontrolnimi
bunkami. U bun¢k Jurkat inkubovanych 24 hodin se 100, 200 a 500 pg/mL MWCNTs doslo
k signifikantnimu poklesu dehydrogenazové aktivity, pricemZ nejvétsi pokles jsme
zaznamenali u koncentrace 500 pg/mL MWCNTSs, troven dehydrogenazové aktivity klesla
0 vice nez 50 % ve srovnani s kontrolnimi buiikami

Koncentrace 1 a 10 pg/mL SWCNTs a MWCNTs inkubované 48 hodin s buiikami Jurkat
neindukovaly vyznamny pokles dehydrogenazové aktivity u bunék. Po 48hodinové inkubaci
bunék s nanotrubickami jsme detekovali pokles dehydrogenazové aktivity u koncentraci 100,
200 a 500 ug/mL SWCNTs a MWCNTSs. Testovana koncentrace 500 ug/mL SWCNTSs
indukovala po 48 hodinach inkubace signifikantni pokles dehydrogenazové aktivity o vice nez
50 % ve srovnani s kontrolnimi bunkami. Naopak ubunék inkubovanych 48 hodin
se 100 a 200 pg/mL MWCNTSs se oproti 24hodinové inkubaci zvysila dehydrogenazova
aktivita bun¢k. Dehydrogenazova aktivita bunék Jurkat inkubovanych s koncentraci
500 pug/mL MWCNTSs zdstavala stale stejna po 48 hodinach jako po 24 hodinach inkubace.

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, Zze po 24hodinové inkubaci zpisobuji MWCNTs vétsi
pokles dehydrogenazové aktivity ve srovnani se SWCNTSs. Po 48 hodinach inkubace jsme
zaznamenali, Ze koncentrace 100, 200 a 500 ug/mL SWCNTSs indukovaly u bunék Jurkat vetsi

pokles dehydrogenazové aktivity v porovnani se stejnymi koncentracemi MWCNTS.
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Graf 4: Vliv uhlikovych nanotrubi¢ek na dehydrogenazovou aktivitu: bunky Jurkat; uhlikové
nanotrubicky — jednosténné (= SWCNTSs) a mnohosténné (= MWCNTS) (0-500 ug/mL); 24 a 48 hod,
intracelularni dehydrogenazova aktivita stanovena pomoci WST-1 testu vyjadrena jako % kontrolnich
bunék (= 100 %); pramér + SD (n=9; **, p < 0,01, ***, p < 0,001, vs. kontrola).
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4.2.2 Fluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu

Pro detailngjsi charakteristiku cytotoxicity SWCNTs a MWCNTs jsme stanovili
koncentraci intracelularniho GSH v bunkach Jurkat pomoci fluorimetrického testu s vyuzitim
fluorescen¢ni sondy MCB.

Graf 5 znazornuje vliv SWCNTs a MWCNTs na koncentraci intracelularniho GSH
Vv zavislosti na jejich koncentraci a dob¢é inkubace. Z grafu 5 je patrné, ze se zvySujici
se koncentraci uhlikovych nanotrubicek se snizuje koncentrace intracelularniho GSH.

Jizu 1 pg/mL MWCNTS jsme po 24hodinové inkubaci s bunkami detekovali signifikantni
depleci koncentrace GSH ptiblizné o 13 % oproti kontrolnim bunikam. Po 24 hodinach inkubace
jsme detekovali u bunék ovlivnénych 500 pg/mL MWCNTs depleci intraceluldrni koncentrace
GSH o vice nez 70 % ve srovnani s kontrolnimi bunikami. U koncentraci 100, 200 a 500 pg/mL
SWCNTSs inkubovanych s bunikami Jurkat po 24 hodinach jsme nalezli signifikantni pokles
intracelularni koncentrace GSH ve srovnani s kontrolnimi bunkami, zatimco koncentrace
1 a 10 pg/mL SWCNTs neindukovaly depleci koncentrace GSH.

Po 48hodinové inkubaci bunék Jurkat se 100, 200 a 500 pg/mL SWCNTs jsme detekovali
signifikantni depleci koncentrace GSH oproti kontrolnim bunikam, deplece koncentrace GSH
byla ve srovnani s 24hodinovou inkubaci nizsi. Stejny fenomén, kdy po 24 hodinach inkubace
doslo k vyznamnému poklesu intracelularni koncentrace GSH a po 48 hodinach inkubace
se naopak koncentrace GSH zvysila, jsme detekovali také u 10, 100 a 200 pg/mL MWCNTS.

Pokud porovname vybranou dvojici uhlikovych nanotrubicek, MWCNTs indukuji vétsi
depleci koncentrace intracelularniho GSH nez SWCNTs. Rozdily v depleci koncentrace GSH
jsme zaznamenali predevsim po 48 hodinach inkubace, a to zejména u vyssich koncentraci
uhlikovych nanotrubi¢ek (100-500 ug/mL), nicméné tento rozdil je vV men$i mife vidét
i U 24hodinové inkubace, v tomto piipadé deplece koncentrace GSH byla zptsobena i niz§imi
koncentracemi MWCNTS.
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Graf 5: Vliv uhlikovych nanotrubitek na koncentraci glutathionu: buniky Jurkat; glutathion
(= GSH); uhlikové nanotrubicky — jednosténné (= SWCNTs) a mnohosténné (= MWCNTSs)
(0-500 pg/mL); 24 a 48 hod; intracelularni koncentrace GSH vyjadiena jako % kontrolnich bun¢k
(= 100 %); pramér + SD (n =9; *** p < 0,001, vs. kontrola).
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4.3 Pozorovani morfologie bunék po inkubaci s nanomaterialy

Pro posouzeni morfologickych zmén Jurkat bunék ovlivnénych vybranymi NMs jsme
vyuzili invertovany mikroskop (Nikon Eclipse Ts2R, Japonsko). Na obrazku 14 jsou snimky
bun¢k inkubovanych s vybranymi NMs po ¢asovém intervalu 48 hodin. Pro mikroskopovani
jsme zvolili SWCNTs, MWCNTSs, TiO2 P25 NPs a TiOz rutil NPs. Buiky jsme inkubovali
pouze s koncentracemi 10 a 100 pg/mL. Volili jsme nizsi koncentrace NMs, jelikoz u vyssich
koncentraci jsou NMs spolu s buitkami Spatné pozorovatelné pod mikroskopem. Sledovali jsme
rozptyleni NMs V kultiva¢nim médiu, ptipadnou tvorbu shlukt a morfologii bunék Jurkat.

U kontrolnich buné€k Jurkat jsme pod mikroskopem pozorovali jejich kulovity tvar, ktery
je charakteristicky pro suspenzni bunky. Bunky Jurkat se po 48 hodinach inkubace vyskytovaly
ve shlucich, které ptipominaly tvar hroznu.

U bun¢k inkubovanych s koncentracemi 10 a 100 ug/mL TiO2 P25 a TiO rutil NPs jsme
nepozorovali zadné vyraznéjsi poSkozeni bunék, coz koreluje s nasSimi vysledky testovani
dehydrogenazové aktivity, ktera nebyla signifikantné snizena (graf 2).

Jako dalsi jsme pod invertovanym mikroskopem hodnotili morfologii bunék po inkubaci
se SWCNTs a MWCNTs. U bun¢k inkubovanych skoncentraci 100 pg/mL SWCNTs
a MWCNTs jsme pozorovali mirné poSkozeni bunék, coz je vsouladu s vysledky
dehydrogenazové aktivity, ktera byla signifikantné snizend ve srovnani s kontrolnimi buiikami
(graf 4). Piedevsim u koncentrace 100 pg/mL jsme pozorovali shluky téchto uhlikovych
nanotrubicek. Rozdil je patrny pfedevsim v piipadé SWCNTSs, které byly 1épe dispergované,
zatimco MWCNTs se vyskytovaly vice ve shlucich.
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Obrazek 14: Vliv nanomateriali na bunéénou morfologii: buriky Jurkat; inkubace 48 hod; uhlikové
nanotrubicky) - jednosténné (= SWCNTS) a mnohosténné (= MWCNTs); TiO2 nanocastice (= NPS) -
P25 arutil; 10 a 100 pg/mL; fazovy kontrast; zvétSeni 200x; métitko = 50 pum.
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5. DISKUZE

S nartstajicim vyuzitim NMs V riznych odvétvich je potieba testovat jejich cytotoxicitu,
jelikoZ se tyto materialy dostavaji stale ¢astéji do ptimého kontaktu s lidskym organismem.
Do lidského organismu se mohou dostat kontaktem skuzi, pfes gastrointestinalni trakt
a pfedevsim vdechnutim, coZ je hlavni vstupni brana pro NPs. Po vdechnuti jsou NPs ukladany
Vv perifernich ¢astech plic a mohou snadno proniknout do krve, kde se dostavaji do kontaktu
s krevnimi bunikami (Gehr et al., 2018). Z pohledu imunitniho systému piedstavuji NMs cizi
predméty vtéle a VKrvi interaguji sriznymi imunitnimi bufikami, véetné monocytu,
makrofagl, dendritickych bun€k nebo B a T lymfocytl. Interakce anorganickych NPs
S imunitnim systémem a zména normalni imunitni funkce vyvolava obavy o bezpecnosti téchto
materialu (Brzicova et al., 2019; Mohammapdour et al., 2022).

Pro studium cytotoxicity NMs jsme zvolili suspenzni buné¢nou linii Jurkat, kterd se Casto
pouziva ve studiich zkoumajicich mozny cytotoxicky ti¢inek NMs, predevsim pak toxicitu NPs
(Pshenichnikov et al., 2021). Pravé imunitni buiky jsou zkoumany v souvislosti s NPs, jelikoz
tyto materialy stimuluji nebo potlacuji imunitni systém (Madhubala et al., 2019).

Nanomaterialy maji mnoho vyuziti, napt. v leteckém primyslu, medicing, pouzivaji se jako
nano-tekutiny, povlakové materialy a dalsi (Sharma et al., 2018). Toxikologickym u¢inktim
anorganickych NPs, do kterych se fadi TiO2, je vénovana znacna pozornost, protoze
se pouzivaji v fad¢ produktt a kontakt s lidskym organismem je tak nevyhnutelny (Mu et al.,
2014). TiO2 NPs se mohou nachazet v produktech denni potieby, napt. byly extrahovany
ze zubni pasty (Fadheela et al., 2020). Tyto velmi malé ¢astice se snadno dostavaji do plic
a dale do systémové cirkulace a indukuji tak cytotoxicitu T bunék. Z tohoto divodu miize
bunééna linie Jurkat odvozena od T lymfoblastické leukémie slouzit jako dobry model
pro experimenty tykajici se cytotoxicity NPs (Male et al., 2013; Tong et al., 2008).

Nanomaterialti existuje nepifeberné mnozstvi, my jsme pro nase Studium cytotoxicity
vybrali nanocastice na bazi TiOz a nasledné jsme testovali toxicitu uhlikovych nanotrubicek.
Zvolili jsme komer¢né dostupné nanocastice TiOz (Sigma-Aldrich), které se fadi mezi
nejrozsifenéjsi NPs (Katsumiti et al., 2014). K testovani cytotoxicity nanomaterialtt jsme
vybrali nanocastice TiO2 P25 o velikosti 21 nm, které jsou slozeny z krystalické formy
rutil (70-80 %) a anatas (30-20 %). Dale jsme zvolili TiO2 rutil NPs a jak je jiz z nazvu patrné,
tyto nanocastice obsahuji krystalickou strukturu rutil, ktery je stalej$i nez anatas (Gouma et al.,
2001; Shi et al., 2013).
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Autofi v experimentech vétSinou testuji koncentrace nanomateriald do 100 pg/mL,
ale existujii dalsi studie, ve kterych se testuji koncentrace 1 mg/mL a vyssi (Hadidi et al., 2012;
Gea et al., 2019; Grabowski et al., 2015). V naSich experimentech jsme bunky Jurkat
inkubovali s nanomaterialy o koncentraci 1, 10, 100, 200 a 500 pg/mL.

Pfed zahdjenim experimentll jsme pomoci testu WST-1, ktery je zaloZeny na principu
detekce zmény dehydrogenazové aktivity bunék, provedli optimalizaci bunééné denzity
pro nasazeni do 96jamkovych desticek, ve kterych jsme provadéli testovani cytotoxicity NMs.
Denzitu bunék jsme volili tak, aby byl po nejkratsim ¢asovém intervalu inkubace 24 hodin
dostatecny pocet bun¢k v jamce a zaroven aby i po delsi dobé¢ inkubace 48 hodin nebylo v jamce
prilis velké mnozstvi bun€k a hodnoty absorbance nebyly pfili§ vysoké. Pro nase experimenty
jsme zvolili denzitu 20 tis. bunék Jurkat na jamku. Nasazena denzita bun¢k v jamce se u dalsich
autoru lisi, néktefi nasazovali do 96jamkové desticky 100 tis. bunék na jamku pro inkubaci
Vv ¢asovém intervalu 24 hodin, zivotaschopnost bun¢k Jurkat v tomto ptipadé hodnotili pomoci
metabolického testu vyuzivajiciho alamarovou modi (Wingett et al., 2016). Vaitkuviene et al.
nasazovali do 96jamkové desticky 60 tis., 600 tis. a 1 mil. bun¢k Jurkat na jamku pro inkubaci
s NPs v ¢asovém intervalu 24 hodin a zZivotaschopnost bun€k hodnotili pomoci WST-1 testu
(Vaitkuviene et al., 2013). Jini autofi nasazovali do 6jamkové desticky 1 mil. bun¢k Jurkat
a ¢asovy interval inkubace zvolili do 72 hodin (Hadidi et al, 2012). Pravé rozdily v poctu
nasazenych bunék mizou byt vyznamnym faktorem v porovnani vysledkti mezi experimenty
provedenymi riznymi tymy védct.

Cilem diplomové prace bylo testovat moznou cytotoxicitu nanomateriali pomoci
bioanalytickych metod. Dehydrogenazovou aktivitu bun¢k Jurkat po inkubaci s NMs jsme
stanovovali pomoci WST-1 testu, ktery vykazuje nizkou cytotoxicitu a jeho provedeni je také
rychlejsi a citlivéjsi nez MTT test (Kim et al., 2016). Stanoveni zivotaschopnosti bungk
kolorimetrickym testem WST-1 vyuzivaji i jiné studie. Ve studiich ale pfevazuje pouziti MTT
testu nad jinymi formazanovymi testy (Zeinabad et al., 2016; Yu et al., 2017; Murugadoss
etal., 2020; Brzicova et al., 2019). Dale jsme fluorimetricky detekovali intracelularni
koncentraci GSH pomoci optimalizovaného MCB testu (Capek et al., 2017). V jinych studiich
stanovovali koncentraci GSH napf. pomoci metody enzymatické reakce mezi GSH
a 5,5°-dithiobis(2-nitrobenzoovou kyselinou), kde vysledkem je glutathiondisulfid a zluté
zbarveny produkt (kyselina nitro-5-thiobenzoova). Intracelularni koncentrace GSH se poté
stanovovala spektrofotometricky pti 412 nm (Reddy et al., 2010; Wang et al., 2011). GSH
je hlavnim rozpustnym antioxidantem Vv bunkach a tc¢astni se napt. detoxikace peroxidu vodiku

a peroxidu lipidi za katalyzy GSH-peroxidazy NaruSena rovnovaha mezi antioxidanty
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a reaktivnimi formy kysliku (ROS), zpisobena bud’ vycerpanim antioxidanti nebo akumulaci
ROS, vede k oxida¢nimu stresu (Dalton et al., 1999). Dilezitym determinantem u oxida¢niho
stresu je pomér mezi redukovanym a oxidovanym GSH. Vyssi produkce velice reaktivnich
ROS miize zménit strukturu DNA, vést k modifikaci proteinti a lipidii nebo produkci
s poSkozenim bun¢k (Birben et al., 2012; Shang et al., 2003). Vysledky bioanalytickych testt
jsme vztahovali ke kontrolnim buiikam, které nebyly inkubovany s zadnym z vybranych NMs.
Dalsim dulezitym parametrem hodnocenym pfii posuzovani toxicity NMs je pfipadna zména
morfologie bunék po inkubaci s NMs (Vaitkuviene et al.,, 2013). Pod invertovanym
mikroskopem jsme pozorovali vliv TiO2 nanocastic a uhlikovych nanotrubi¢ek na buné¢nou
morfologii po 48 hodinach inkubace s burikami Jurkat.

Prvni dvojici zvolenych NMs byly TiO2 nanocastice P25 a rutil v rozmezi koncentraci
0-500 pg/mL. Nasim cilem bylo porovnani komerén¢ dodavanych TiOz P25, tedy smési
krystalické formy rutilu a anatas, a nanoc¢astic TiO; v samostatné krystalické formé rutil.

NasSe vysledky neukdzaly zadné signifikantni snizeni dehydrogendzové aktivity bunck
Jurkat po 24hodinové inkubaci s nanocasticemi Uzadné z testovanych koncentraci
0-500 pg/mL, coz je v souladu s vysledky nedavné studie. Tato studie hodnotila toxicitu TiO>
NPs na bunkach Jurkat, nanocastice v rozmezi koncentraci 10 az 200 pg/mL neindukovaly
pokles zivotaschopnosti bun¢k stanovené testem WST. Nejenom, Ze v této studii autofi
nedetekovali  snizeni Zzivotaschopnosti bunék Jurkat inkubovanych s TiO2 NPs,
ale po 48 hodinach inkubace se zivotaschopnost bun¢k piekvapivé zvysila. Autofi uvadéji,
ze TiO2 NPs maji ptiznivy vliv na Zivotaschopnost bunék Jurkat (Fadheela et al., 2020).
V nasem experimentu jsme detekovali vyznamny pokles dehydrogenazové aktivity bunék
inkubovanych 48 hodin s 500 ug/mL TiO; rutil NPs. Tong et al. nezaznamenali zadny
cytotoxicky efekt u bunék Jurkat inkubovanych 20 hodin s TiO2 NPs v krystalické formé rutil
a anatas o koncentraci do 100 pg/mL. V této studii byla cytotoxicita stanovena testem MTT
(Tong et al., 2008). Vysledky této studie jsou dobie srovnatelné s vysledky, které jsme ziskali
po kultivaci bunék Jurkat s nanocasticemi TiO2 P25 po 24 hodinach.

Jelikoz jsme nedetekovali signifikantni snizeni dehydrogenazové aktivity bunék Jurkat
inkubovanych s TiO2 NPs P25 a rutil ani v jedné testované koncentraci, ptedpokladame, ze tyto
NPs nemély vyznamny vliv na zivotaschopnost bun¢k Jurkat. Nicméné tyto NPs v koncentraci

vétsi nez 100 ug/mL indukovaly depleci intracelularni koncentrace GSH, z ¢ehoz
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Vzhledem Kk tomu, ze existuje malo studii nanotoxicity provedenych na buiikach Jurkat,
jsou dale diskutovany studie provedené i na jinych buné¢nych liniich. Gea et al. provedli
experiment, ve kterém hodnotili pomoci testu WST-1 Zzivotaschopnost plicnich bunék
BEAS-2B po 24hodinové expozici komeréné dodavanymi TiO2 P25 NPs v koncentracich 5,
10, 20, 50 a 80 pg/mL. V tomto experimentu nebylo zjisténo Z4dné vyznamné snizeni
Zivotaschopnosti, coz koreluje s nasimi ziskanymi vysledky (Gea et al., 2019).

Zjistili jsme, ze se zvySujici se koncentraci TiO2 NPs se snizuje koncentrace GSH
Vv bunikdch Jurkat, coz by mohlo souviset se shlukovanim NPSs ve vyssich koncentracich. Autofi
nedavné studie prokazali, ze po 24hodinové inkubaci zpusobily agregaty TiO2> NPs
v koncentraci 4 az 256 ug/mL depleci GSH v burikach, a to predev§sim u monocytarni bunééné
linie THP-1, ktera se také jako bunky Jurkat fadi mezi suspenzni bunééné linie (Murugadoss et
al., 2020).

Nekteré studie uvadéji, ze krystalicka forma nanocastic TiOz rutil vykazuje nizsi
cytotoxické ucinky nez krystalicka forma anatas (Wilson et al., 2015; De Matteis et al., 2016).
To je v rozporu s naSimi provedenymi experimenty, ve kterych TiO rutil NPs indukovaly vétsi
pokles intracelularni koncentrace GSH po 24 a 48 hodinach inkubace a po 48 hodinach
inkubace v nejvyssi testované koncentraci také pokles Zivotaschopnosti bun€k Vv porovnani
s TiO2 P25 NPs, které obsahuji smés anatasu a rutilu. Na druhé strané ve studii Male et al.,
nanocastice TiO2 rutil inkubované 3, 6 a 24 hodin vykazovaly vétsi toxicky t¢inek na plicni
fibroblastické bunky V79 ve srovnani se vzorky anatasu. Zaroven autofi uvedli, ze toxicita TiO-
NPs je zavisla na pouzité bunééné linii (Male et al., 2013). Po 24 hodinach inkubace byla
koncentrace 30 az 40 pg/mL TiO: anatase NPs zjisténa jako toxicka pro lidské keratinocyty
HaCaT a lidské plicni buniky A549 (Horie et al, 2010), zatimco koncentrace 100 ug/mL TiO>
NPs ve smési anatas/rutil neindukovala cytotoxicitu u bun€k Jurkat po 20hodinové inkubaci
(Tong et al., 2008).

Uhlikové nanotrubicky se rozdéluji na zaklad€ poctu vrstev, ze kterych jsou sloZeny,
na jednosténné SWCNTs a mnohosténné MWCNTSs (Kumarathasan et al., 2014). Uhlikové
nanotrubi¢ky se uplatfiuji v mnoha odvétvich, nejvice v nanotechnologii, optice, elektronice,
textilnim pramyslu, biologii nebo medicin€. Jelikoz jsou uhlikové nanotrubicky ohnivzdorné,
Vv textilnim priamyslu se pouzivaji naptiklad na vyrobu ohnivzdornych odévu (Shahidi et al.,
2018). Dale se uhlikové nanotrubicky pouzivaji jako biosenzory nebo ultrazvukové kontrastni
latky. Uhlikové nanotrubicky se do téla dostavaji vdechnutim, pozitim, pies sliznice
nebo kontaktem s kazi. Jejich toxicita se sleduje predev$im na plicnich bunkach, jako jsou
napiiklad bunky AS549 (Liu et al.,, 2013; Bussy et al., 2013; Davoren et al., 2007).
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| ptes to existuji studie o nepfiznivém ucinku uhlikovych nanotrubi¢ek na krevni burky
a obecné na cely kardiovaskularni systém (Liu et al., 2013). Nicméné muZeme nalézt jen malo
studii tykajicich se testovani uhlikovych nanotrubicek na suspenznich bunéénych liniich. Proto
jsme testovali cytotoxicitu SWCNTs a MWCNTS na bunkach Jurkat. MWCNTS se ve studiich
pouzivaji jako srovnavaci NMs a pozitivni kontroly, coz byl také dalsi duvod, pro¢ jsme
je vybrali do naSich experimentt (Ghitescu et al., 2018; Abdelgied et al., 2019). Pravé tyto dvé
formy uhlikovych nanotrubi¢ek jsou Casto porovndvany ve studiich zabyvajicich se jejich
cytotoxicitou na riznych bunécnych liniich, napt. bunécné linii Jurkat, plicnich bunkach A549
a BEAS-2B nebo lidskych makrofazich RAW 264.7 (De Nicola et al., 2008; Wadhwa et al.,
2011; Khaliullin et al., 2015). Bylo prokazano, ze SWCNTs a MWCNTs jsou toxické
pro buriky, ale lisi se svymi mechanismy u¢inku (Khaliullin et al., 2015).

Do experimenttt jsme zvolili koncentrace 0-500 pg/mL. SWCNTs a MWCNTSs.
Koncentrace 1 a 10 ug/mL SWCNTs i MWCNTSs neindukovaly pokles dehydrogenazové
aktivity bun¢k Jurkat po obou casovych intervalech inkubace. Signifikantni pokles
dehydrogenazové aktivity jsme detekovali u koncentrace 100 pg/mL SWCNTs a MWCNTS
inkubovanych 24 a 48 hodin s bunikami Jurkat. S rostouci koncentraci uhlikovych nanotrubicek
dochazelo k jest¢ vétsimu poklesu dehydrogendzové aktivity bunék Jurkat oproti kontrolnim
bunikam. Coz je v souladu s vysledky studie, kde porovnavali tyto dvé formy uhlikovych
nanotrubi¢ek 0 koncentraci 25 a 100 pg/mL na buiikach Jurkat inkubovanych 24 az 72 hodin
testem vylouceni trypanové modii (De Nicola et al., 2008).

Po 24 hodinach inkubace bun¢k Jurkat se SWCNTs jsme zaznamenali trend,
kdy se zvysujici se koncentraci SWCNTs dochazelo k postupnému snizovani dehydrogenazové
aktivity ubunék, coz je v souladu s vystupem experimentu Hadidi et al., ve kterém autofi
inkubovali bunky Jurkat 24, 48 a 72 hodin s koncentracemi SWCNTS v rozmezi 10-300 pg/mL.
K detekci zivotaschopnosti bunék po 24, 48 a 72 hodinach inkubace byl pouzit test vylouceni
trypanové modii, byla hodnocena bunééna proliferace a pocet Zivotaschopnych bunék byl
stanoven pocitanim bunék v Neubauerové hemocytometru (Hadidi et al., 2012).

Zatimco v naSich experimentech jsme K hodnoceni Zivotaschopnosti bunék Jurkat
po expozici SWCNTs a MWCNTS pouzili WST-1 test, jiné studie detekovali Zivotaschopnost
naptiklad pomoci MTT testu (Davoren et al., 2007; Wu et al., 2013; Zeinabad et al., 2016).

U bungk Jurkat inkubovanych se 100 a 200 pg/mL MWCNTSs jsme zaznamenali pokles
dehydrogenazové aktivity po 24 hodinach inkubace, pii¢emZz po 48 hodinach inkubace
se dehydrogenazova aktivita naopak mirn¢ zvysila. Tento trend byl zaznamenan i v jiném

experimentu, ve kterém inkubovali lymfocyty z periferni krve zdravych darci s MWCNTS
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v koncentraci do 50 pg/mL. Zivotaschopnost bunék byla v této studii stanovena pomoci WST-1
testu. Autofi ale blize nevysvétluji, pro¢ se ve srovnani s 24hodinovou inkubaci
dehydrogenazova aktivita po 48 hodinach inkubace s MWCNTS zvysila (Kim et al., 2016).

Zajimavé je, Ze po 24hod inkubaci bunék Jurkat s MWCNTSs vykazovaly vétsi pokles
dehydrogenazové aktivity, zatimco po 48hodinové inkubaci SWCNTS zpusobily vétsi snizeni
zivotaschopnosti bunék. Pokles intracelularni koncentrace GSH ve srovnani s kontrolnimi
bunkami jsme detekovali u koncentrace 1 a 10 ug/mL MWCNTSs inkubovanych pouze 24 hodin
S bunitkami Jurkat. Zatimco koncentrace v rozmezi 100-500 pg/mL MWCNTs inkubované
s buiikami Jurkat v obou ¢asovych intervalech indukovaly signifikantni depleci intracelularni
koncentrace GSH, coz potvrzuje i studie De Nicola et al., ktefi toxicitu MWCNTSs spojuji
s pfitomnosti velkych agregati (De Nicola et al., 2013). Vyskyt shlukt jsme pozorovali také
ve fazovém kontrastu v piipadé¢ 100 pg/mL. MWCNTs po 48hodinach inkubace s bunikami
Jurkat.

Z nasich vysledkl vyvozujeme, zZe MWCNTS inkubované s buitkami Jurkat zplisobuji vétsi
depleci intracelularni koncentrace GSH zavislou na ¢ase vV porovnani se SWCNTs. Koncentrace
5 10 a 20 pg/mL MWCNTs inkubované 24, 48 a 72 hodin s plicnimi buinkami A549
indukovaly pokles koncentrace GSH detekovaného luminiscenénim testem. Deplece
koncentrace GSH se prohlubovala s narGstajici koncentraci a s ¢asem inkubace. Vystup
z tohoto experimentu se shoduje snami detekovanymi koncentracemi GSH u nizkych
koncentraci MWCNTs (Patel et al., 2012). Vysledky jedné studie ukazaly, ze po 24 hodinach
inkubace bunék s 0,11 mg/mL SWCNTs aMWCNTs, indukovaly vétsi pokles
zivotaschopnosti plicnich bunék A549 pravé MWCNTs ve srovnani se SWCNTs. Zména
zivotaschopnosti bunék A549 byla detekovana testem MTT (Wadhwa et al., 2011). Obecné
z téchto studii vyplyva, ze SWCNTs a MWCNTs ovliviiuji Zzivotaschopnost buné¢k
jiz po 24hodinové inkubaci s riznymi bunénymi liniemi. Nekteré studie uvadéji veétsi
cytotoxicitu MWCNTS v porovnani se SWCNTs (Wadhwa et al., 2011), coz koreluje s nasimi
vysledky dehydogenazové aktivity po 24 hodinach inkubace uhlikovych nanotrubicek
nez MWCNTSs (Jia et al., 2005). Vétsi cytotoxicitu SWCNTs ve srovnani s MWCNTS jsme
zaznamenali pfi detekci dehydrogendzové aktivity bunék Jurkat po 48hodinové inkubaci.

V zavéru nasi prace jsme hodnotili morfologii bun€k Jurkat po expozici vybranym NMs
pod invertovanym mikroskopem ve fazovém kontrastu. Pro posouzeni vlivu NMs na morfologii
bunék pii mikroskopické analyze jsme zvolili koncentrace 10 a 100 ug/mL a inkubaéni doba

byla 48 hodin. Tyto koncentrace jsou nejéastéji testovany Vv souvislosti s cytotoxicitou TiO>
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NPs i uhlikovych nanotrubicek (Gea et al., 2019; Wadhwa et al., 2011; Kim et al., 2016).
Mikroskopické snimky z fazového kontrastu ukazaly rozptyleni NMs mezi bunkami Jurkat
Vv kultivaénim médiu.

Pfi mikroskopickém pozorovani bun€k jsme nepozorovali Zadné vyrazné zmény
v morfologii bunék po inkubaci s TiO, NPs. Zadné vyznamné poskozeni bun&k také nebylo
detekovano WST-1 testem. U kontrolnich bunék jsme pozorovali shluky charakteristické
pro bunécnou linii Jurkat, zatimco u inkubace bunck s NMs se jednalo o samostatné bunky
a shluky nebyly pfitomny. Piedev§im u koncentrace 100 pg/mL TiO2 NPs P25 a rutil byly
bunky Spatné pozorovatelné, jelikoz TiO2 NPs buinky Jurkat piekryvaly. U uhlikovych
nanotrubi¢ek jsme toto pievrstveni bunék nepozorovali. U bunék Jurkat inkubovanych
se 100 ug/mL SWCNTs a MWCNTSs jsme pozorovali mirné poskozeni bun¢k, coz koreluje
s vysledky dehydrogenazové aktivity, ktera byla snizend ve srovnani s kontrolnimi bunikami.
SWCNTs a MWCNTSs muizou pii kultivaci tvofit vétsi ¢i mensi shluky kvuli jejich geometrii
a hydrofobnimu povrchu. Tvorba takovychto shlukii muze ovlivnit jejich cytotoxicitu
(De Nicola et al., 2013; Wick et al. ,2007).

Jestlize na zavér porovname Vvliv TiO2 NPs (P25 a rutil) a uhlikové nanotrubicky (SWCNTs
a MWCNTS) na bunky Jurkat, vétsi cytotoxické Gi¢inky jsme zaznamenali v piipadé uhlikovych
nanotrubicek, coz mlze byt zplsobeno jejich odliSnym tvarem ve srovnani s nanoc¢ésticemi.
V této chvili nejsou studie zabyvajici se soucasné porovnanim cytotoxicity nanocastic
a nanotrubi¢ek na bunikach Jurkat, a proto je mozné diskutovat jejich cytotoxicitu na jinych
bunéénych liniich. Ve studii porovnavajici zaroven TiO2 NPs ve smési rutil a anatas a uhlikové
nanotrubi¢ky dosli autofi k zavéru, Ze oba testované nanomateridly inkubované s plicnimi
nanotrubi¢ek indukovala vyrazngjsi poskozeni DNA nez TiO2 NPs (Karlsson et al., 2008).
V dalsi studii porovnavajici anorganické NPS, do kterych zahrnuli TiO, NPs, a MWCNTSs
autofi také pouZili plicni bunky A549. Cytotoxicita nanomaterialii na buiikdch A549 byla
hodnocena po 6 a 24 hodinach inkubace pomoci testu MTT. Vysledky studie ukazaly vétsi
cytotoxicitu indukovanou MWCNTS ve srovnani s NPs, coz je v souladu s nasimi ziskanymi
vysledky (Simon-Deckers et al., 2008).
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Cilem diplomové prace byla optimalizace denzit kultivace suspenzni bunééné linie Jurkat
pro testovani toxicity nanomateriala, dale testovani vybranych NMs za ucelem zjisténi jejich
mozné cytotoxicity ve vztahu k jejich koncentraci a dobé inkubace. K charakterizaci toxického
ucinku jsme vyuzili bioanalytické a mikroskopické metody.

Pro testovani jsme zvolili TiO2 nanocastice (P25 a rutil) a uhlikové nanotrubicky (SWCNTs
a MWCNTS) v rozmezi koncentraci 0-500 ug/mL. VSechny experimenty jsme hodnotili po 24
a 48 hodinach inkubace bunék Jurkat s NMs.

Pii testovani cytotoxicity jsme detekovali, ze TiO2 NPs P25 a rutil o koncentraci vétsi
nez 10 pg/mL snizuji koncentraci hlavniho bunééného antioxidantu GSH, ale zZadna testovana
koncentrace nema statisticky vyznamny vliv na zivotaschopnost bun¢k Jurkat. TiO> rutil NPs
zpusobuji ve vyssich koncentracich vétsi depleci intracelularniho GSH nez TiO2 P25 NPs.

SWCNTs a MWCNTs zptisobuji pokles Zivotaschopnosti bunék Jurkat jiz 0 koncentraci
100 pug/mL a vyssi. Po 24 hodinach inkubace buné¢k s koncentracemi 10-500 ug/mL MWCNTSs
jsme detekovali signifikantni pokles intracelularni koncentrace GSH, zatimco po 48hodinové
inkubaci jsme zaznamenali statisticky vyznamny pokles pouze u koncentraci 100 az 500 ug/mL
MWCNTSs. Vétsi depleci intracelularniho GSH indukovaly MWCNTS v porovnani
se SWCNTSs.

Zavérem lze shrnout, ze SWCNTs a MWCNTSs vyvolaly vétsi cytotoxicky efekt na bunkach

vvvvvv

a intracelularni koncentraci glutathionu ve srovnani s inkubaci s nanocasticemi TiO2 P25 a rutil.
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