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SOUHRN

Plicni toxicita je termin pro jakékoliv Skodlivé ucinky, ke kterym dochazi
pfi vstupu cizorodé latky do dychacich cest. Nanomaterialy jsou stale Castéji
aplikovany zejmeéna v oblasti mediciny, energetiky, elektrotechniky, stavebnictvi,
zivotniho prostfedi, kosmetiky a dalSich. Nanomaterialy pak mohou diky své
reaktivité potencialné vést k toxicité v dusledku Skodlivych interakci s burikami.
Cilem této prace proto bylo optimalizovat stanoveni buné&cné viability
a glutathionu ke studiu toxicity in vitro. Zavedené metody jsme pak dale vyuzili
pfi studiu pfipadného toxického wvlivu ruznych typu nanomateriall oxidu
kfemicitého v podminkach in vitro.

K optimalizaci stanoveni viability bunék, koncentrace glutathionu
a testovani toxicity nanomateriald jsme pouZili buné€nou linii adenokarcinomu
lidskych plic A549. Vliv nanovliaken na viabilitu bunék jsme posuzovali v zavislosti
na jejich koncentraci a dobé inkubace. Zménu Zivotaschopnosti bunék
po expozici hanoviaken jsme hodnotili WST-1 testem. Fluorometrickou detekci
pomoci fluorescencni sondy monochlorobiman jsme pouZili k detekci
intracelularniho antioxidantu glutathionu. PoSkozeni mitochondrii jsme sledovali
pomoci fluorescenéni sondy JC-1 za pouziti fluorescencni mikroskopie.

Bunky A549 jsme inkubovali 0, 1, 4 a 24 hodin s nanoviakny o rizné
koncentraci. Z vysledkd WST-1 testu vyplyva, Ze toxicita nanoviaken stoupa
s rostouci koncentraci nanoviaken a dobou inkubace. Koncentrace glutathionu
se snizila nejvice po inkubaci bunék A549 s nanoviakny o nejvysSi koncentraci.
K poklesu potencialu mitochondrialni membrany také doSlo v zavislosti
na rostouci koncentraci nanoviaken po 24 hodinach inkubace.

KLICOVA SLOVA:

A549, plicni toxicita, viabilita, glutathion, mitochondrialni membranovy potencial,

nanomaterialy, nanocastice, nanovlakna.



SUMMARY

Pulmonary toxicity is the term for any adverse health effects that occur
when an exogenous substance enters the respiratory tract. Nanomaterials are
increasingly being applied mainly in the fields of medicine, energy, electrical
engineering, construction, the environment, cosmetics and others. Nanomaterials
can potentially lead to toxicity due to their reactivity and adverse interactions
within cells. The aim of this work was therefore to optimize the assay of cell
viability and glutathione to study in vitro toxicity. We then used the introduced
methods to study the potential toxic effects of different types of silica
nanomaterials under in vitro conditions.

To optimize cell viability, glutathione concentration and nanomaterial
toxicity testing, we used the human lung adenocarcinoma cell line A549.
The influence of nanofibers on cell viability was assessed in relation to their
concentration and incubation time. The change in cell viability after exposure
of nanofibers was evaluated by the WST-1 test. Fluorometric detection using
the monochlorobimane fluorescent probe was used to detect the intracellular
glutathione antioxidant. Damage of mitochondria was monitored using
a fluorescent probe JC-1 using fluorescence microscopy.

Cells A549 were incubated for 0, 1, 4, and 24 hours with nanofibers
at various concentrations. The results of the WST-1 test showed that the toxicity
of nanofibers increases with the increasing concentration of nanofibers
and the incubation time. The concentration of glutathione decreased the most
after incubation of A549 cells with the highest concentration of nanofibers.
The decrease in the mitochondrial membrane potential also occurred in relation
on the increasing concentration of nanofibers after 24 hours of incubation.

KEYWORDS:

A549, pulmonary toxicity, viability, glutathione, mitochondrial membrane

potential, nanomaterials, nanoparticles, nanofibers.
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1. UVOD

Plice jsou velmi Castym cilem pro toxické plsobeni Siroké Skaly latek
pfedevSim kwuli jejich velké kontaktni ploSe a rozsahlé vaskularizaci. Jako
vhodny model pro studium funkce alveolarniho epitelu plic a cytotoxicity byla
vytvofena a charakterizovana in vitro bunécna linie A549 adenokarcinomu
lidskych plic.

Nanomaterialy jsou Castice o velikosti, ktera se pohybuje vfadech
nanometru. Plicni toxicita indukovana inhalovanymi nanomaterialy je vyznamnym
problémem. Rychly narist ve vyrob& nanomateriald vyzaduje zajistit kontrolu
a ochranu proti jejich potencialné nepfiznivym uc€inkim na lidské zdravi, které
mohou nastat béhem jejich vyroby nebo pouZivani. Linie A549 je jednou
z popularnich buné&nych linii pravé v toxikologickych studiich riznych druh
nanomateriald.

Vysoka reaktivita nanomateridld muZe potencialné vést k toxicité
v dusledku Skodlivych interakci s biologickymi systémy. Nanocastice a obecné
nanomaterialy mohou zvySovat produkci reaktivnich forem kysliku i dalSich

oxidantl a zapficifiovat tak oxidacni stres.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Bunécné linie

Nadorové a imortalizované bunécné linie asto nahrazuji primarni bunky
ve vyzkumu. Nabizeji nékolik vyhod, napf. jsou nakladové vyhodnéjsi, snadno
pouzitelné, poskytuji neomezené mnozstvi materialu a obchazeji etické obavy
spojené s pouzitim zvifecich nebo lidskych tkani. Bunécné linie také produkuji
Cistou populaci bunék a mohou tak poskytovat konzistentni vzorek
a reprodukovatelné vysledky (Kaur, Dufour, 2012).

Bunécné linie by se mély svymi funkénimi vlastnostmi co nejvice blizit
primarnim burikdm. Pfi genetické manipulaci s buné&nymi liniemi muze byt
pozménén jejich fenotyp, pfirozené funkce a schopnost reagovat na podnéty.
Dlouhodobé pasazovani buné&tnych linii muze tedy vést ke genotypove
a fenotypové variabilité. Geneticky drift, neboli nahodné zmény vgenomu,
mohou také zpusobit heterogenitu v bunéénych kulturach. Proto experimenty
s buné&énymi liniemi mohou vykazovat ruzné vysledky (Kaur, Dufour, 2012;
Geraghty et al., 2014).

PIné pochopeni vyhod a nedostatkd bun&Cnych linii je nezbytné proto, aby
vyzkumnik ziskal maximalni uzitek z jejich pouziti (Gazdar et al., 2010). Bunécné
linie se vyuzivaji pfedevsim pfi testovani metabolismu a cytotoxicity I1éka, vyrobé
vakcin a protilatek, studiu funkce genl a syntéze biologickych molekul, napf.
terapeutickych proteinu (Kaur, Dufour, 2012).

2.1.1 Bunécna linie adenokarcinomu lidskych plic A549

V roce 1972 byla vytvofena a charakterizovana in vitro bunécna linie
adenokarcinomu lidskych plic A549 (obr. 1), ktera se stala vhodnym modelem
pro studium funkce alveolarniho epitelu. Tato kultura byla ziskana z karcinomu
plic 58letého muze. Bunky A549 vytvareji konfluentni monovrstvy, které maji
charakteristickou morfologii, ktera odpovida pneumocytim typu Il a po obarveni
kyselinou tfislovou lze nalézt typicka lamelarni téliska. Buriky vyzaduji ke své
kultivaci zakladni buné€né meédium, 10 % fetalniho bovinniho séra a nékteré

dalSi suplementy. Bunky se kultivuji pfi 37 °C a 5 % CO2 (Foster et al., 1998;
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Soto-Pantoja et al., 2009). Doba potfebna ke zdvojnasobeni populace téchto
bunék je pfiblizné 22 hodin (Changa et al., 2011).

Bylo dokazano, Ze bunécna linie A549 vykazuje stalé metabolické
a transportni viastnosti s pneumocyty typu Il vyskytujicimi se in vivo. Monovrstvy
pneumocytu typu Il zcela nenapodobuji plicni epitel, kde spoleéné koexistuji
bunky typu | a Il, mohou ale i pfesto byt uziteCné pro studium mechanismu
transportu |éCiv plicni cestou. Schopnost endocytézy a lokalizace systému
cytochromu P450 bunék A549 jsou pfevazné shodné s pneumocyty typu Il
Nedostate¢na vzajemna konfluence bunék linie A549 mulZe omezovat jeji
uzite€nost pfi studiu transportu nizkomolekularnich 1€k a xenobiotik (Foster
etal., 1998).

Obr. 1: Charakteristicka morfologie bunécné linie A549. Fazovy kontrast, zvétSeni A: 200x,
B: 400x.

VétSina studii s bunkami A549 zahrnuje kratkodobou kultivaci
proliferujicich bunék. Byl testovan pfedpoklad, Ze kultivacni podminky, které
snizuji proliferaci bunék A549, by mohly vice podporovat jejich diferenciaci blize
fenotypu primarnich alveolarnich pneumocytu typu Il. Byl zkouman rist bunék
A549 v rlznych médiich pfi dlouhodobé Kkultivaci. Analyzy ukazaly, Ze
dlouhodob4 kultivace v Hamové F12 médiu zpUsobila modulaci gent bunééného
cyklu, coz vedlo k populaci bunék se zvySenou regulaci autofagicke,
diferenciatni a lipidogenni drahy. To naznacuje charakter primarnich
alveolarnich pneumocytd typu Il a vyvoj multilamelarnich télisek. Transmisni
elektronova mikroskopie také potvrdila expresi multilamelarnich télisek

v diferencovanych burikach A549 (obr. 2). Tato prace mimo jiné definuje fadu
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podminek pro podporu diferenciace bunék A549, které mohou byt uziteCné
pro studie s touto buné&c€nou linii (Cooper et al., 2016).

Obr. 2: Elektronové snimky zobrazujici expresi multilamelarnich télisek v bunnkach A549
po 11 dnech (C) nebo 21 dnech (D) kultivace v Hamové F12 médiu. Lipidy (Lb), mitochondrie
(m), jadra (n) a multilamelarni téliska (MLB). Méfitko = 1000 nm (Cooper et al., 2016).

2.1.2 DalSi vybrané linie plicnich bunék

Existuje velké mnozstvi bunécCnych linii pochazejicich z lidskych
malobunéénych a nemalobunétnych karcinomu plic. Nadory plic jsou obecné
rozdéleny do C&tyf histopatologickych podtypu, tj. adenokarcinom, karcinom
skvamoznich bunék, velkobunéCny karcinom a malobunéCny karcinom.
Nadorové bunécné linie jsou Siroce rozSifeny a pouzivany védeckou komunitou
po celém svété a vyznamné se podilely na vyzkumu nadoru plic. Mezi nadorové
bunécné linie plic jsou zafazeny kromé A549 také bunécné linie napf. LK-2,
LU-65 a RERF-LC-MA (Gazdar et al., 2010, Watanabe et al., 2010).

Mezi nejznaméjsi bunécéné linie plic pochazejici z normalni tkané se fadi
napfiklad bunécné linie MRC-5, MRC-9 a WI-38 (Wu et. al, 2005; Wadman,
2013). Buniky WI-38 se staly prvnimi nenadorovymi lidskymi burikami, které byly
k dispozici védeckym pracovnikim a pramyslu v téméF neomezeném mnozstvi.
V disledku toho se staly nejvice popsanymi a studovanymi normalnimi lidskymi
bufikami dostupnymi dodnes. Vakciny vyrobené pomoci bunék WI-38
imunizovaly miliony lidi napfiklad proti zardénkam, vztekling, adenovirdm nebo
spalnickam (Wadman, 2013). V tabulce ¢€. 1 je uveden prehled nadorovych
a nenadorovych lidskych bunécnych linii plic. Nadorové bunécéné linie jsou zde
rozdéleny do Ctyf histopatologickych podtypl (Watanabe et al., 2010).
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Tab. 1: Prehled bunéénych linii plic (Upraveno dle: Bookman et al., 1983; Fujita et al., 1997;
Landsiedel et al., 2014; Lewinski et al., 2008; Wadman, 2013; Watanabe et al., 2010, Wu et. al,
2005).

Nazev Bunécny typ Histopatologicky podtyp
Nadorové bunécné linie
A549 Epitel Adenokarcinom
LK-2 Skvamozni bunky | Karcinom skvaméznich bunék
LU-65 - Velkobuné&ny karcinom
RERF-LC-MA - Malobuné&ény karcinom
Nenadorové bunécné linie
BEAS-2B Epitel -
IMR-90 Fibroblast -
MRC-5 Fibroblast -
MRC-9 Fibroblast -
WI-38 Fibroblast -

2.2 Plicni toxicita

Plicni toxicita je termin pro jakékoliv nepfiznivé ucCinky pro zdravi,
ke kterym dochazi pfi vstupu cizorodé latky do dychacich cest (Roman, 2015).
Plice jsou ¢astym cilem pro toxické pusobeni riznych latek, pfedevsim kwuli jejich
velké kontaktni ploSe. Mohou byt i mistem pro metabolizovani mnoha latek. Léky
mohou indukovat specifické reakce vrespiracnim traktu, nebo mohou byt
soucasti generalizované reakce organismu (Schwaiblmair et al., 2012).

Mnoho Iéku je spojeno s plicnimi komplikacemi raznych typu, véetné
intersticialnich zanétd, fibréz, bronchospazm, plicnich edémua a pleuralnich
vypotkd. Mezi léky, které vyvolavaji intersticidlni onemocnéni plic, se fadi
napfiklad chemoterapeutika, antibiotika, antiarytmika a imunosupresiva.
K poskozeni plic muze dojit dvéma rdznymi cestami. Poranéni alveolarnich
a bronchialnich epitelovych bunék muaze byt zplsobeno inhalaci Iéku nebo
transportem léku vaskularnim systémem (Schwaiblmair et al., 2012).

Kyslik je jednim z nejrozSifenéjSich pouzivanych terapeutickych latek
na svété. Toxicita kysliku vznika dusledkem trvalé expozice plic zvySenym
hladinam kysliku pfi normalnim atmosférickém tlaku. Mechanismem uc€inku
hyperoxie je tvorba kyslikovych volnych radikald. Ty maji jeden nebo vice

neparovych elektronu, coz je €ini velmi nestabilni. NaruSeni stability oxidacni
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a antioxida¢ni rovnovahy je dulezité v patogenezi akutniho poSkozeni plic
a syndromu akutni respiracni tisné (Thomson, Paton, 2014).

Amiodaron je jodovany derivat benzofuranu a patfi mezi nejvice
predepisovana antiarytmika. Navzdory tomu je jeho uzivani spojeno se
systémovymi vedlejSimi uCinky. Plicni toxicita byva obvykle popsana v souvislosti
s jeho chronickym uzivanim. Pfiinou cytotoxicity amiodaronu mize byt diky jeho
lipofilni povaze akumulace v membranové fosfolipidové dvojvrstvé, ¢imz
narusuje funkci bunék. Navic amiodaron podporuje produkci reaktivnich forem
kysliku prostfednictvim pfenosu elektronu na kyslik. Pfedpoklada se, Ze riziko
vyvoje plicni toxicity mize byt zvySené kwili afinité amiodaronu k vysokym
koncentracim kysliku (Fadahunsi, Krol, 2014).

Plicni toxicita indukovana inhalovanymi nanomaterialy je vyznamnym
problémem (Vlachogianni et al., 2013). Rychly narust ve vyrobé& nanomateriall
vyZaduje zajistit kontrolu a ochranu proti jejich potencialné nepfiznivym ucinkim
na lidské zdravi, které mohou nastat b&éhem vyroby nebo pouzivani (Shvedova
et al., 2009).

2.2.1 Bunécna linie A549 a studium toxicity

Reaktivni formy kysliku se podileji na riznych plicnich onemocnénich tim,
Ze zpusobuji pfimé poskozeni plicniho epitelu. Z tohoto davodu je asto zkouman
vliv oxidacniho stresu za pouziti napfiklad tert-butylhydroxyperoxidu na bunkach
A549. Oxidant tert-butylhydroxyperoxid o koncentraci 12,5 yM po 4 hodinach
zpusobil dvakrat vySSi uvolnéni interleukinu-8 zbunék A549 ve srovnani
s kontrolnimi bunikami (Brown et al., 2007).

Z meziproduktl S-adenosylmethioninu a S-adenosylhomocysteinu se
syntetizuji postupné transmetylaci a transsulfuraci methionin, homocystein
anasledné i glutathion. Oxidaénim stresem zplsobené zmény poméru
S-adenosylmethioninu a S-adenosylhomocysteinu mohou vést k chybam
v metylaci s negativnimi ac€inky na rast, viabilitu bunék a jiné metabolické
procesy. Hladiny téchto dvou meziproduktl se v burikach A549 snizily podobné
po jedné hodiné vzavislosti na koncentraci peroxidu vodiku nebo
tert-butylhydroxyperoxidu. Vysledky ukazaly, ze bunky A549 uvolnily vysoké
hladiny S-adenosylmethioninu pravdépodobné jako adaptivni reakci na zvySeny
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oxidacni stres, i kdyZ byl substrat methionin pro tvorbu S-adenosylmethioninu
vyCerpany (Panayiotidis et al., 2009).

Jednou z nejvice studovanych reaktivnich forem kysliku (ROS — Reactive
oxygen species) spojenych s karcinomem plic je peroxid vodiku. Peroxid vodiku
mUze poskozovat jadernou i mitochondrialni DNA, zvySovat expresi bunéénych
adhezivnich molekul, zvySovat aktivitu p53 a dalSich transkripénich faktoru, které
zapfricinuji apoptdézu nadorovych bunék. Bylo zjiSténo, Ze koncentrace peroxidu
vodiku nad 100 yM ma pro bunky A549 cytotoxicky a genotoxicky ucinek
zpUsobujici poSkozeni DNA a vyvolava katalytickou aktivitu komplexu DNA
topoizomerasy (Vilema-Enriquez et al., 2016).

Nemalobunéény karcinom plic zahrnuje skupinu nadoru, ktera Spatné
reaguje na chemoterapeutika. Cis-diaminodichloroplatina (Il) (cis-DDP) se fadi
mezi Casto pouzivana chemoterapeutika (Sarin et al., 2017). Analogem cis-DDP
s pfiznivéjSim ucinkem viuc€i nomalnim burikam a lepSi protinadorovou aktivitou
je komplex cis-bis(3-aminoflavon)dichloroplatina (Il) (cis-[Pt(AF)2Clz2]) (Kosmider
et al., 2004).

(B)

Obr. 3: Chemicka struktura cis-DDP (ll) (A) a cis-[Pt(AF)2Cl;] (B) (Prevzato z Kosmider et al.,
2004).

18



Ziskané vysledky prokazaly, Ze komplex cis-[Pt(AF)2Cl2] indukoval
apoptézu a nekrézu a snizoval viabilitu bunék A549 vice nez cis-DDP, coz
naznacuje, ze by mohl byt potencialnim chemoterapeutikem. Hodnoty ICso
po 24 hodinach byly navrzeny jako 23 pM pro cis-[Pt(AF)Cl2] a 5 pM
pro cis-DDP. Hodnota ICso znaCi koncentraci testovaného toxinu, ktera inhibuje
rist bunék na 50% hranici ve tfech nezavislych experimentech (Kosmider et al.,
2004).

Uginnost chemoterapie karcinoml na bazi cis-diaminodichloroplatiny (1)
je omezena vyskytem vrozenych a ziskanych rezistenci vaéi témto Iékim.
Za ucCelem lepSiho pochopeni zakladnich mechanismi ziskané cis-DDP
rezistence byla porovnana bunéc¢né linie adenokarcinomu plic A549 a jeji podtyp
A549'CDDP?°%, ktera je odolna k uginku cis-DDP (Sarin et al., 2017).

Cis-DDP u rezistentnich bunék A549 neindukovala zastavu bunécného
cyklu, a naopak byla snizena apoptoza ve srovnani s kontrolnimi burikami A549.
Tyto rozdily byly doprovazené zménami v expresi proteinl, které se podileji
na poskozeni DNA. V bunkach A549 vedla expozice cis-DDP k vySSi expresi
proteinl zprostfedkujicich zastavu buné&fného cyklu a apoptézu. Tyto nalezy
naznacuji, ze ziskana rezistence bunék nemalobunécného karcinomu plic vici
cis-DDP je dusledkem zménéné signalizace vedouci ke snizeni zastavy
bunécného cyklu a apoptdzy (Sarin et al., 2017).

2.3 Nanomaterialy a toxicita

Nanotechnologie jsou povazovany za jedny z kliCovych technologii
21. stoleti. Zahrnuji manipulaci a aplikaci se zkonstruovanymi ¢asticemi nebo
systémy velmi malych rozmérl (Arora et al., 2012). NanocCastice (NPs —
Nanoparticles) jsou podle standardni definice Castice s délkou, ktera se pohybuje
od 1 do maximalné 100 nanometrli v alespon jednom ze 2D nebo 3D rozmér(
(Lewinski et al., 2008).

Nanotoxikologie byla navrzena jako nové odvétvi toxikologie k feSeni
mezer ve znalostech o nanomateridlech a jejich moznych nepfiznivych
zdravotnich u€inkd. Nanotoxikologie zahrnuje fyzikalné chemické determinanty,
zplsoby expozice a biodistribuce, molekularni determinanty, genotoxicitu
a regulaci u¢inkd a pouziti nanomateriall (obr. 4) (Arora et al., 2012).
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Obr. 4: Komplexni souhrn otazek tykajicich se toxicity nanomaterialt (Prevzato z Arora
etal., 2012).

2.3.1 Mechanismus toxicity indukovany nanomaterialy

Biologické a toxické viastnosti nanomaterialt (NMs — Nanomaterials) jsou
zavislé na jejich fyzikalné chemickych vlastnostech, velikosti, tvaru,
kontaminujicich latkach, aglomeraci, rozpustnosti, hydrofobnich viastnostech,
povrchovém naboji a povrchové funkcionalizaci. Vysoka reaktivita nanomaterialt
muze potencialné vést k toxicité v dusledku Skodlivych interakci s biologickymi
systémy a Zivotnim prostfedim. Jakékoliv pouziti NMs in vivo znamena dukladné
pochopit kinetiku a toxikologii Castic, zajistit komplexni informace o jejich
bezpecnosti a potencialnim nebezpeCi (Arora et al., 2012).

Kwili malé velikosti se NPs snadno dostavaji do lidského téla, prekracuji
biologické bariéry a mohou pronikat do citlivych organd. Pfredpoklada se, ze NPs
o velikosti mensi nez 10 nm pusobi podobné jako plyn a mohou snadno vstoupit
do lidskych tkani a narusit biochemické prostredi bunky (Bahadar et al., 2016).

NPs mohou zvySovat produkci reaktivnich forem kysliku i dalSich oxidantu
a zapfiCinovat tak oxidacni stres (obr. 5). ROS vznikaji po internalizaci NPs
v mitochondriich nebo po vyCerpani antioxidantl v burice. Po expozici NPs je
nadmérna produkce ROS schopna indukovat oxidacni posSkozeni a preruSeni
fetézce DNA, denaturaci proteinli, peroxidaci lipidd a mutagenezi. Dale mohou
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zpusobit poSkozeni mitochondrialni membrany, nekrézu a apoptézu. Stimulace
zprostiedkovana oxidacnim stresem téchto bunéfnych mechanismld vede
k transkripci gent odpovédnych za fibrézu, epitel-mezenchymalni prfechod
a karcinogenezi (Manke et al., 2013; Vlachogianni et al., 2013).

_ DNA damage

Lipid peroxidation \

o )

.". / \ TNF-a, IL-16, IL-13, TGE-B
b '
Multinuclei formation

p38-MAPK, NFxB
EMT deposition

=

Obr. 5: Oxidacni stres jako mechanismus toxicity nanocastic. TNF-a (Tumor Necrosis
Factor-a — tumor nekrotizujici faktor-a), IL-1B (Interleukin-183), IL-13 (Interleukin-13), TGF-§
Transforming Growth Factor- — transformujici rastovy faktor-B), p38 MAPK (p38 Mitogen
Activated Protein Kinase — p38 mitogenem aktivovana proteinkinasa, NF-kB (Nuclear Factor-kB
— nuklearni faktor-kB), ETM (Epithelial-Mesenchymal Transition — epitel-mezenchimalni tranzice)
(Prevzato z Manke et al., 2013).

Cancer Inflammation

V bunce existuje uzka souvislost mezi oxidacnim stresem a vyvolanim
zanétlivé odpovédi. Fagocyty v€etné neutrofill a makrofagd generuji masivni
mnozstvi ROS pfi neuplné fagocytdoze NPs prostfednictvim enzymatického
systému NADPH-oxidasy. NPs-indukovana produkce ROS spousti zanétlivou
kaskadu exprese chemokini a cytokinl. Exprese je zprostiedkovana aktivaci
bunécnych signalizaCnich cest, tzn. aktivaci tyrosinkinasového receptoru
mitogenem aktivované proteinkinasy (MAPK) a nuklearniho faktoru-kB
(NF-kB)(Manke et al., 2013).



Povrchova uprava a rozpustnost NPs mohou snizovat nebo zesilovat miru
jejich toxického efektu (Arora et al., 2012). Rozpustnost nanomateriall ovliviiuje
také jejich perzistenci a clearance v organismu. Hafe rozpustné NPs, které jsou
ukladany vdolni ¢asti respiracniho traktu, mohou pfi malych davkach sekundarné
indukovat zanétlivée poSkozeni tkané. Vysoce perzistentni NPs s nizkou toxicitou
mohou byt vy$Si zatézi pro tkan plic a zpusobovat vyraznéjsi poSkozeni nez velmi
toxické NPs s nizkou persistenci (Landsiedel et al., 2014).

V jedné studii byly testovany nanocCastice a nanotrubice o rdznych
velikostech na tfech bunécnych liniich. Toxicita NMs byla proménliva na zakladé
typu bunky a zavisla na slozeni a velikosti NMs. Kromé toho expozice NMs vedla
k intracelularnim reakcim podminénym typem bunky. Makrofagy byly napfiklad
podstatné vice nachylné toxickému ucinku NMs nez fibroblasty (Sohaebuddin
et al., 2010).

Predpoklada se, ze nanocastice mohou potencionalné zplsobovat akutni
respiracni onemocnéni nebo karcinom plic (Vlachogianni et al., 2013). Studie
na lidech a zvifatech prokazaly, Ze po inhalaci a ustni expozici jsou NPs
distribuovany kromé plic a gastrointestinalniho traktu i do jater, srdce, sleziny,
mozku a kize. Aby doSlo k vylou€eni NPs z téla, musi byt aktivovany slozky
imunitniho systému. Pfedpokladany polo€as rozpadu NPs v lidskych plicich je
pfiblizné 700 dni, coz pfedstavuje stalou hrozbu pro dychaci systém. Béhem
metabolizovani jsou nékteré NPs hromadény v jatrech (Bahadar et al., 2016).

2.3.2 Vyznam a aplikace nanomaterialt

Narustajici vyzkum nanotechnologie vedl k identifikaci mnoha jedine¢nych
vlastnosti nanomaterialq, tj. zlepSené magnetické, katalytické, optické, elektrické
a mechanické vlastnosti ve srovnani s obvyklymi produkty ze stejného materialu
(Arora et al., 2012). Nanomaterialy jsou aplikovany zejména v oblasti energetiky,
elektrotechniky, stavebnictvi, Zivotniho prostfedi, mediciny, kosmetiky a dalSich
(Shvedova et al., 2009). Na rozdil od extrémné malych rozmérd maji
nanomaterialy vysoky pomér povrchu k objemu, ktery je Cini vysoce reaktivni.
Lidé jsou vystaveni jejich pasobeni pfimo nebo nepfimo (Arora et al., 2012).

VyuZziti nanomaterialt v biomedicinské oblasti je zejména jako transportni

systémy pro léky, biosenzory, nebo jako kontrastni latky pro zobrazovaci techniky
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(Bayford et al., 2017). Vzhledem k malé velikosti mohou byt nanocastice velmi
uziteCné v onkologii, zejména v zobrazovacich technikach. Lai (2015) pouzival
zlaté NPs také jako multimodalni zobrazovaci agens pro mozkovy gliom u mysi.
Diky NPs identifikovali primarni gliom, sledovali vyvoj gliomu v ¢ase a odhalili
podrobnosti o mikrocévach nadoru (Lai et al., 2015).

Pokrok v nanotechnologii pomaha v 1éCbé Parkinsonovy a Alzheimerovy
choroby, tuberkulézy, v operacni stomatologii, chirurgii, tkafiovém inZenyrstvi
atd. NanoléCiva mohou byt pouzita i k detekci nemoci v mnohem ranégjSich fazich
v porovnani ke standardnim postupum (Nikalje, 2015). Aplikace tykajici se léCiv
zahrnuje zamérné pfimé poziti nebo injekci nanocastic do téla. Zviasté
pro biomedicinské ucCely in vivo je toxicita rozhodujicim faktorem pfi hodnoceni
jejich potencialu. Povrch nanocastic pro zobrazovaci technologie a podavani |ékl
je Casto zamérné modifikovan biokonjugaty, tj. DNA, proteiny a monoklonalnimi
protilatkami specifickymi pro konkrétni buriky (Lewinski et al., 2008).

Modifikace povrchu nanocastic polyethylenglykolem (PEG) je bézné
vyuzivany pfistup pro zlepSeni uc€innosti podavanych léku a gena do cilovych
bunék a tkani. Inertni polymer PEG chrani povrch nanocastic pfed agregaci,
opsonizaci, fagocytézou a prodluzuje Cas jejich systémové cirkulace. PEG mize
zlepSit pranik nanomaterialt biologickymi bariérami, v€etné redukce interakci
s extracelularni matrici, buné€nou bariérou a biologickymi tekutinami, coz vede
k lepSimu transportu IéCiva (Suk et al., 2016).

Jednim z nejCastéjSich uplatnéni magnetickych nanocastic, které jsou
sloZzeny z magnetického jadra opouzdifeného organickou latkou nebo polymerem,
je pouziti jako magneticky vektor. Nanocastice oxidu zelezitého s lékem nebo
nukleovymi kyselinami mohou byt distribuovany na cilené misto pomoci vnéjsiho
magnetického pole. Dale jsou aplikovany napfiklad v diagnostice pomoci
magnetické rezonance nebo potencionalné jako tepelné mediatory v [éCbé
nadort metodou hypertermie (Filippousi et al., 2014).
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2.3.3 Prehled nanomaterialti a jejich toxicity

Do dnesni doby bylo vyvinuto nékolik druhl nanostruktur. RozliSujeme
nanotrubice, nanoviakna, nanokrystalické, sférické a dendritické agregované
nanomaterialy, kvantové teCky, kovové nanocastice atd. (obr. 6) (Pandey,
Prajapati, 2018). Lze je rozdélit do dvou velkych skupin, tj. nanoCastice na bazi

kovu a NMs z nekovovych materidla (Bahadar et al., 2016).
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Obr. 6: RUzné typy nanocéastic (Prevzato z Richards et al., 2017).

2.3.3.1 Nanocastice na bazi kovu

Nanocastice na bazi oxidu hliniku se vyuzivaji hlavné pfi vyrobé polymera,
barev, ochrannych wvrstev, textilii, kosmetiky a v biomediciné (Bahadar et al.,
2016). Radziun (2011) potvrdil schopnost NPs oxidu hlinitého proniknout pres
membrany bunék. Navzdory tomu nedoslo k vyznamnému snizeni viability bunék
v testovaném rozmezi koncentraci (Radziun et al., 2011). Bylo zjiSténo, Ze
akumulace a toxicita NPs hydroxidu hlinitého je silngjSi vzhledem k jeho nizké
stabilité a pritomnosti hydroxylové skupiny ve srovnani s NPs oxidu hlinitého
(Park et al., 2016).

Na zakladé vysokého vyuziti NPs oxidu zineCnatého v mnoha oblastech je
vystaveni Clovéka témto NPs velmi Casté (Bahadar et al., 2016). Rozpusténé
ionty Zn?* mohou pronikat do mitochondrii, kde mohou zpusobit dysfunkci
mitochondrii a apoptdézu (Landsiedel et al., 2014). Bylo také zjisténo, Ze tvar
téchto nanocCastic ovlivhuje jejich toxicitu. Sférické nanocastice vyvolavaly mirné

silngjSi cytotoxicitu nez nanocastice ve tvaru listu (Heng et al., 2011).

24



Nanocastice oxidu titaniCitého maji Sirokou Skalu pouZiti pfi vyrobé barev,
papiru, podlahovych krytin, dezinfekCnich pfipravcich a v kosmetice (Pandey,
Prajapati, 2018). U imunitnich bunék byla pozorovana vyznamna toxicita NPs,
zejmeéna v koncentraci vySSi nez 100 ug/ml (Xiong et al., 2013).

Stfibrné nanoc¢astice (Ag-NPs) jsou nejvice vyuzivanymi NPs v pramyslu
z duvodu jejich antimikrobidlnich, optickych, katalytickych a dezinfekénich
viastnosti (Pandey, Prajapati, 2018). Vstupuji do lidského téla rGznymi zpusoby
a akumuluji se napfiklad v plicich, sleziné, ledvinach, jatrech a mozku (Bahadar
et al., 2016). Byl vytvofen model hematoencefalické bariéry pomoci trojité
kokultury primarnich krysich mozkovych mikrovaskularnich endotelovych bunék,
pericytl a astrocytld. Po expozici Ag-NPs po dobu 24 hodin byla permeabilita
hematoencefalické bariéry vyznamné zvySena a exprese proteinl tésnych spoju
byla snizena. Bylo pozorovano také smrsténi mitochondrii, zvySena vakuolizace,
rozvoj endoplazmatického retikula v astrocytech. Tyto vysledky upozoriuji
na vyznamnou neurovaskularni toxicitu indukovanou v pfitomnosti Ag-NPs (Xu
etal., 2015).

Zlaté nanocCastice maji velmi unikatni fyzikalné chemické vlastnosti.
Tzv. ,nanoshells® jsou nanocastice skladajici se z dielektrika, které je obklopeno
tenkou kovovou kryci vrstvou s optickymi vlastnostmi. Typicky jsou zlaté
,nanoshells® slozeny z jadra oxidu kfemicitého pokrytého ultratenkou kovovou
zlatou vrstvou. Disponuji optickymi rezonan¢nimi vlastnostmi plazmonu. Jsou
vyvinuty pro aplikace v zobrazovacich technikach a fototermalni terapii rakoviny.
In vitro toxikologicky screening neprokazal toxicitu (Lewinski et al., 2008; Pandey,
Prajapati, 2018).

2.3.3.2 Nekovové nanomaterialy

Do skupiny nanomateriald na bazi uhliku se fadi napfiklad jedno- nebo
vicevrstveé uhlikové nanotrubice, fulleren a grafen (obr. 7) (Bahadar et al., 2016).
Vzhledem k perzistenci, obtizné degradaci v organismu, a pfedevsim podobnosti
karbonovych nanotrubic (CNT — Carbon Nanotubes) s jehlicovitymi viakny
azbestu se predpokladalo, ze CNT vyvolavaji cytotoxické ucinky (Manke et al.,
2013). Byly navrzeny strategie ke zlepSeni biokompatibility CNT prostfednictvim

25



povrchové modifikace a byla prokazana citlivost vi¢i enzymatické degradaci
téchto nanomateriall (Bhattacharya et al., 2016).

Nanofulleren Ceo se sklada ze 60 sféricky uspofadanych atoma uhliku, kdy
vznikly sféroid nabyva priméru pfiblizné 50 nm. Je pfirozené produkovan jako
vedlejSi produkt spalovani paliva. U mysi a krys byla po expozici nanofullerenu
Ceo indukovana zanétliva odpovéd plic podminéna jeho koncentraci. PretiZzeni
plic, které pfispélo k plicni zanétlivé odezvé, bylo pozorované po expozici

fullerenu Ceo 0 koncentraci 2 mg/m?3 (Sayers et al., 2016).

Nanodiamond Fullerene Carbon Nanohorn
C60 Onion

Carbon Dots Graphene SWNT MWNT

Obr. 7: Druhy karbonovych nanomateriali. SWNT (Single-Walled Carbon Nanotubes —
jednovrstvé karbonové nanotrubice), MWNT (Multi-Walled Carbon Nanotubes — vicevrstvé
karbonové nanotrubice) (Pfevzato z Baptista et al., 2015).

Nanovidkna oxidu kfemicitého byla testovana z ddvodu potencialniho
opakovatelného pouziti pro kryti ran. Byla vyrabéna metodou sol-gel
a elektrospiningu. Povrch nanoviaken byl upraven stfibrnymi nanocCasticemi
s antibakterialnim u€inkem a nasledovala inkubace s kostnimi mezenchymalnimi
kmenovymi bufikami. Vysledky prokazaly, ze nanoviakna jsou velmi mékka,
pruzna, pfizpasobuji se tvaru rany a jsou vhodnym kandidatem k opétovnému
vyuziti pro kryti ran. Dlouhodoby antibakterialni u€inek stfibrnych nanocastic
inhiboval proliferaci modelového organismu Escherichia coli (Ma et al., 2011).

Regenerace tkani vyZaduje biomaterialy schopné poskytnout podporu
pro aplikaci bunék a nahrazeni chybégjici extracelularni matrice. Cilem studie bylo
zkoumat uhlikem dopovana nanovidkna na bazi oxidu kfemicitého jako
potencionalni podporu pro regeneraci pojivové tkané posuzované pomoci mysi
fibroblastové bunécné linie. Lagonegro a kol. (2017) prokazali, ze tato
nanovidkna jsou biokompatibilni a adaptabilni. Fibroblasty byly schopné
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adherovat na tento nanomaterial a proliferovat, coz prfedstavuje slibnou platformu

pro implantace (Lagonegro et al., 2017).

2.3.4 Bunécéna linie A549 a nanomaterialy

2.3.4.1 Nanomaterialy na bazi uhliku

Bunécna linie A549 je jednou =z popularnich buné€nych linii
v toxikologickych studiich rdznych druhd nanomateriélt (Changa et al., 2011).
SoucCasné udaje naznacuji, ze karbonové nanotrubice jsou schopny prostoupit
bunéfnou membranu, a proto mohou mit vliv na fyziologii a funkci bunék. Buriky
A549 byly inkubovany s komercnimi jedno a vicevrstevnymi CNT. Bylo zjiSténo,
Ze narust produkce ROS a snizeni potencialu mitochondridlni membrany
u komeréné vyrabénych CNT je zavisly na jejich koncentraci a Case. Inkubace
s purifikovanymi CNT neméla zadny toxicky vliv na buriky. Z toho vyplyva, ze
stopy kovl a jinych pfimési, které jsou obsazeny v komernich nanotrubicich,
jsou zodpovédné za jejich biologickeé ucinky (Pulskamp et al., 2007).

Toxicita nanocastic fullerenu Ceo 0 koncentracich 12,5 az 200 ug/ml byla
hodnocena po 6 hodinach za pouziti bunécné linie A549. NanocCastice fullerenu
snadno vstoupily do bunék a neprokazaly vyznamnou toxicitu. V bunkach
po expozici narlstajicim koncentracim fullerenu byla zvySena produkce ROS.
Narust intracelularni hladiny glutathionu pozitivné koreloval s naristem hladiny
ROS. Bunky A549 reagovaly na rostouci produkci ROS zahajenim autofagie.
Bunécna autofagie slouzi nejen k recyklaci intracelularnich slozek a kompenzaci
nedostatku Zivin, ale také eliminuje selektivné poskozené organely nebo
bilkoviny pro zlepSeni Zivotaschopnosti bunék (Wang et al., 2014).

Grafen je alotrop uhliku, ktery se sklada z dvourozmérné krystalické
mfiZky hexagonalné uspofadanych atomd uhliku (Lammel et al., 2013). Grafen
a jeho derivaty maji velky potencial pro aplikace v biomediciné a technice.
V nedavné studii byla zkoumana toxicita oxidu grafenu (GO — Graphene Oxide)
pomoci hodnoceni morfologie, viability, a integrity membrany bunék A549. Bylo
zjiSténo, ze oxidy grafenu ve vysoké koncentraci mohou v burfice zpUsobit

oxidacni stres zavisly na davce a vyvolat i ztratu viability (Changa et al., 2011).
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Po expozici koncentraci 200 ug/ml GO po 24 hodinach byla viabilita bunék
snizena na 67 %. Uginky byly zavislé na koncentraci nanogastic a mély by tedy
byt zohlednény pfi aplikaci v biomediciné. Expozice oxidiim grafenu nevyvolala
unik laktatdehydrogenasy z bunky. Ztoho wyplyva, ze integrita bunécné
membrany nebyla porusena. Celkové jsou oxidy grafent bezpe¢nym materialem
na urovni bunék, coz bylo potvrzeno i ristem bunék A549 na grafenové folii. Rust
bunék A549 na grafenové folii (obr. 8) o tloustce nékolik desitek um byl

srovnatelny s jejich ristem na bézné kultivacni misce (Changa et al., 2011).

Obr. 8: Mikroskopické snimky bunék A549 kultivovanych na grafenové félii (vievo)
a na bézné kultivacni misce (vpravo). V disledku tmavé hnédé barvy folie neni kontrast
obrazku vlevo tak dobry jako obrazku kontroly vpravo (Pfevzato z Changa et al., 2011).

V bunikach A549 byla také hodnocena distribuce a cytotoxicita oxidu
grafenu ve spojeni s oxidem titaniCitym o koncentracich 100 a 300 pg/ml
po 4 hodinach. Byla zkoumana viabilita a ultrastruktura bunék. Vysledky ukazaly,
Ze GO mohou vstoupit do bunék, kde byly lokalizovany v cytoplazmé a jadru, aniz
by zpUsobily poSkozeni. Kompozit nano&astic TiO2 a GO byl rozdélen po vstupu
do bunék A549. Samotny TiO2 nebo TiO2 + GO o koncentraci 300 yg/ml snizily
vyznamneé viabilitu bunék. Byly vyrazné poskozeny mitochondrie a zvysil se pocCet
lysozomu. Tyto vysledky by mély byt brany v uvahu pfi vyvoji biologickych
aplikaci s timto kompozitem (Jin et al., 2014). Pfi nizkych koncentracich 5 pg/mi
redukované GO vyznamné indukovaly pozdni apoptézu a nekrézu (Tabish et al.,
2017).
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2.3.4.2 Nanomaterialy na bazi oxidu kfemicitého

Monodisperzni kulovité nanocastice silikagelu o praméru 20 az 200 nm
byly pouzity pro studium cytotoxicity napfiklad na bunkach A549, jaternich
bunkach HepG2 a fibroblastech NIH/3T3. Bylo zjiSténo, Zze rozsah
a mechanismus cytotoxicity NPs silikagelu neni jen zavisly na velikosti a davce,
ale také na typu buriky. V8echny rizné velké NPs o koncentraci = 50 pg/ml
zpusobily snizeni viability bunék A549 po 24 hodinach expozice. Po 72 hodinach
expozice NPs doSlo ke sniZeni Zivotaschopnosti v zavislosti na koncentraci
a velikosti nanocastic silikagelu u vSech bunék kromé HepG2. Zviastni pfipad
nastal u NPs o priméru 60 nm, které byly pfednostn& endocytovany burkami
a ve vysokych davkach nepifiméfené snizily Zivotaschopnost bunék (Kim et al.,
2015).

Superparamagnetické nanocastice oxidu Zeleza byly pokryty tenkou
vrstvou amorfniho oxidu kifemiCitého za uCelem snizeni rozpustnosti Zeleza.
V plicnich alveolech tyto NPs pfichazeji do styku se surfaktantem, alveolarnimi
makrofagy a epitelem. Na rozdil od nepokrytych NPs pokryté
superparamagnetické nanocastice i po nejvyssi expozi¢ni koncentraci 100 pyg/ml
nezavisle na €ase neovlivnily viabilitu bunék. Bylo ale prokazano, ze pokryté
superparamagnetické nanocastice oxidu Zeleza indukovaly v burikach A549
zmény metabolismu surfaktantu a biogeneze lamelarnich télisek. Buriky A549
jsou nachylné vici NPs kvuli své vysoké endocytozni aktivité b&hem procesu
obnovy surfaktantu (Kononenko et al., 2017).

2.3.4.3 Nanocastice oxidu titani¢itéeho

Interakce nanoCastic a bunéfné membrany muize vést ke zméné jeji
integrity a metabolismu. Po expozici nanoCastic je duleZité pochopit modifikace
bunétné membrany zejména epitelialnich bunék. Proto byly bunky A549
vystaveny pusobeni nanocastic oxidu titaniCitého (TiO2-NPs) o koncentracich
5-40 pg/ml. U vSech testovanych koncentraci TiO2-NPs vstupovaly do buriky jako
agregaty. Odhalenym mechanismem vstupu agregatu do bunky byl vstup
zapfiCinény ohnutim membrany na vnitini strané a naslednym vklesnutim NPs

(obr. 9A), nebo pfimo pfes pory v membrané (obr. 9B) (Baiguera et al., 2014).
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Zvlasté bylo pozorovano, ze s narustajici koncentraci TiO2-NPs se navysil
poCet bunék, které byly charakteristické snizenim hustoty mikroklkt. Ke snizeni
hustoty mikroklk( dochazelo v celé nebo jen v urcité oblasti buné&né membrany
ve spojeni s jejimi strukturnimi modifikacemi. Snimky z elektronového
transmisniho mikroskopu odhalily prodlouzené nebo rozsSifené mikroklky, které
tvofily sit' obklopujici TiO2-NPs (obr. 9 C), coz naznaCuje mechanismus
endocytdzy. Byla objevena pfitomnost fraktur na plazmatické membrané
(obr. 9D), kterymi bylo mozné pozorovat uvnitf bunék velké agregaty TiO2-NPs
o velikosti asi 1 ym (Baiguera et al., 2014).

Obr. 9: Bunky A549 po expozici nanoc¢astic oxidu titani¢itého. TiO>-NPs o koncentraci
5 pg/ml (A), 40 pg/ml (B), 20 pg/ml (C) a 40 ug/ml (D) (Prevzato z Baiguera et al., 2014).

Dlouhodoba expozice nano€asticim oxidu titani€itého o koncentracich
2,5-50 ug/ml po dobu 2 mésicu umoznila identifikaci novych mechanismu
v bufkach A549, které vysveétluji TiO2-NPs toxicitu in vitro. Bylo zjisténo, Ze
dlouhodoba expozice NPs méni funkci proteina, které se podileji na funkci
mitochondrii, intra a extracelularnim transportu, proteasomové aktivité,
metabolismu glukosy a expresi genu. Bylo pozorovano, Ze nejnizsi koncentrace
a nejdelSi doba expozice téchto nanocastic vyvolala intenzivnéjsi bunécnou
odezvu. Predpoklada se, ze dlouhodoba expozice nizkym koncentracim
TiO2-NPs muZe indukovat adaptaci bunék (Armand et al., 2016).
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2.3.4.4 Nanocastice stribra

Foldbjerg a kolektiv (2011) studovali toxicitu nanocastic stfibra na bunécné
linii A549. Toxicka davka nanocastic vrozmezi 5-15 ng/ml byla prokazovana
méfenim mitochondrialni aktivity. Cytotoxicita nanocastic byla snizena, pokud
byly buriky vystaveny plasobeni antioxidantu N-acetyl-L-cysteinu. Byla zjiSténa
korelace mezi hladinami reaktivnich forem kysliku a poskozenim mitochondrii
i Casnou apoptézou. Pohlceni nanocastic bunkami vedlo k oxidanimu stresu
a smrti bunék. Bylo prokazano, Ze reaktivni formy kysliku vyvolavaly pfimé
a nepfimé poSkozeni DNA. Z toho vyplyva, ze stfibrné nanocCastice mohou byt
prostfednikem pro indukovanou genotoxicitu reaktivnimi formami kysliku
(Foldbjerg et al., 2011).

Mechanismus plicni cytotoxicity Siroce vyuzivanych stfibrnych nanocastic
neni zcela jasny. V exponovanych bunkach byly nanoCastice nalezeny
v lysozomalnich strukturach, kdy vtéto praci byla hodnocena intracelularni
distribuce Ag-NPs, lysozomalni pH, bunécna viabilita, agregace stfibra a hladina
MmRNA metalothioneinu v exponovanych burikach A549. Metalothionein je
protein, ktery vaze ionty kovl. Buriky byly také Ié€eny bafilomycinem A1, coz je
inhibitor acidifikace lysozomu (Klionsky et al., 2008; Miyayama, Matsuoka, 2016).
NanocCastice potazené citratem pfimo umérné své koncentraci indukovaly
posSkozeni a smrt bunék po 24 hodinach. Aglomerace se zvySila v zavislosti
na mnozstvi nanocastic. Expozice Ag-NPs vyvolala zvySeni lysozomalniho pH
i po aplikaci 200 nM bafilomycinu A1. Bafilomycin A1 potlacil také rozpousténi
Ag-NPs a byla sniZzena hladina exprese mRNA metalothioneinu. Z poznatku
vyplyva, Zze naruSeni lysozomalniho pH po expozici Ag-NPs muize hrat roli
vaglomeraci Ag-NPs a nasledném poskozeni bunék A549 (Miyayama,
Matsuoka, 2016).

Jina studie hodnotila in vitro mechanismy toxicity Ag-NPs o priméru
< 100 nm ve vztahu k tvorbé ROS v burikach A549. Po expozici vyvolaly Ag-NPs
tvorbu ROS, snizily viabilitu bunék a potencial mitochondrialni membrany.
Nasledovalo zvySeni podilu bunék v sub-G1 fazi, pozastaveni buné€ného cyklu
v S fazi a pokles regulace proliferujiciho bunéného jaderného antigenniho
proteinu. Antioxidant N-acetyl-L-cystein snizil u€inky Ag-NPs kromé vlivu Ag-NPs
na zastavu bunécného cyklu vS fazi a sniZzenou regulaci vySe uvedeného

proteinu. Bylo navrzeno, ze in vitro uCinky nanocastic na bunky A549 jsou
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zprostiedkovany ROS v zavislosti na cytotoxicité a nezavisle na zastavé

bunécného cyklu (Chairuangkitti et al., 2013).

2.3.5 Piehled testd pro stanoveni toxicity nanomaterialt

Modelové systémy in vitro poskytuji rychly a ucinny zpisob hodnoceni
toxicity nanocastic (Arora et al., 2012). Vyhody pouzivani bunécnych linii zahrnuji
napfiklad odhaleni primarnich u€inkl NMs na cilové buriky za nepfitomnosti
sekundarnich  G€inkl  zpUsobenych zanétem a identifikaci primarnich
mechanisml toxicity za absence kompenzacCnich faktort, které zté&zuji
interpretaci studii na zvifatech (Huang et al., 2010). Potencialnim nebezpec¢im
pouziti in vitro testovani je, ze burfiky v kultufe nemusi projevit uplny rozsah
patogennich u€inkd nanocastic, které mohou byt pozorovany in vivo (Arora et al.,
2012).

Zakladni postupy, které Ilze aplikovat pro hodnoceni toxicity
nanomateriall, tvofi in vitro testy Zivotaschopnosti a proliferace bunék na bazi
tetrazoliovych soli, napf. MTT, MTS a WST-1. BunéCna mortalita se hodnoti
pomoci trypanové modfi, ktera se hromadi v mrtvych bunkach. Hladiny
interleukinu-8, interleukinu-6 a tumor nekrotizujiciho faktoru detekované metodou
ELISA vypovidaji o bunécné zanétlivé odpovédi indukované NPs. K uvolnéni
laktatdehydrogenasy z bunék dochazi pfi naruSeni integrity bunécné membrany
(Bahadar et al., 2016, Changa et al., 2011).

Provadi se také méfeni zmény potencialu mitochondrialni membrany,
analyza genové exprese, detekce hemolyzy a genotoxicity. Mikroskopicky se
hodnoti intracelularni lokalizace nanomateriali a pozménéna morfologie bunék
za pomoci skenovaciho a transmisniho elektronového mikroskopu, fluorescenéni
spektroskopie, magnetické rezonance a dalSich (Arora et al., 2012).

Apoptické a nekrotické buriky jsou €asto kvantifikovany prutokovou
cytometrii za pouziti dvojiho barveni annexinem V a propidium jodidem.
Annexinem V, ktery je fluorescencné znacCeny fluorescein-isothiokyanatem, se
identifikuji apoptické buriky. Annexin V se vaze na fosfatidylserin béhem Casné
apoptdzy, zatimco propidium jodid se vaze na DNA v nekrotickych burikach. ROS
se detekuji citlivymi fluorescencnimi sondami (Changa et al., 2011). Zlomy
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fetézce DNA nebo oxidacni poskozeni DNA se stanowuji pfevazné kometovym
testem nebo jeho modifikovanou alkalickou verzi (Karlsson, 2010).

Kontrola experimentalnich podminek je dllezita proto, aby vysledek nebyl
zkresleny nestabilnimi podminkami kultivace. Kromé toho nanomaterialy mohou
adsorbovat barviva a mohou mit redoxni aktivitu, coz Ize kompenzovat vhodnym
vybérem testu cytotoxicity. Biologické u€inky nanomateridlt zahrnuji interakce
s plazmatickou membranou, organelami nebo DNA, proto je nutné provadét

studie toxicity pro kazdy typ nanomaterialu (Arora et al., 2012).

2.4 Glutathion a jeho funkce v bunce

Glutathion (GSH) je hlavni slozkou antioxidacniho obranného systému
bunék. Jeho molekulova hmotnost €ini 307 g/mol. Jedna se o tripeptid, ktery je
syntetizovan z L-glutamatu, L-cysteinu a glycinu ve dvou po sobé jdoucich
krocich za katalyzy y-glutamylcysteinsyntetasy a glutathionsyntetasy. Thiolova
skupina glutathionu je zodpovédna za jeho silné redukCni ucinky. Degradaci
tohoto peptidu na aminokyseliny katalyzuji enzymy y-glutamyltranspeptidasa
a cysteinylglycindipeptidasa (obr. 10). Glutathion se nachazi intracelularné
v redukované formé (GSH), coz je také jeho aktivni forma, a v oxidované formé,
glutathiondisulfidu (GSSG) (Lewinski et al., 2008; Sies, 1999).

GSH Transferases
GSH Peroxidases
GSSG Reductase

SH
o) o) n\j\
Ho /”\,/\)L H OH
NH, (' 0

y—Glutamyl Transpeptidase

Obr. 10: Glutathion (Prevzato ze Sies, 1999).
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Jako dulezity antioxidant ma GSH vyznamnou roli pfi detoxikaci riznych
druht elektrofilnich slou€enin a peroxidi za katalyzy glutathion-S-transferas
a glutathionperoxidas. Glutathionperoxidasa, katalasa a superoxiddismutasa
chrani bunku pfed poSkozenim reaktivnimi formami kysliku. Pfi detoxikaci ROS
katalyzované glutathionperoxidasou plsobi GSH jako donor elektront a je
zaroven redukovan na konecny produkt GSSG (Townsend et al., 2003).
Glutathionreduktasa, jejiz exprese je indukovana oxida¢nim stresem, katalyzuje
redukci oxidované formy glutathiondisulfidu zpét na GSH (Sies, 1999).

Kromé detoxikace hraje GSH také roli v jinych bunécnych reakcich, v€etné
glyoxalazového systému, redukce ribonukleotidd na deoxyribonukleotidy,
regulace exprese proteinl a genu prostfednictvim pfemény thioll a disulfidu, atd.
(Townsend et al., 2003). Bylo prokazano, ze glutathion ma stimulujici nebo
inhibujici U€inky na imunologickou odpovéd za ucCelem regulace zanétu
(Perricone et al., 2009). Zménéné koncentrace glutathionu mohou hrat dalezitou
roli v autoimunitnich patologickych stavech, které jsou zpravidla vyvolavany,
potlaCovany a udrzovany zanétlivou imunitni odpovédi zprostfedkovanou

oxidacnim stresem (Perricone et al., 2009).

2.4.1 Role glutathionu v burice proti toxicité nanomaterialt

Zmény fyzikalné chemickych a strukturalnich vliastnosti konstruovanych
nanomaterialt jsou zodpovédné za fadu interakci, které vedou k toxikologickym
ucinkdm. Zmeény v elektronovych viastnostech nanomateriald mohou indukovat
vytvofeni specifickych povrchovych skupin, které mohou fungovat jako reaktivni
mista. Povrchové skupiny mohou Cinit NMs hydrofilni, hydrofobni, lipofilni,
lipofobni, katalyticky aktivni nebo katalyticky pasivni (Manke et al., 2013; Nel
et al., 2006).

Aktivni mista donoru nebo akceptoru elektrond mohou interagovat
s molekularnim kyslikem. Vychytavani elektront kyslikem vede k tvorbé
superoxidového radikalu, ktery prostfednictvim dismutazové nebo Fentonovy
reakce mize generovat dalsi ROS. Jednokomponentové materialy, pfitomnost
prechodnych kovl na povrchu NMs, rozpustnost a aktivace UV zafenim se
mohou také podilet na tvorbé aktivnich mist (Nel et al., 2006).
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Za normalnich podminek v mitochondriich jsou ROS generovany s nizkou
frekvenci a jsou snadno neutralizovany glutathionem a antioxidaCnimi enzymy.
Pfi nadmérné produkci ROS bé&éhem expozice nanocCastic mize byt pfirozena
obranyschopnost antioxidantl vy&erpana a dochazi k akumulaci oxidovaného
GSSG. Buriky reaguji na zménu poméru GSH a GSSG zpocatku ochrannymi,
nebo nakonec az sebeposSkozujicimi mechanismy, coz mulze mit v plicich
za nasledek vznik zanétu dychacich cest a intersticialni fibrézy (Nel et al., 2006;
Sies, 1999).

Vliv nanodastic a-Fe203 o koncentraci 12,5 ug/ml na peroxidaci lipidu
a antioxidacni systém byl zkouman pomoci plicni fibroblastové bunécné linie
MRC-5. Viabilita bunék se snizila po 48 hodinach o 30 %. Pokles hladiny GSH
po 48 hodinach expozice NPs lze vysvétlit jeho vyuzitim jako substratu
pro glutathionperoxidasovou reakci. Elektrofilni zelezité ionty ve vysokych
koncentracich mohou vyCerpat intracelularni GSH interakci s thiolovou skupinou
nebo absorpci cysteinu. Také dlouhodoba expozice nanocasticim a-Fe203 by
mohla indukovat pokles hladin GSH v burice diky glutathionylaci proteina.
Po 72 hodinach expozice NPs byla nadale snizena hladina redukovaného
glutathionu a zvySena hladina malondialdehydu, coz je produkt peroxidace lipidd.
Z toho wvyplyva, ze obranné antioxidacni mechanismy bunék MRC-5 ucinné
nepusobily proti indukovanému oxidaénimu stresu (Radu et al., 2010).

Glutathion-S-transferasy se fadi do skupiny antioxida¢nich dimerickych
enzymdU, které katalyzuji konjugaci GSH s rlznymi elektrofilnimi latkami (Strange
et al., 2000). Mikrosomalni glutathiontransferasa-1 je lokalizovana pfevazné
v endoplazmatickém retikulu a vnéjsSi mitochondrialni membrané. Chrani bunku
pred peroxidaci lipidd vyvolanou prooxida¢nimi stimuly. Po expozici NPs oxidu
kfemicitého buriky nadmérné exprimovaly glutathiontransferasu-1. Nasledna
zvySena hladina GSH v burikach byla pravdépodobné zpusobena jeho mensi
spotfebou, kdy dlivodem byla niz8i produkce lipidovych peroxidi. Zavérem bylo
feCeno, ze nadmérna exprese glutathiontransferasy-1 chrani bunky specificky
proti toxicité indukované témito nanocCasticemi (Shi et al., 2012).
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2.4.2 Bunééna deplece glutathionu a jeho detekce

Za ucelem vyhodnoceni funkce glutathionu mohou byt buriky vystaveny
pusobeni diethylmalonatu (DEM), ktery molekulu GSH vychytava, a glutathion
tedy depletuje. Buriky A549 byly inkubovany po dobu 1, 6 nebo 24 hodin
s koncentracemi 50 yM a 100 uM DEM. To vedlo k zastaveni rustu bunék
v porovnani s kontrolnimi burnikami. Bylo zjiSténo, ze DEM v zavislosti
na koncentraci a Case vyrazné snizuje hladinu GSH. DEM o koncentraci 100 yM
po 1 hodiné a 50 yM DEM po 5 hodinach snizily celkovou koncentraci GSH
vbunkach o 50 %. Po 24 hodinach inkubace s 100 yM DEM nebyl
spektrofotometricky detekovan témeér zadny glutathion (Gaubin et al., 2000).

Jako dalSi vyznamny nastroj pro vyzkum glutathionu je pouzivan
L-buthioninsulfoximin (BSO). Detekce je zalozena na principu inhibice enzymu
pro syntézu GSH y-glutamylcysteinsyntetasy pomoci BSO. Pokud je GSH
vyCerpan a jeho resyntéza blokovana, dochazi k poklesu hladin GSH a Ize
sledovat nasledné zmény uvnitf bunék (Armstrong et al., 2002; Sies, 1999).

Byly vyvinuty rdzné biochemické testy pro stanoveni thiold, disulfidd
a podobnych sloucenin. Studie v bunkach a tkanich byly umoznény za pomoci
oxidace thioll peroxidem vodiku, tert-butylhydroxyperoxidem a diamidem (Sies,
1999). Mezi metody ke stanoveni hladiny GSH patfi spektrometrie, kapalinova
chromatografie, hmotnostni spektrometrie, plynova chromatografie nebo
elektrochemické metody (Capek et al., 2017; Gaubin et al., 2000). Metody
na principu fluorometrie jsou €asto preferovany kwvili jejich vysoké citlivosti
a specifité. Do skupiny fluorescencnich sond pro detekci GSH se fadi napfiklad
orto-ftalaldehydy, monochlorobimany a monobromobimany, které mohou
reagovat s GSH za vzniku vysoce fluorescenénich produktti (Capek et al., 2017).
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3. CiL PRACE

1) Optimalizovat stanoveni bunécné viability a glutathionu ke studiu nanotoxicity

in vitro.

2) Zavedené metody vyuzit pfi studiu pfipadného toxického vlivu nanomaterialu

v podminkach in vitro.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pomucky a pristroje

e Automaticky pipetor Accujet-Pro (BrandTech Scientific, Némecko)
e CASY counter + Innovatis TT (Roche, Svycarsko)

e (Centrifuga Labofuge 400 (HERAEUS Instruments, Némecko)
e Cytospiny (SPL, Korea)

® Inkubator Memmert (IndiaMART, Indie)
® Invertovany mikroskop Primo Vert (Carl Zeiss, USA)

e Kaultivani lahve, misky a ostatni plastové pomuicky pro bunécné linie
(TPP, Svycarsko)

® Laminarni box Airstream (ESCO, USA)

® |ednice s mrazakem (Liebherr, Némecko)

e Fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, Japonsko)

e Mikrotitracni destiCky 96jamkove (Nunc, Dansko)

e Mikrozkumavky (Neptune, Mexiko)

e Pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Spektrofotometr a spektrofluorometr Infinite M200 (Tecan, Rakousko)
e Trepacka s kontrolovatelnou teplotou PST-100HL (Biosan, LotySsko)
e TrepacCka (Reax Top Heidolph, Némecko)

e Vortex s multifunkénim nastavcem (Heathrow Scientific, USA)

e Michaci rotator SB3 (Stuart, UK)

e Vodni lazen (Bionics Scientific Technologies, Indie)

Software
e Tecan i-control

e Microsoft Office — Word, Excel (Microsoft, USA)
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4.2 Seznam pouzitych chemikalii

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

® Deionizovana voda, USP WFI (Lonza, Belgie)

® Fluorescentni sonda 5,5°,6,6 -tetrachléro-1,1",3,3"-
tetraethylbenzimidazolylkarbokyanin jodid, JC-1 (Mr = 652,2316; Enzo,
CR)

® Fluorescencni sonda monochlorobiman, MCB (Mr = 226,66; Sigma
Aldrich, USA)

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

e Nanovliakna SiO2 5 (CEMNAT)

e Nanoviakna SiO2 6 (CEMNAT)

Na tomto misté bych chtéla podékovat Centru materidlld a nanotechnologii

za pfipravu a poskytnuti unikatnich nanoviaken oxidu kfemicitého o rizné délce.

4.3 Kultivace bunék A549

Pro kultivaci bunék A549 byly pouzity tyto chemikalie:

e Bunécna linie adenokarcinomu lidskych plic, A549 (ATCC, USA)

e Minimum Essential Medium Alpha, a-MEM (Sigma Aldrich, USA)

e RPMI 1640 (Biowest, Francie)

e Fetalni hovézi sérum, FBS (Fetal Bovine Serum) (GIBCO, USA)

e Pyruvat sodny, PYR (GIBCO, USA)

e 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yllethanesulfonova kyselina, HEPES
(GIBCO, USA)

e Penicilin/Streptomycin, P/S (GIBCO, USA)

e Trypsin (GIBCO, USA)

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

e Kompletni kultivacni médium: a-MEM doplnéné o 10 % (v/v) fetalniho
hovéziho séra, 1 mmol/l pyruvatu, 10 mmol/l| HEPES, 50 pug/ml penicilinu
a 50 pyg/ml streptomycinu.
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e Kultivacni médium bez fenolové Cervené a fetalniho hovéziho séra: RPMI
médium doplnéné o 1 mmol/l pyruvatu, 10 mmol/l HEPES, 50 pg/ml
penicilinu a 50 pg/ml streptomycinu.

e |naktivacni médium: kultivacni médium a-MEM doplnéné o 20 % fetalniho

hovéziho séra.

Bunécnou linii A549 jsme kultivovali v kompletnim kultivanim médiu.
Do kultivacni nadoby jsme pfidali kompletni kultivacni médium o objemu 10 ml.
Nasledné jsme pfidali takové mnozstvi bunék, aby jejich vysledna koncentrace
byla 300 tis. bunék. Bunky byly kultivovany pfi 37 °C a 5 % COz2 do dosazeni
70-80% konfluence. Po tfech dnech kultivace jsme v kultivacni nadobé& vyménili
kultivaéni médium.

Po dosazeni potfebné konfluence jsme burnky pasazovali trypsinizaci.
Ziskany pocet bunék v suspenzi jsme stanovili pomoci pfistroje CASY counter
(Roche, Svycarsko). Stanoveni po&tu bunék je zaloZeno na jejich schopnosti vést
elektricky proud. V pfipadé, ze bunka vede elektricky proud, je generovan
elektricky pulz, ktery je nasledné zaznamenan. Pocet pulzd odpovida poctu
bunék v suspenzi a jejich velikost pfimo zavisi na velikosti bunék.

Suspenzi bunék jsme dale fedili podle potfeby pro experimenty za pouZiti
kompletniho kultivatniho média na pfislusné koncentrace. KultivaCni médium
pro experimenty jsme pfipravovali vzdy Cerstvé. VSechny experimenty byly
realizovany za pouziti 4. az 19. pasaze bunék A549.

4.4 Priprava roztoku

Fosfatovy pufr (PBS)
Ke 45 ml deionizované vody jsme pfidali 5 ml fosfatového pufru. Takto
pfipraveny pufr byl uchovavan v lednici pfi 4 °C maximalné 2 tydny.

Pracovni roztok pro fluorometrické stanoveni glutathionu

K 1952 ul PBS jsme pfidali 48 ul zasobniho roztoku monochlorbimant

o koncentraci 10 mmol/l. Pracovni roztok jsme pfipravovali vzdy Cerstvy.
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Pracovni roztok JC-1
K 50 pl zasobniho roztoku JC-1 o koncentraci 2 mg/ml jsme pfidali 1617 pl

PBS. Pracovni roztok jsme pfipravovali vzdy Cerstvy.

Zasobni roztok nanovlaken SiO25 (SF5)

Nanoviakna SiO2 byla mleta po stanovenou dobu (SF5), v porovnani
s nanovlakny SiO2 6 jsou delSi (obr. 11). Navazka 1 g SF5 byla resuspendovana
v10 ml destilované vody. Takto pfipraveny zasobni roztok o koncentraci

100 mg/ml byl uchovavan ve tmé za laboratorni teploty.

\

— 10pm Sio2M15s 12/1/2017
5.0kV SEI M WD 8.0mm 14:05:42

Obr. 11: Struktura SiO2 5 nanovlaken po mleti, SEM. Méfitko = 10 ym, zvétSeni 500x (Pfevzato
z CEMNAT).

Zasobni roztok nanovlaken SiO2 6 (SF6)

Nanoviakna SiO2 byla mleta po delSi dobu (SF6) a jsou kratSi nez
nanoviakna SiO2 5 (obr. 12). Navazka 1g SF6 byla resuspendovana
v 10 ml destilované vody. Takto pfipraveny zasobni roztok o koncentraci

100 mg/ml byl uchovavan ve tmé za laboratorni teploty.
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Obr. 12: Struktura SiO2 6 nanovlaken po mleti, SEM. Méfitko = 10 ym, zvétSeni 500x (Prevzato
z CEMNAT).

Pracovni roztoky nanovlaken SF5
Zasobni roztok SF5 jsme nadale fedili pomoci kultivacniho média
bez fenolove Cervené a bez fetalniho hovéziho séra podle tabulky €. 2. Pracovni

roztoky jsme pfipravovali vzdy Cerstve.

Tab. 2: Testované koncentrace roztokt nanovlaken SiO2, postup fedéni.

Pracovni roztoky Redéni nanovlaken Objem média
10 mg/ml 300 pl 100 mg/ml 2700 pl
1 mg/ml 300 pl 10 mg/ml 2700 pl
0,1 mg/ml 300 pl 1 mg/ml 2700 pl
10 pg/ml 300 pl 0,1 mg/ml 2700
1 pg/ml 300 pl 10 pg/mi 2700 pl
0,1 pg/ml 300 pl 1 pg/mi 2700

Pracovni roztoky nanovlaken SF6
Zasobni roztok SF6 jsme nasledné fedili pomoci kultivatniho média
bez fenoloveé Cervené a bez fetalniho hovéziho séra obdobné podle tabulky €. 2.

Pracovni roztoky jsme pfipravovali vzdy Cerstve.
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4.5 Testovani toxicity nanovlaken SiO;

K testovani toxicity nanoviaken SiO2 jsme pouZili bunéCnou linii A549.
Toxicky vliv nanovidken jsme sledovali pomoci riznych testd. Viabilitu neboli
Zivotaschopnost bunék A549 jsme hodnotili WST-1 testem. Pro podrobnégjsi
zkoumani mechanismu toxického uCinku nanoviaken jsme pouzili
fluorometrickou detekci hladiny intracelularniho antioxidantu glutathionu. Pomoci
fluorescencni sondy JC-1 jsme dale také sledovali mozné mitochondrialni
poskozeni.

VySe uvedené testy jsme provadéli v96jamkovych destickach nebo
v cytospinu. Do mikrotitraCnich destiCek a cytospinu jsme vzdy nasazovali
na jednu jamku 20 tis. bunék v suspenzi. Nasledovala 24hodinova inkubace,
béhem které buriky pfisedly na dno jamek mikrotitracni desticky nebo cytospinu.
Po inkubaci jsme odebrali kompletni kultivani médium. Poté jsme k bunkam
do jamek pfidali médium bez fenolové Cervené a fetalniho hovéziho séra, které
uz obsahovalo pfislusnou testovanou latku. Kontrolni bunky jsme kultivovali
pouze v médiu bez fenolové Cervené a fetalniho hovéziho séra. Ovlivnéné bunky
jsme potom inkubovali za pfedem definovanych podminek podle potieby

stanoveni.

4.5.1 WST-1 test

K hodnoceni viability, proliferace a cytotoxicity in vitro slouzi WST-1 test
(Roche, Némecko). Principem tohoto stanoveni je redukce rizové tetrazoliové
soli 4-[3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen-disulfonatu
na Zluty formazan za katalyzy mitochondrialnimi dehydrogenasami (obr. 13).
Mnozstvi vznikajiciho formazanového barviva tak pfimo koreluje s poctem
metabolicky aktivnich bunék. Absorbance vzniklého barevného produktu se méfi
spektrofotometricky pfi 440 nm (Yin et al., 2013).
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Obr. 13: Princip WST-1 testu (Prevzato z Yin et al., 2013).

Nejdfive jsme definovali nejvhodnéjSi denzitu bunék pro nasazeni
do mikrotitracni desticky a optimalizovali inkuba¢ni dobu pro WST-1 reagent.
Proto jsme do mikrotitraéni desti¢ky nasadili rGzné suspenze bunék v rozmezi
10 tis. az 50 tis. bunék o objemu 100 pl na jamku. Po 24 hodinach jsme k bunkam
do jamek pfidali ihned WST-1 reagent o objemu 10 pl na jamku. Nasledné jsme
pomoci spektrofotometru (Tecan Infinite M200, Rakousko) kineticky méfili
absorbanci pfi vinové délce 440 nm v 10-minutovych intervalech celkem
2 hodiny.

\.A \.M
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Absorbance, 440 nm

o
3
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Graf 1: Optimalizace denzity bunék A549 pro WST-1 test. Bunky A549; 10 tis. az 50 tis.
bunék/j.; 0-2 hod., n=5; WST-1 test (440 nm).
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Graf Cislo 1 znazormuje zménu absorbance v zavislosti na ase. Z tohoto
grafu vyplyva, ze aktivita intracelularnich dehydrogenas je pfimo umérna
inkubacni dobé a také je podminéna denzitou bunék. Linearni zavislost byla
zjiSténa vrozmezi 0 az 1 hodina pro denzitu 20 tis. bunék. Proto byla
pro testovani toxicity nanomateridld jako nejvhodnéjSi nasazovana denzita
20 tis. bunék na jamku v 96jamkové mikrotitracni desticce. Zména absorbance
po jedné hodiné byla vztazena vzdy ke kontrolnim burikam, které Cinily 100 %.

4.5.2 Fluorometrické stanoveni hladiny glutathionu

K Siroce pouzivanym metodam stanoveni glutathionu se fadi
metody zalozené na principu fluorometrie. Jsou €asto upfednostfiovany kwuli
jejich vysoké citlivosti a specifité. Do skupiny fluorescencnich sond pro detekci
GSH patfi napfiklad monochlorobimany (MCB), které mohou reagovat s GSH
za vzniku fluorescen&nich produktd (obr. 14). Monochlorobimany se pfidavaji
do bunécného kultivacniho média, kde nasledné pronikaji membranou do bunék.
Glutathion-S-transferasa umoziuje vznik aduktt GSH a monochlorobimand,

které jsou detekovany fluorometricky (Capek et al., 2017; Kamencic et al., 2000).

@] @) @) O
N / N /
GSH
HE | H.C |
FTNNY, s > TN N TS
GH CH
cl 2 GS 2
MCB Fluorescence

Obr. 14: Konjugace monochlorobimanu s glutathionem. MCB (Monochlorobimany), GSH
(Glutathion) (Pfevzato z Jeffrey et al., 2009).

Do 96jamkovych destiCek jsme nasazovali vzdy 20 tis. bunék na jamku.
Po pfisednuti bunék na dno jamek jsme odsali kompletni kultivacni
medium. K buiikam jsme pfidali kultivaCni meédium bez fenolové cervené
a fetalniho hovéziho séra, které obsahovalo testovana nanoviakna o pfislusnych
koncentracich. Po inkubaCni dobé& vrozmezi 0 az 24 hodin jsme k bunkam
pipetovali takovy objem pracovniho roztoku MCB, aby koncentrace pracovniho
roztoku MCB vjamce odpovidala 40 pmol/l. Poté byla méfena pomoci
fluorometru (Tecan Infinite M200, Rakousko) kineticky intenzita fluorescence

celkem 20 minut.
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4.5.3 Detekce membranového potencialu mitochondrii

Mitochondrie se fadi mezi nejdulezitéjSi organely v bunkach, probiha
vnich pfevazna cast bunéCného dychani a syntézy ATP. Mitochondrie
prostfednictvim pfenosu elektront pfes jednotlivé komplexy dychaciho fetézce
poskytuji  energii pro transport protond  z mitochondrialni  matrix
do mezimembranového prostoru. Nahromadéné protony jsou vyuzity ke generaci
velkého mnozstvi ATP. Sily pohanéjici protony do mitochondrii jsou kombinaci
potencialu mitochondrialni membrany a mitochondrialniho pH gradientu.
Membranovy potencial si muzeme pfedstavit jako rozdil elektrochemického
potencialu mezi vnitfrnim a vnéjSim prostfedim mitochondrialni membrany.
Zmény mitochondrialniho membranového potencialu (MMP — Mitochondrial
Membrane Potential) jsou indikatorem poskozeni bunék. Pokles membranového
potencialu je charakteristickym znakem iniciace apoptézy a indukce
membranového posSkozeni (Ly et al., 2003; Perry et al., 2011).

V posledni dobé se fluorescencni sondy staly bézné pouzivanymi nastroji
pro sledovani zmén potencialu mitochondrialni membrany za pomoci
fluorescencni mikroskopie. Pro posouzeni zmén potencialu mitochondrialni
membrany po inkubaci bunék A549 s nanovliakny jsme pouzili fluorescenéni
sondu JC-1 (obr. 15). Sonda JC-1 se fadi do skupiny lipofilnich a kationickych
sond, coz ji umoznuje pronikat pfes plazmatickou membranu bunky.
V neposkozenych bunkach, které maji vysokou hodnotou MMP, tvofi sonda JC-1
tzv. J-agregaty (Smiley et al., 1991). Emisi (Cervené svétlo) Ize pak sledovat pfi
595 nm. Pokud dojde k poskozeni mitochondrii, dochazi k poklesu
mitochondrialniho membranového potencialu, sonda zlstava v monomerni
formé. Emisi (zelené svétlo) muzeme pozorovat pfi 535 nm. Pro excitaci sondy
JC-1 se pouziva svétlo o vinové délce 485 nm (Ly et al., 2003; Smiley et al.,
1991).
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Obr. 15: Chemicka struktura fluorescencni sondy JC-1 (Pfevzato ze Smiley et al., 1991).

Zmény MMP za pouZiti fluorescencni mikroskopie jsme také detekovali
v buikach A549. Nejdfive jsme buriky A549 nasadili do cytospinu o denzité
20 tis. bunék o celkovém objemu 200 pl na jamku. Nasledovala 24hodinova
inkubace v inkubatoru, po kterou buriky pfisednuly na dno jamek. Poté jsme
odsali kompletni kultivacni médium a k bunikam jsme pfidali kultivacni médium
bez fenolové Cervené a fetalniho hovéziho séra, které uz obsahovalo testovana
nanoviakna o rliznych koncentracich. Po uplynuti inkubaéni doby jsme k burikam
dodali pracovni roztok JC-1. Po dvaceti minutach inkubace jsme zjamek
odpipetovali médium s pfidanou sondou JC-1 a promyli pomoci PBS.
Fluorescenci monomeru (zelena barva) a J-agregatd (Cervena barva) jsme

pozorovali pomoci fluorescencniho mikroskopu.
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5. VYSLEDKY

5.1 Testovani cytotoxicity nanomaterialit SF5 a SF6

5.1.1 Porovnani viability bunék A549 po inkubaci se SF5 a SF6

Toxicky vliv SF5 a SF6 na plicni bunky jsme hodnotili za pouziti bunécné
linie adenokarcinomu lidskych plic A549. Vliv nanovlaken na viabilitu bunék jsme
posuzovali v zavislosti na koncentraci nanoviaken a dobé inkubace. Zménu
Zivotaschopnosti bunék po expozici nanovliaken jsme hodnotili WST-1 testem,
tj. stanovenim mitochondrialni aktivity dehydrogenas.

Bunky A549 jsme nejdfive inkubovali s obéma druhy nanoviaken SiOz2
po dobu 4 a 24 hodin v SirSim rozmezi koncentraci 0,1 pg/ml az 10 mg/ml.
Z vysledkU testovani Sir§iho rozmezi koncentraci jsme vybrali ¢tyfi koncentrace
vykazujici nejvySsi toxicitu. Poté jsme bunky A549 inkubovali s obéma druhy
nanoviaken ale s uzSim vybérem koncentraci mezi 10 pg/ml a 10 mg/ml. Dobu
inkubace jsme rozsifili na 0, 1, 4, 24 hodin. Nasledné& jsme porovnavali
cytotoxicitu nanoviaken v zavislosti na rizném cCase a koncentraci téchto
nanoviaken. Pomoci WST-1 testu jsme zjistili, ze toxicky vliv SF5 a SF6 pfimo
umeérné zavisi na davce a dobé inkubace bunék s nanoviakny.

Z testovani Sirokého rozmezi koncentraci po 4 a 24 hodinach jsme dospéli
k zavéru, Ze nejvySSi dvé koncentrace SF5 a SF6 vykazovaly nejvyssSi toxicitu
(graf 2 a 3). Mirné snizeni viability bunék bylo patrné uz po 4 hodinach inkubace
u koncentrace obou nanoviaken 1 mg/ml. Po 24 hodinach inkubace s nanoviakny
o nejvysSi koncentraci bunky A549 vykazovaly velmi nizkou viabilitu v porovnani
s kontrolnimi burikami. Koncentrace 0,1 ug/ml az 10 ug/ml obou typd nanoviaken

neindukovala sniZeni Zivotaschopnosti bunék.
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Graf 2: Testovani viability bunék v pfitomnosti nanovlaken SiO; SF5. Buriky A549;
koncentrace SF5: 0-10 mg/ml; doba inkubace: 4, 24 hod.; WST-1 test (440 nm). Vysledky
vyjadreny jako priimér + SD (n = 8).
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Graf 3: Testovani viability bunék v pfitomnosti nanovlaken SiO; SF6. Buriky A549;
koncentrace SF6: 0-10 mg/ml; doba inkubace: 4, 24 hod.; WST-1 test (440 nm). Vysledky
vyjadreny jako priimér + SD (n = 8).
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Graf Cislo 4 zobrazuje rozSifené testovani viivu SF5 na bunky A549. Tato
delSi nanovidkna o koncentraci 10 mg/ml zplsobila nejvyznamnéjsi snizeni
viability bunék neboli pokles dehydrogenasové aktivity v zavislosti na Case. Tento
znacny pokles aktivity jsme pozorovali jiz po nejkratSi dobé expozice bunék témto

nanoviaknum, a to na 43+4 % v porovnani s kontrolnimi burikami.
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Graf 4: Rozsirené testovani viability bunék v pfitomnosti nanovlaken SiO, SF5. Bunky A549;
koncentrace SF5: 10 pg/ml az 10 mg/ml; doba inkubace: 0-24 hod.; WST-1 test (440 nm).
Vysledky vyjadfeny jako prdmér + SD (n = 15).

KratSi viakna SF6 o koncentraci 10 mg/ml také indukovala okamzité
znaéné sniZeni viability bunék A549 (graf 5). Zivotaschopnost bunék nadéle
pfimo umérné klesala v zavislosti na rostoucim €ase inkubace, po 24hodinové
inkubaci prakticky k nulové hodnoté. Signifikantni pokles viability bunék
na 5115 % jsme pozorovali také po 24hodinové inkubaci s nanoviakny
o koncentraci 1 mg/ml.

Nasledné jsme vzajemné porovnavali toxické vlivy obou typl nanoviaken
SiO2, ktera indukovala pokles aktivity mitochondrialnich dehydrogenas u bunék
A549. Napf. po 4hodinové expozici SF6 a SF5 o koncentraci 1 mg/ml je patrny
rozdil v poklesu viability bunék na 809 % a 93%+9 %. V rozmezi inkubace
0-1 hodina Ize pozorovat trend klesajici viability bunék u obou testovanych typu
nanoviaken (graf 4 a 5). To lze vysveétlit napf. tim, ze se buriky mohly po kratkém
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gase expozice nanovidken jejich vlivu asteéné pfizpusobit. Zivotaschopnost

bunék obecné snizuji oba typy nanovlaken o koncentraci 1 mg/ml a vyssi.
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Graf 5: RozsSirené testovaniviability bunék v pfitomnosti nanovlaken SiO, SF6. Bunky A549;
koncentrace SF6: 10 pg/ml az 10 mg/ml; doba inkubace: 0-24 hod.; WST-1 test (440 nm).
Vysledky vyjadfeny jako prdmér + SD (n = 15).

Jako ukéazku pusobeni obou druht nanoviaken pfi testovani jejich vlivu
na bunky A549 zde predkladame fotografie pofizené ve fazovém kontrastu.
Bunky A549 byly inkubovany v cytospinu po dobu 24 hodin s viakny SF5 a SF6
o koncentraci 10 pug/ml, 0,1 mg/ml a 1 mg/ml. Nanoviakna o nizké koncentraci
10 pg/ml se vzorném poli objektivu vyskytovala velmi malo (obr. 16 B).
Na obrazku 16 C a D si lze vSimnout nanoviadken o koncentraci 0,1 mg/mi
sedimentovanych na bunkach A549. Je zde vidét i rozdil mezi velikosti
nanoviaken SF5 a SF6 (obr. 16 C a D). U koncentrace 1 mg/ml obou typu
nanoviaken bylo zorné pole objektivu pfekryté nanoviakny, pfes ktera vibec

nebylo mozné buriky pozorovat.
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Obr. 16: Fotografie nanovlaken v kultivaénim médiu pfi testovani toxicity na bunkach
A549. Invertovany mikroskop, fazovy kontrast, zvétSeni 400x; doba inkubace 24 hodin;
A: kontrolni buriky, B: 10 pg/ml SF6, C: 0,1 mg/ml SF6, D: 0,1 mg/ml SF5.

5.1.2 Zmény hladin glutathionu po inkubaci se SF5 a SF6

Kvali dal$i charakterizaci plsobeni nanoviaken SiOz na plicni buriky jsme
také hodnotili hladinu glutathionu v burikach. Vliv nanoviaken na koncentraci
glutathionu v bunkach jsme posuzovali v zavislosti na koncentraci nanoviaken
a rizném &ase inkubace. Uginky po expozici nanoviaken jsme sledovali pomoci
fluorescenéni sondy monochlorbiman, ktera se specificky vaze na GSH za vzniku
fluorescenénich produktu.

Buriky A549 jsme inkubovali s obéma druhy nanovidken SiO2 po dobu
0, 1, 4, 24 hodin v rozmezi koncentraci 10 ug/ml az 10 mg/ml. Nasledné jsme
porovnavali toxicitu nanovlaken v zavislosti na Case a koncentraci téchto
nanoviaken. Z fluorometrické detekce hladin GSH vyplynulo, ze efekt SF5 a SF6
na koncentraci GSH je pfimo umérny davce adobé inkubace bunék

s nanoviakny.

52



Nanovidkna SF5 vrozmezi koncentraci 10 pg/ml az 0,1 mg/ml
neindukovala depleci glutathionu v burikach ani po 24hodinové inkubaci (graf 6).
Vyznamny pokles glutathionu na 5516 % v porovnani s kontrolnimi burikami jsme
pozorovali napfiklad po okamzitém kontaktu bunék se SF5 o koncentraci

10 mg/ml.

1200 == = = o
100% I I
80% -

60% -

(100 % = kontrola)

40% o -

Koncentrace glutathionu

20% -

0%
Kontrola 10 pg/ml 0,1 mg/ml 1 mg/ml 10 mg/ml

Ohod. "1 hod. m4 hod. m24 hod.

Graf 6: Testovani koncentrace glutathionu v buinkach v pritomnosti nanovlaken SiO, SF5.
Buriky A549; koncentrace SF5: 10 pg/ml az 10 mg/ml; doba inkubace: 0-24 hod.; Fluorometrické
stanoveni koncentrace glutathionu (394/490 nm). Vysledky jsou vyjadfeny jako pramér + SD
(n=8).

Podobné vysledky jsme ziskali i po expozici SF6 (graf 7). Po narUstajici
dobé inkubace s nanoviakny o koncentraci 1 mg/ml SF6 doslo po 24 hodinach
k depleci glutathionu v bunkach z 80£11 % na 40+7 %. K vyCerpani glutathionu
dochazelo pfimo uUmérné vzavislosti na narustajicim ¢&ase inkubace

a koncentraci testovanych nanomateriald.
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Graf 7: Testovani koncentrace glutathionu v bunkach v pfitomnosti nanovlaken SiO; SF6.
Buriky A549; koncentrace SF6: 10 pg/ml az 10 mg/ml; doba inkubace: 0-24 hod.; Fluorometrické
stanoveni koncentrace glutathionu (394/490 nm). Vysledky jsou vyjadfeny jako pramér + SD
(n=8).

5.1.3 Detekce funkce mitochondrii po inkubaci se SF5 a SF6

Pfedpokladany vliv nanoviaken na zménu potencialu mitochondrialni
membrany jsme posuzovali v zavislosti na koncentraci nanoviaken a dobé
inkubace. PoSkozeni mitochondrii po expozici nanoviaken jsme hodnotili
fluorescencni mikroskopii za pouziti fluorescencni sondy JC-1.

Buriky A549 jsme pro tento experiment inkubovali s obéma druhy
nanoviaken SiO2 po dobu 24 hodin v rozmezi koncentraci 10 yg/ml az 1 mg/ml.
Nasledné jsme srovnavali miru posSkozeni mitochondrii pomoci zmény
mitochondrialniho membranového potencialu v zavislosti na koncentraci
nanoviaken. Nasledujici vysledky naznacuji, Ze nanoviakna SF5 a SF6 o vysoké
koncentraci jsou odpovédné za pokles potencialu mitochondrialni membrany.
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Vysledky 24hodinové inkubace bunék A549 s delSimi SF5 o razné
koncentraci jsou zobrazeny na obrazku Cislo 17. Buriky inkubované s nanoviakny
jsme porovnavali vzdy s kontrolnimi neovlivnénymi bunkami. Buriky ovlivnéné
koncentraci 10 pg/ml SF5 nevykazovaly Zadné snizeni MMP, intenzita
fluorescence byla srovnatelna s kontrolnimi bunikami (obr. 17 C a D). Problémem
pfi vyhodnocovani muze byt interference nanovidken se sondou JC-1, coz je
dobfe patrné na obrazku &. 17 F. Vysoka koncentrace SF5 1 mg/ml zpulsobila
pokles potencialu mitochondrialni membrany (zelena barva, obr. 17 H).
Na obrazku ve fazovém kontrastu si muzeme vSimnout Cetného vyskytu
nanoviaken, ktera pokryvaji cely povrch bunék, a jsou zodpovédna za nizky MMP
neboli poskozeni mitochondrii.

KratSi SF6 jsme inkubovali s buiikami A549 také 24 hodin (obr. 18).
Vysoky mitochondrialni membranovy potencial jsme zjistili pouze u kontrolnich
bunék (obr. 18 B). Nanoviakna SF6 jiz o koncentraci 10 ug/ml zpUsobila snizeni
potencialu mitochondrialni membrany (obr. 18 D). Pfisednuta nanoviakna
na burnkach A549 o koncentraci 0,1 mg/ml muzZzeme dobfe pozorovat na obrazku
ve fazovém kontrastu (obr. 18 E). U vysoké koncentrace SF6 1mg/ml si muzeme
také vSimnout interference nanoviaken se sondou JC-1. Pfes vysokou
koncentraci nanoviaken jsou bunky ve fazovém kontrastu tézko viditelné
(obr. 18 G).

Po srovnani vlivu obou typa nanoviaken Ize usoudit, Ze kratSi SF6 o nizké
koncentraci méla vice toxicky vliv na buriky A549, protoze indukovala snizeni
MMP v porovnani se SF5. Oba typy nanoviaken o koncentraci 0,1 mg/ml a vySsi
zpUsobila sniZzeni potencialu mitochondrialni membrany. Bylo mozné si vS§imnout
i Casté interference obou druhd nanovidken s fluorescenéni sondou JC-1, ktera
muze byt komplikaci pfi sledovani zmén MMP na snimcich pofizenych pomoci

fluorescencniho mikroskopu.
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Obr. 17: Detekce mitochondrialniho membranového potencialu u bunék A549 pomoci
sondy JC-1 (Cervena fluorescence = vysoky membranovy potencial mitochondrii; zelena
fluorescence = nizky membranovy potencial mitochondrii). ZvétSeni 400x; A, C, E, G: fazovy
kontrast; B, D, F, H: fluorescence 485/535 (595) nm; doba inkubace 24 hod.; SF5 10 pg/ml,
0,1 g/ml, 1 mg/ml.
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Obr. 18: Detekce mitochondrialniho membranového potencialu u bunék A549 pomoci
sondy JC-1 (Cervena fluorescence = vysoky membranovy potencial mitochondrii; zelena
fluorescence = nizky membranovy potencial mitochondrii). ZvétSeni 400x; A, C, E, G: fazovy
kontrast; B, D, F, H: fluorescence 485/535 (595) nm; doba inkubace 24 hod.; SF6 10 pg/ml,
0,1 g/ml, 1 mg/ml.
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6. DISKUZE

Do dnesni doby bylo vyvinuto nékolik riiznych druht nanomateriald. Podle
tvaru a velikosti rozliSujeme nanotrubice, nanoviakna, sférické a dendritické
agregované nanomaterialy, kovové nanocastice atd. Tyto struktury také mizeme
zaradit do dvou velkych skupin, tj. nanoCastice na bazi kovl a nanomaterialy
z nekovovych materidld (Bahadar et al., 2016, Pandey, Prajapati, 2018).

V' nanotechnologiich maji nanomaterialy na bazi oxidu kfemicitého
dominantni ulohu vzhledem k jejich viastnostem, tj. jedineCnym optickym
viastnostem, specifickému povrchu, nizké hustoté, adsorpCni kapacité,
poréznosti, biokompatibilité a potencialné nizké toxicité. Oxidy kfemiku jsou
v nanotechnologiich Siroce vyuzivany také diky jejich pomérné snadné syntéze
a nizS8im nakladdm wvyroby. Tyto vSechny viastnosti vedou k tomu, Ze
nanomaterialy na bazi oxidu kfemicitého jsou vyuzivany jako inertni pevné
podparné matrice v biomedicinskych aplikacich. Nové rozSifené aplikace
nanomateriall na bazi oxidu kfemicitého jsou v adsorpci a separaci biomolekul,
detekci a purifikaci nukleovych kyselin, transportu 1€k a genu (Bitar et al., 2012).

Nanomaterialy diky své vysoké reaktivit¢ mohou potencialné pUsobit
toxicky v disledku Skodlivych interakci s biologickymi systémy. Kvali své malé
velikosti vFfadech nanometrd se nanomateridly mohou snadno dostavat
do lidského téla, pfekraCovat biologické bariéry a pronikat tak do rliznych organu
(Arora et al., 2012; Bahadar et al., 2016). Pravé plice jsou Castym cilem
pro mozné toxické plsobeni nanomaterialt pfedevdim kvuli jejich velké kontaktni
ploSe (Schwaiblmair et al., 2012).

Cilem diplomové prace proto bylo optimalizovat stanoveni bunécné
toxicity in vitro po inkubaci bunék s vybranymi nanomaterialy. Pfi studiu
pfipadného toxického vlivu rliznych typu nanomaterialtd v podminkach in vitro
jsme wyuzili test viability WST-1, fluorometrické stanoveni koncentrace
glutathionu a sledovani zmény potencialu mitochondrialni membrany pomoci
fluorescencni sondy JC-1. Jako linii pro testovani plicni toxicity in vitro jsme
vybrali bunécnou linii adenokarcinomu lidskych plic A549, ktera je jednou
z popularnich bunéénych linii v toxikologickych studiich rdznych druhd
nanomaterialt (Changa et al., 2011).
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Ke studiu plicni toxicity in vitro jsme méli k dispozici nanoviakna oxidu
kiemicitého. Jedna se o jednoducha nanoviakna oxidu kiemicitého dvou typu,
delSi SF5 a kratSi SF6. Jelikoz se jedna o unikatni nanoviakna oxidu kfemicitého,
ve védeckych publikacich chybi primarni data, se kterymi by bylo mozné nasSe
vysledky porovnavat a diskutovat. NaSe nalezené vysledky jsme tedy alespori
srovnavali se zavéry obdobnych experimentl, ve kterych dominovaly napf.
nanocastice oxidu kifemicitého, nebo nanoviakna oxidu titanicitého.

Nejdfive jsme optimalizovali nejvhodnéjsi denzitu bunék A549 na jamku
v 96jamkove destiCce. S ohledem na co nejnizsi spotfebu bunék a dobu inkubace
jsme zvolili denzitu 20 tis. bunék na jamku. Nasledné jsme se zaméfili
na posouzeni toxicity nanoviaken pomoci WST-1 testu. Buriky jsme vystavili
riznym koncentracim nanoviaken po ruzny cas inkubace. Podle naSeho
pfedpokladu dochazelo ke sniZeni viability bunék v zavislosti na vzristajici
koncentraci nanoviaken a dobé inkubace. Nejvice indukovaly snizeni viability
bunék oba typy nanoviadken o koncentraci 0,1 mg/ml a vySSi (v porovnani
s kontrolnimi bunkami).

V nedavné studii zahrani¢ni autofi dospéli k zavéru, Ze testovana toxicita
kulovitych nanocCastic oxidu kremicCitého (SiO2-NPs) zavisi na davce, velikosti
i typu pouzité bunécné linie. V této studii pouzili ke stanoveni bunécné viability
MTT test na bazi tetrazoliovych soli. SiO2-NPs o koncentraci 50 pg/ml a vySsi
po 24 hodinach inkubace zpusobily snizeni Zivotaschopnosti bunék A549 (Kim et
al., 2015).

V jiné studii autofi potvrdili po testovani kratkych a dlouhych viaknitych
nanomateriald TiO2, Ze delSi nanovidkna byla vysoce toxicka a iniciovala
zanétlivou reakci u primarnich mysich alveolarnich makrofaga. Tato studie také
naznacuje, Ze pokud se prodlouzi délka nanomaterialu, zméni se i toxicita
a patogenni potencial. To vede k naru$eni lysozomu, protoZe pro fagocytarni
bunky je tento nanomaterial obtizné zpracovatelny (Hamilton et al., 2009).
Z naSich vysledkl je patrny mirny rozdil v poklesu viability bunék A549.
Po 4hodinové expozici v zavislosti na rozdilné délce SF6 a SF5 o koncentraci
1 mg/ml poklesla viabilita bunék na 80+9 % a 9319 %.

PFicinou toxicity nami testovanych SF5 a SF6 muZe byt také chybégjici
povrchova modifikace. V nedavné praci byly testovany modifikované

a nemodifikované nanomaterialy oxidu kiemicitého na nékolika buné&cnych liniich
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véetné bunék A549. Cast nanomaterialt byla modifikovana karboxylovou nebo
aminovou skupinou. Vysledky ukazaly, ze nemodifikované nanomaterialy
indukovaly buné€nou smrt. Naproti tomu povrchovd modifikace nanomateriall
cytotoxicitu potlaCovala (Hansjosten et al., 2018). Tyto experimenty byly
potvrzeny uz i dfive (Morishige et al., 2012).

V minulosti byla zkoumana také cytotoxicita nanocastic oxidu kfemicitého
o velikosti 15 nm a 46 nm. Toxicita obou druhl SiO2-NPs se vyznamné neliSila.
Po expozici SiO2-NPs o koncentraci 10 ug/ml az 100 pg/ml v prabéhu 72 hodin
doslo ke sniZeni Zivotaschopnosti bunék A549 v zavislosti na davce nanocastic
a Casu inkubace. Nejvice byl patrny pokles zpusobeny koncentraci 100 pg/ml
za 72 hodin inkubace. Po 24 hodinach inkubace nanocCastic o koncentraci
100 pg/ml s burikami poklesla viabilita pfiblizné na 84 %, coz je o néco méné
v porovnani s nasSim experimentem. Bunécna hladina glutathionu vykazovala
pokles zavisly na mnozstvi SiO2-NPs obdobné jako v naS$i praci, a také byla
prokazana zvySena produkce ROS (Lin et al., 2006).

Pokud by podobny mechanismus toxicity fungoval i v nasem pfipadé, tak
pokles hladiny GSH po vystaveni bunék ucinkim obéma typum SF5 a SF6 by
mohl byt pfiCitan pravé zvySené produkci ROS. Z naSich ziskanych vysledku byla
také zjiSténa vyznamna korelace mezi poklesem koncentrace GSH a viabilitou
bunék, které byly exponovany ruznym koncentracim téchto nanoviaken.
Bunécnou smrt Ize pravdépodobné vysvétlit jako reakci na pokles koncentrace
glutathionu a zménu poméru oxidacné-antioxidacni rovnovahy v bunkach A549.

Toxické ucinky nanomateriald se mohou také liSit vzhledem k pouzité
buné&tné linii. Nékteré bunky mohou byt vici nanomateridlim vice citlivé
a naopak. V jedné praci autofi stanovovali pokles zivotaschopnosti u vice linii
bunék po expozici TiO2 nanoviaknim. Vysledky ukazaly, Ze nanoviakna TiO2
indukovala snizeni Zivotaschopnosti bunék vzavislosti na koncentraci
nanoviaken a s vétSim ucCinkem na alveolarni epitelialni bunky nez na makrofagy.
Mimo jiné ve srovnani s nanocCasticemi TiO2 byla nanoviakna TiO2 vice
cytotoxicka a vSechny nanomaterialy iniciovaly snizeni hladiny glutathionu
v makrofazich (Allegri et al., 2016).

V dalSich pracich autofi napfiklad testovali koexpozici nanocCastic oxidu
kfemicitého o velikosti pfiblizné 39 nm a octanu olova na bunkach A549.

Nanocastice o koncentraci 10 pg/ml vrdzné kombinaci inkubovali s druhou
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testovanou latkou po dobu 24 hodin. Vyhodnoceni MTT testu ukazalo, ze
samotné SiO2-NPs nemély vliv na pokles zivotaschopnosti bunék, coz dobre
koresponduje s naSimi experimenty s SF. V této publikaci také detekovali zménu
mitochondrialniho membranového potencialu s vyuZitim fluorescenéni sondy
rhodamin 123. Po 24hodinové expozici samostatnych SiO2-NPs o koncentraci
10 pg/ml nenalezli zadnou vyznamnou zménu mitochondrialniho membranového
potencialu (Lu et al., 2017). Po porovnani s témito zavéry jsou tedy nase vysledky
ziskané pomoci sondy JC-1 mirné odliSné.

Vedle této prace byla studovana toxicita nanocastic oxidu zelezitého
pokrytych tenkou vrstvou oxidu kfemicitého na bunkach A549, kdy autofi testovali
také zménu potencialu mitochondrialni membrany. Zména potencialu byla
detekovana fluorometricky v 96jamkové desticce pomoci sondy JC-1. PoruSeni
mitochondrii bylo vice patrné u bunék po inkubaci s NPs s nemodifikovanym
povrchem. Obecné vysledky této studie ukazaly, Ze povrchova uprava téchto
nanocastic oxidem kfemicCitym hraje kliCovou roli pfi zlepSeni stability castic
v biologickém prostfedi a snizuje jejich cytotoxické u€inky (Malvindi et al., 2014).

V jiné praci autofi zjiStovali potencionalni vliv NPs na poskozeni
mitochondrii jaternich bunék HepG2 s vyuzitim fluorescencni mikroskopie a také
sondy JC-1. Bylo zjisténo, Zze dochazelo ke snizeni MMP po expozici jaternich
bunék amorfnim SiO2-NPs v zavislosti na vzristajici koncentraci. Testované
koncentrace SiO2-NPs se nachazely vrozmezi 0-200 pg/ml a doba inkubace
Cinila 3 nebo 24 hodin (Sun et al., 2011). Na dalSich plicnich bunkach W1-38 jiny
védecky tym testoval nanomateridly na bazi oxidu kfemicitého. Pfi zkoumani
ucinku specialnich biogennich SiO2-NPs na plicni fibroblasty WI-38 zjistili, ze
neovliviuji zivotaschopnost ani morfologii bunék a pouze mirné ovlivauji MMP
ve vysokych davkach (Athinarayanan et al., 2017).

V nedavném experimentu si autofi dalsi prace vybrali SiO2-NPs o velikosti
40, 60 a 200 nm k testovani na nenadorovoé bunécné linii plicniho epitelu
BEAS-2B. Zivotaschopnost bunék zde byla sniZzena pfimo umeérné velikosti
adavce SiO2-NPs, zatimco aktivita laktatdehydrogenasy, oxidacni stres
a poSkozeni mitochondrii vyrazné vzrostly. Tento efekt se nejdfive projevil
po expozici NPs o koncentraci 25 pg/ml, coz se neshoduje s vysledky naSi
diplomové prace, kde jsme detekovali toxickou koncentraci mnohem vysSi (Li
et al., 2016).
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Na fotografiich, které jsme pofidili ve fazovém kontrastu pomoci
invertovaného mikroskopu, jsou dobfe viditelna nanoviakna o koncentraci
0,1 mg/ml. Oba typy nanovidken o vysoké koncentraci byly sedimentované
na dné jamek. Nanovidkna o nejvyssi testované koncentraci 1 mg/mla 10 mg/ml
pokryvala vétSinu nebo cely povrch jamky cytospinu, a proto nebylo mozné bunky
A549 pozorovat. Takto pfisednuta SF5 a SF6 pravdépodobné mohla zamezit
pfistupu zivin a kysliku k bufikam, coz mélo za nasledek rapidni snizeni viability
bunék, s ¢imz souvisi i snizeni potencialu mitochondrialni membrany. Rychlé
sedimentace nanoviaken na dno jamek si bylo mozné vSimnout i pfi ovliviiovani
bunék pfipravenymi suspenzemi nanoviaken po odsati kompletniho kultivacniho
media v 96jamkoveé desticce.

Proto se domnivame, Zze SF5 a SF6 pusobi na buriky A549 spiSe
mechanicky nez cilené toxicky. S tim souvisi i skute€nost, Ze vétSina in vitro studii
biologickych u€inkl nanoCastic na plicni bufky jsou obvykle provadény
za podminek, kdy jsou NPs vsuspenzi vkultivatnim médiu. Pfipadnou
aglomeraci nebo sedimentaci vtakovych suspenzich je obtizné kontrolovat,
a tudiz i mnozstvi sedimentovanych nanocastic na bufikach muze byt nejasné.
Kromé toho mohou byt bunécné reakce na NPs v kultivaCnim médiu odlisSné
od téch pozorovanych pfi fyziologickém nastaveni na rozhrani vzduchu
a kapaliny (Lu et al., 2017; Panas et al., 2014).

Aby se vice napodobily realistické situace relevantni pro inhalaci, bunky
A549 byly vystaveny aerosolim v mezifazi vzduchu a kapaliny pomoci
specialniho zafizeni. Prekvapivé byly takto exponované buriky méné citlivé
na SiO2-NPs. Je tedy zfejmé, Ze je zapotfebi vice studii, aby bylo mozné potvrdit,
jestli jsou takto vystavené buriky obecné meéné nachylné k NPs, nebo zda
konkrétni NPs vykazuji rdznou toxicitu v zavislosti na pouZité metodé expozice
(Panas et al., 2014).
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7. ZAVER

V naS8i diplomové praci jsme optimalizovali stanoveni bunécné viability
WST-1 testem a stanoveni koncentrace glutathionu v burikach zalozeném
na fluorometrické detekci. Tyto metody jsme nasledné vyuzili pfi charakterizaci
plicni toxicity in vitro na bunéc¢né linii adenokarcinomu lidskych plic A549. Dale
jsme studovali vliv nanomateriald na bazi oxidu kifemi€itého na plicni buriky
v podminkach in vitro.

Zavérem lze shrnout, Ze toxicita nanoviaken oxidu kfemicitého, ktera jsme
méli k dispozici, zavisi na jejich koncentraci a ¢asu inkubace s burikami A549.
Zasadni negativni vliv podle ukazatele zivotaschopnosti bunék a dalSich
parametrd méla podle naSich vysledku koncentrace obou nanoviaken nejméné
1 mg/ml. Kdepleci hladiny glutathionu dochazelo nejvice po expozici bunék
nanoviaknim o nejvys8i koncentraci. Zménu potencialu mitochondrialni
membrany jsme detekovali fluorescencni mikroskopii s vyuzitim fluorescencni

bunécné sondy JC-1.
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