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Abstrakt 

 

Bezpečnostní rizika, která vyplývají z cytotoxického působení nanočástic (NPs) 

v komplexním biologickém prostředí, zůstávají hlavním problémem, který limituje využití NPs 

v biomedicíně. V této studii byla vyšetřována cytotoxicita NPs odlišného složení, tvaru a 

velikosti, jmenovitě SiO2 NPs (SiNPs, 7-14 nm), superparamagnetických NPs oxidů železa 

(SPIONs, 8 nm) a karboxylovaných mnohovrstevných uhlíkových nanotub (CNTCOOHs, 

průměr: 60-100 nm, délka: 1-2 μm). Cytotoxicita byla vyhodnocena pomocí nově navržené 

screeningové eseje schopné současně stanovit aktivitu buněčných dehydrogenáz, aktivitu laktát 

dehydrogenázy (LDH) uvolněné z buněk do okolí a počet intaktních buněčných jader a 

apoptotických tělísek v kultuře lidských endotelových buněk izolovaných z pupečníkové žíly 

(HUVEC) rostoucích v jedné jamce 96-jamkové destičky. Zmíněné znaky byly následně 

využity k získání informace o životaschopnosti buněk a nekrotických a apoptotických 

aspektech buněčné smrti. Výsledky z této “tři v jednom” screeningové eseje buněčné smrti 

(CDS) ukázaly, že SiNPs a CNTCOOHs vyvolávaly výrazné cytotoxické působení projevující 

se poklesem životaschopnosti buněk a rozvojem tvorby apoptotických tělísek. Naproti tomu 

SPIONs navozovaly pouze mírnou cytotoxicitu. SiNPs navíc narušovaly buněčnou membránu 

vedoucí ke zvýšenému uvolňování LDH (nekrotický typ působení) mírně pozorovanému také 

po aplikaci SPIONs. V případě CNTCOOHs nemohly být tyto nekrotické změny stanoveny 

kvůli pozoruhodně silné interferenci CNTCOOHs s komponentami LDH eseje jako vnitřní 

součástí CDS eseje. V navazujícím výzkumu jsme se soustředili na vliv složení proteinového 

obalu (tzv. proteinové korony) na buněčnou toxicitu CNTCOOHs. Výsledky z CDS eseje 

naznačily, že předem formovaný proteinový obal z imunoglobulinu G (IgG) podporoval 

cytotoxické působení CNTCOOHs navozující sníženou aktivitu buněčných dehydrogenáz, 

zatímco proteinový obal z lidského sérového albuminu (HSA) měl spíše protektivní účinky 

projevující se zvýšenou přítomností intaktních buněčných jader a zároveň sníženou tvorbou 

apoptotických tělísek. Cytotoxické působení CNTCOOHs bez proteinové korony vedoucí 

k akumulaci autofagických veziklů u buněk HUVEC bylo také významně zmírněno, a to 

stimulací autofagického toku ≤ 1 nM makrolidovým antibiotikem bafilomycinem A1. Ve 

shrnutí naše výsledky naznačují, že použití vhodné proteinové korony v kombinaci 

s farmakologickou stimulací autofagického toku by v budoucnu mohlo být jedním ze slibných 

přístupů umožňujících minimalizaci cytotoxického působení alespoň některých druhů NPs.  
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Abstract 
 

Safety concerns arising from cytotoxic behavior of nanoparticles (NPs) in complex 

biological environment remain the main problem limiting NPs application in biomedicine. In 

this study, we have investigated cytotoxicity of NPs with different composition, shape and size, 

namely SiO2 NPs (SiNPs, 7-14 nm), superparamagnetic iron oxide NPs (SPIONs, 8 nm) and 

carboxylated multiwalled carbon nanotubes (CNTCOOHs, diameter: 60-100 nm, length: 

1-2 μm). Cytotoxicity was evaluated with newly designed screening assay capable to 

simultaneously assess activity of cell dehydrogenases, activity of lactate dehydrogenase (LDH) 

released from cells into environment and number of intact cell nuclei and apoptotic bodies in 

human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) culture growing in the very same well of the 

96-well plate. Aforementioned attributes were subsequently utilized to obtain information about 

cell viability and necrotic and apoptotic aspects of cell death. Results from this „three-in-one“ 

cell death screening (CDS) assay showed that SiNPs and CNTCOOHs evoked pronounced 

cytotoxic effect demonstrated as decrease of cell viability and development of apoptotic bodies 

formation. In contrast to this, SPIONs induced only mild cytotoxicity. Moreover, SiNPs 

impaired cell membrane leading to increased LDH release (necrotic type of activity) slightly 

visible also after application of SPIONs. In the case of CNTCOOHs, necrotic changes could 

not be evaluated due to remarkably strong interference of CNTCOOHs with components of 

LDH assay as an intern compound of CDS assay. In the subsequent investigation, we have 

focused on influence of protein coating (so called protein corona) composition on cell toxicity 

of CNTCOOHs. Results from CDS assay implied that preformed protein coating from 

immunoglobulin G (IgG) supported cytotoxic effect of CNTCOOHs which induced decrease 

in cell dehydrogenases activity, while coating with human serum albumin (HSA) had rather 

protective effects manifesting as increase in intact cell nuclei alongside with decrease in 

apoptotic bodies formation. Cytotoxic influence of CNTCOOHs without protein corona leading 

to accumulation of autophagic vesicles in HUVEC cells was also significantly attenuated 

specifically by stimulation of autophagic flux with ≤ 1 nM macrolide antibiotics bafilomycin 

A1. In summary, our results suggest that using of appropriate protein corona in combination 

with pharmacological stimulation of autophagic flux could be in the future one of the 

promissing approaches enabling to minimize the cytotoxic impact of at least some types of NPs. 
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1 Úvod 
 

 NPs 

 

Nanočástice (nanoparticles - NPs) jsou definovány jako (nano)objekty, jejichž tři vnější 

rozměry dosahují nanometrového rozsahu, tj. velikosti 1-100 nm. Některé typy NPs, jako např. 

uhlíkové nanotuby (carbon nanotubes - CNTs) trubicovitého tvaru, nesplňují striktně tato 

kritéria a spadají tak spíše do kategorie nanomateriálů (nanomaterials - NMs). NMs jsou pak 

definovány jako materiály, které disponují vnějším rozměrem, vnitřní strukturou nebo 

povrchovou strukturou nanometrového rozsahu (Boverhof D. R. et al., 2015). Díky 

rozmanitému spektru materiálů, ze kterých mohou být NPs (NMs) připravovány vzniká široká 

paleta různých typů NPs. Jednou z jejich možných (obecnějších) klasifikací je rozdělení NPs 

na základě zdrojového materiálu na organické (polymerní nanosystémy, dendrimery, lipozómy 

ad.) a anorganické (NPs na bázi kovů ad., Obrázek č. 1) (Richards D. A. et al., 2017). Na jejich 

rozhraní se nacházejí také hybridní organicko-anorganické nanomateriály (nanokompozity) 

(Sanchez C. et al., 2005). Zdrojový materiál v kombinaci s nanometrovými rozměry a velkým 

poměrem povrchu k objemu propůjčuje NPs unikátní fyzikálně-chemické vlastnosti využitelné 

v biologii a medicíně (Capjak I. et al., 2017; Jianwei C. et al., 2000; Murali K. et al., 2018; 

Wahajuddin a Arora S., 2012). Široké spektrum aplikací zahrnuje např. vývoj fototermální 

terapie, kontrastních agens pro magnetickou rezonanci, biologických fluorescenčních značek 

(Salata O., 2004) nebo použití v tkáňovém inženýrství, při detekci proteinů nebo při vývoji 

systémů pro cílenou dopravu genů a léků (Murali K. et al., 2018; Salata O., 2004). 
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Obrázek č. 1: Schématický obrázek některých typů NPs využitelných v biomedicíně (převzato 

a upraveno z: Richards D. A. et al., 2017). 

 

V rámci anorganických NPs patří křemíkové NPs (silica nanoparticles - SiNPs), 

superparamagnetické NPs oxidů železa (superparamagnetic iron oxide nanoparticles - SPIONs) 

a CNTs k intenzivně studovaným typům NPs. Preferovanou vlastností SiNPs je především 

relativně snadná funkcionalizace jejich povrchu díky fyzikálně-chemickým vlastnostem 

křemíku jako základního stavebního prvku SiNPs, který umožňuje jejich konjugaci s řadou 

molekul (kontrastní látky, léky ad.) (He X. et al., 2012; Lee J. E. et al., 2010). Zatímco u SiNPs 

je nutná modifikace jejich povrchu, abychom dosáhli cílených vlastností, SPIONs tvořené 

magnetitem případně maghemitem již výhodné (magnetické) vlastnosti mají. Díky svému 

složení jsou v biomedicíně uvažované jako kontrastní látky použitelné v magnetické rezonanci 

(EMA, 2008, [online]) či jako zdroj železa (Ventola C. L., 2017). Podobně jako SPIONs také 

CNTs vykazují díky svému složení, struktuře a velikosti unikátní fyzikálně-chemické 

vlastnosti. Z hlediska biomedicíny by mohly být potenciálně využitelné ve fototermální léčbě 

nádorů (Chakravarty P. et al., 2008; Moon H. K. et al., 2009) nebo senzorů pro detekci glukózy 

či peroxidu vodíku (Lin Y. et al., 2004; Xu S. et al., 2011). Mechanická odolnost a jejich vysoká 

kapacita v tahu mohou být dále využity při konstrukci systémů pro reparaci silně zatížených 

tkání, jakými jsou např. kost (Rajesh R. et al., 2016). Ačkoli jsou některé typy NPs (SPIONs) 

již schváleny pro lékařské účely (Ventola C. L., 2017), obecně platí, že NPs často vykazují 

cytotoxické působení v biologických systémech, které tak výrazně limituje jejich klinickou 

aplikaci. 

 

 Mechanizmy cytotoxického působení NPs a jeho důsledky na úrovni buněčné smrti 

 

Cytotoxicitu NPs lze popsat jako „interakci NPs s buňkami o takovém rozsahu, který vede 

k rozrušení buněčných struktur a/nebo procesů nezbytných pro buněčné přežívání a proliferaci“ 

(Lewinski N. A., 2012). Pokud je míra cytotoxicity natolik vysoká, že kompenzační a opravné 

mechanizmy v buňce již nejsou schopny zajistit základní funkční procesy, dochází ke smrti buňky. 

Obecně, je za smrt buňky považováno dosažení takového bodu, ze kterého již není návratu 

(Galluzzi L. et al., 2018). Tento bod (nebo skupina bodů) může být určen na základě 

morfologických, biochemických nebo funkčních charakteristik, které se mohou do určité míry, 

v rámci jednotlivých typů buněčné smrti, překrývat (Galluzzi L. et al., 2018; Kroemer G. et al., 
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2009). Z morfologického hlediska můžeme rozlišit tři základní typy buněčné smrti: apoptózu (typ 

I), autofágii (typ II) a nekrózu (typ III) (Galluzzi L. et al., 2018; Schweichel J. U. a Merker H. J., 

1973). Zatímco autofágie a apoptóza sestávají z vykonání vysoce organizovaného programu 

složeného ze sekvence vzájemně provázaných kroků (Ojha R. et al., 2015), nekróza je naopak 

vyvolána náhodným působením silně poškozujícího, nefyziologického podnětu (Janko C. et al., 

2013). Tyto tři základní typy buněčné smrti mohou být dále charakterizovány prostřednictvím řady 

pro ně typických modifikací proteinů či jejich aktivit. Příkladem mohou být kaspázy nebo 

poly(ADP-ribóza) polymeráza v případě apoptózy (Kaufmann S. H. et al., 1993; Kivinen K. et al., 

2005), LC3-II u autofágie (Kabeya Y. et al., 2000; Schläfli A. M. et al., 2015) nebo uvolněná laktát 

dehydrogenáza (LDH) z prostředí buněk do okolí v rámci nekrotického působení (Chan F. K. et al., 

2013). 

NPs mohou vyvolávat buněčnou smrt buď přímou cestou, která zahrnuje interakci NPs nebo 

jejich součástí (pozůstatky kovů) (Ge C. et al., 2012) s buněčnými komponentami (Mansouri A. et 

al., 2018), organelami (Schütz I. et al., 2016) nebo procesy (Braydich-Stolle L. K. et al., 2010), nebo 

nepřímou cestou, která vede ke změnám v okolním prostředí vyvolaných působením NPs, např. 

adsorpcí důležitých živin na jejich povrch (Guo L. et al., 2008). Konkrétní cytotoxický 

mechanizmus (mechanizmy) příslušného typu NPs se do značné míry odvíjí od buněčného typu (I-

Lun Hsiao A. M. G. R. J. M. S. M. G. a Andrea H., 2014), tvaru (Xie X. et al., 2017), rozměrů 

(Antonelli A. et al., 2010) a povrchových vlastností NPs (Chou L. Y. et al., 2011; Wang F. et al., 

2013). 

Při pohybu NPs v okolí buněk dochází k rychlé interakci mezi jejich povrchem a 

komponentami obsaženými v biologických tekutinách, např. plazmě nebo kultivačním médiu 

(Casals E. et al., 2010; Tenzer S. et al., 2013). Proteiny, lipidy a další složky pokrývají jejich povrch 

za vzniku tzv. proteinové korony (Casals E. et al., 2010). Její první vrstva, tzv. tvrdá proteinová 

korona, pevně přiléhá k povrchu NPs (Milani S. et al., 2012). Na ní navazuje druhá vrstva, tzv. 

měkká proteinová korona, jejíž složení není stálé a reverzibilně se mění pravděpodobně v závislosti 

na koncentraci a vazebné afinitě okolních proteinů (Milani S. et al., 2012; Tenzer S. et al., 2013; 

Winzen S. et al., 2015). Konečné složení proteinové korony může ovlivňovat vstup NPs do buněk 

(Tenzer S. et al., 2013) a modulovat tak jejich cytotoxicitu (Peng Q. et al., 2013). 
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2 Hypotézy a cíle práce 
 

Při použití NPs v klinické praxi je jedním z možných způsobů jejich aplikace také 

intravenózní podání. Při něm dochází k interakci NPs s komponentami krevní plazmy za 

současného formování proteinové korony, která může výrazně pozměnit výsledné vlastnosti 

NPs (viz výše). Cirkulace NPs v oběhové soustavě pak může vést ke zvýšenému cytotoxickému 

působení NPs na opakovaně exponované endotelové buňky cév. Ovlivnění této cytotoxicity je 

tudíž klíčovým aspektem v rámci využití NPs pro lékařské účely. I přes snahu o minimalizaci 

zdrojů variability sjednocováním a optimalizováním výzkumných postupů stále dochází 

k relativně vysoké heterogenitě v získaných výsledcích. Ta limituje jednoznačné stanovení 

cytotoxického působení různých typů NPs omezující tak potenciální využití jejich unikátních 

fyzikálně-chemických vlastností. 

 

Na základě literatury stanovené předpoklady: 

 

1. Cytotoxicitu NPs lze přesněji ohodnotit kombinací různých metod v rámci jedné 

detekční eseje provedené na stejné populaci buněk. 

2. Cytotoxicitu NPs lze ovlivnit preformováním proteinové korony na jejich povrchu. 

3. Cytotoxicitu NPs lze modulovat farmakologickým působením zaměřeným na ovlivnění 

buněčných procesů. 

 

Výchozím cílem této práce bylo sestavit screeningovou esej pro základní stanovení 

cytotoxicity a ohodnocení typu buněčné smrti různých druhů NPs u endotelových buněk 

HUVEC. Navazujícím cílem bylo modulovat (snížit) cytotoxicitu výrazně toxických 

CNTCOOHs k buňkám HUVEC a umožnit tak v budoucnu jejich potenciální aplikaci in vivo. 

 

Jednotlivé cíle práce: 

 

1. Charakterizovat připravené CNTCOOHs a další typy NPs zahrnující SiNPs a SPIONs. 

2. Sestavit screeningovou esej pro stanovení cytotoxicity NPs in vitro. 

3. Stanovit cytotoxicitu CNTCOOHs, SiNPs a SPIONs u primárních endotelových buněk 

HUVEC pomocí sestavené screeningové eseje. 

4. Studovat vliv proteinové korony na cytotoxicitu CNTCOOHs u buněk HUVEC. 
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5. Studovat vliv farmakologické modulace autofágie na cytotoxicitu CNTCOOHs 

k buňkám HUVEC. 

 

3 Materiál a metodika 
 

Základní buněčná toxicita byla studována u tří typů biomedicínsky významných NPs, a 

to konkrétně SiNPs, SPIONs a karboxylovaných uhlíkových nanotub (CNTCOOHs). Morfologie 

NPs byla charakterizována pomocí transmisní elektronové mikroskopie (TEM). Velikost, náboj 

a absorpční vlastnosti byly stanoveny za využití dynamického rozptylu světla (DLS), zeta 

potenciálu a spektrofotometrické analýzy. Vliv proteinové korony na změnu toxicity NPs byl dále 

testován pouze u CNTCOOHs. Náboj a aglomerační vlastnosti CNTCOOHs pokrytých vrstvou 

IgG nebo HSA proteinů byly charakterizovány pomocí zeta potenciálu, průtokové cytometrie  

nebo separace na sacharózovém gradientu. 

Všechny in vitro experimenty byly provedeny na primárních lidských endotelových 

buňkách izolovaných z pupečníkové žíly (human umbilical vein endothelial cells – HUVEC). 

Buňky byly pěstovány v kompletním kultivačním médiu EGM-2 za standardních podmínek 

(5% CO2, 37°C). 

Screeningová esej pro stanovení cytotoxicity zahrnovala vysazení buněk HUVEC na 

96-jamkovou destičku, jejich kultivaci 48 hodin a aplikaci testovaných NPs a příslušných 

kontrol po dobu 24 hodin. Následně byly z jamek odebrány supernatanty, u kterých bylo 

stanoveno množství uvolněné LDH pomocí LDH eseje (přibližné ohodnocení míry nekrózy). 

Do jednotlivých jamek s buňkami byla dále přidána WST-8 tetrazoliová sůl (součástí Cell 

Counting Kit-8 eseje) pro stanovení životaschopnosti buněk. Uvolněná LDH a aktivita 

buněčných dehydrogenáz byly stanoveny kolorimetricky pomocí spektrofotometru. Posledním 

krokem screeningové eseje bylo přidání fluorescenční DNA barvy Hoechst 33342 do jamek 

s buňkami. Fluorescenčně vizualizovaná jádra a apoptotická tělíska byla nasnímána 

prostřednictvím fluorescenčního mikroskopu a spočítána pomocí nově napsaných maker 

v programu ImageJ. 

Intracelulární působení CNTCOOHs bylo zkoumáno pomocí fluorescenčně značených 

CNTCOOHs-488 a konfokální mikroskopie. Vliv proteinové korony z IgG nebo HSA na 

změnu cytotoxicity CNTCOOHs byl studován pomocí výše popsané screeningové eseje, TEM 

a metodou Western blot zaměřenou na detekci prokaspázy-3, PARP-1 a LC3B jako 
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proteinových markerů apoptózy (prokaspáza-3 a PARP-1) a autofágie (LC3B). Farmakologické 

ovlivnění cytotoxicity CNTCOOHs pomocí bafilomycinu A1 bylo stanoveno na základě 

ohodnocení životaschopnosti buněk HUVEC pomocí WST-8 eseje. 

 

4 Výsledky 
 

 Charakterizace NPs 

 

 Tvar, velikost, náboj a aglomerace NPs 

 

Struktura nefunkcionalizovaných SiNPs, SPIONs a CNTs v suchém stavu zobrazená 

pomocí TEM ukázala sférický až elipsoidní tvar SiNPs s tendencí k aglomeraci do 

nepravidelných shluků (Obrázek č. 2A). SPIONs vykazovaly více kulovitou morfologii 

s rovnoměrnější distribucí jednotlivých NPs, které místy vytvářely drobné shluky (Obrázek č. 

2B). Jednotlivá provazovitá vlákna CNTs tubulárního tvaru obsahující vnitřní dutinu byla 

vzájemně propletena mezi sebou a vykazovala patrné rozdíly v šířce (Obrázek č. 2C). 

Karboxylace CNTs pomocí směsi koncentrované kyseliny sírové a kyseliny dusičné způsobila 

drobné defekty v povrchu NPs a zvýšila celkovou heterogenitu materiálu projevující se širší 

distribucí velikostí a množstvím úlomků CNTCOOHs. Povrchový náboj NPs rozpuštěných 

v MilliQ vodě odvozený na základě průměrných hodnot ζ-potenciálů prokázal záporný náboj u 

SiNPs (-28,4 ± 1,9 mV) a CNTCOOHs (-52,5 ± 2,9 mV) a kladný náboj u SPIONs (25,5 ± 

2,1 mV). Velikost hydrodynamických průměrů (DH) prokázala výrazný vliv na aglomeraci NPs 

suspendovaných v MilliQ vodě nebo kultivačním médiu. Z tabulky č. 1 je patrné, že u všech tří 

typů NPs dochází po 24 hodinách jak v MilliQ vodě, tak v kultivačním médiu k aglomeraci 

NPs, přičemž míra této aglomerace je větší v prostředí kultivačního média. 
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Obrázek č. 2: TEM obrázky SiNPs (A), SPIONs (B) and CNTs (C). Měřítko: 50 nm (A-B), 

0,5 µm (C). 

 

Tabulka č. 1: Průměrné hodnoty DH SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs stanovené pomocí 

DLS. 

 MilliQ voda Kultivační médium 

 DH (nm) PDI DH (nm) PDI 

SiNPs (0 h) 210 ± 32,3 0,18 ± 0,04 153 ± 23,1 0,31 ± 0,03 

SiNPs (24 h) 340 ± 19,8 0,54 ± 0,02 1140 ± 105,1 0,60 ± 0,03 

SPIONs (0 h) 44,2 ± 4,7 0,22 ± 0,05 116 ± 8,2 0,32 ± 0,03 

SPIONs (24 h) 847 ± 44,3 0,48 ± 0,03 1081 ± 83,2 0,41 ± 0,06 

CNTCOOHs (0 h) 219 ± 3,8 0,18 ± 0,01 261 ± 3,5 0,25 ± 0,01 

CNTCOOHs (24 h) 295 ± 21,1 0,20 ± 0,01 634,2 ± 13,9 0,23 ±0,02 

Data reprezentují průměrné hodnoty ± SEM (n = 4). 

Data byla publikována v naší předchozí práci (Filipova M. et al., 2018). 

Zkratky: DH – hydrodynamický průměr, PDI – polydisperzní index. 

 

 Charakterizace funkcionalizovaných CNTs odlišnými proteinovými koronami 

 

Proteinová korona z IgG nebo HSA neměla vliv na změnu povrchového náboje 

CNTCOOHs, který zůstal záporný u všech tří typů funkcionalizovaných CNTs (fCNTs). 

Nicméně proteinová korona z IgG výrazně snížila stabilitu CNTCOOHs, která se projevila 

silnou tendencí NPs ke shlukování. Proteinová korona z HSA zapříčinila pouze mírné snížení 

stability NPs vedoucí k tvorbě drobných shluků CNTCOOHs. 
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 Stanovení cytotoxicity NPs in vitro 

 

 Uspořádání CDS eseje 

 

K ohodnocení cytotoxicity NPs a podrobnějšímu vyšetření jejich vlivu na typ a intenzitu 

buněčné smrti byla sestavena esej, která stanovuje životaschopnost buněk, nekrotické a 

apoptotické působení zároveň u stejné populace buněk narostlých v jedné jamce. Vzhledem 

k tomu, že životaschopnost buněk lze stanovit na základě různých parametrů, jejichž detailní 

studium by výrazně přesáhlo rámec této práce, byla „životaschopnost buněk“ (též viabilita 

buněk) zjednodušeně odvozována na základě metabolické aktivity buněčných dehydrogenáz, 

které zprostředkovaně redukují WST-8 za vzniku formazanu poskytujícího barevnou reakci. 

Tato aktivita buněčných dehydrogenáz byla využita ke stanovení počtu „živých“ buněk. 

Podobně, komplexní procesy, jakými jsou nekróza a apoptóza byly stanovovány pouze na 

základě jednoho z příznaků a v tomto smyslu také v dalším textu používány. V případě 

„nekrózy“ se jednalo o stanovení na základě výlevu LDH z buněk do okolí vlivem narušené 

plazmatické membrány, v případě „apoptózy“ o přítomnost apoptotických tělísek vznikajících 

v průběhu apoptotického procesu. Výsledná kompozice CDS eseje, proces aplikace 

jednotlivých komponent, měření dat a vyhodnocování výsledků je schematicky popsán na 

Obrázku č. 3. 
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Obrázek č. 3: CDS esej pro stanovení cytotoxicity NPs a ohodnocení typu buněčné smrti. 

Jednotlivé kroky CDS eseje zahrnují: 1) vysazení buněk HUVEC na  96-jamkovou destičku, 2) 

aplikaci NPs nebo jiných testovaných agens a jejich následnou inkubaci při 37°C 24 hodin, 3) 

aplikaci reakčních substrátů/fluorescenčních barev pro ohodnocení buněčné smrti. A) 

Identifikace nekrotického působení pomocí LDH reakční směsi detekované 

spektrofotometricky. B) Stanovení životaschopnosti buněk prostřednictvím WST-8 

tetrazoliové soli, která je po přidání k buňkám, následné inkubaci a odebrání jednotlivých 

alikvótů, měřena spektrofotometricky. C) Evaluace míry apoptotického působení za využití 

DNA fluorescenčního barvení Hoechst 33342. Po fixaci PFA jsou buňky nasnímány pomocí 

fluorescenční mikroskopie a vyhodnoceny speciálně navrženými makry v programu ImageJ. 

Obrázek publikován v naší předchozí práci (Filipova M. et al., 2018). 

 

 Cytotoxicita SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs stanovená pomocí CDS eseje 

 

Stanovení cytotoxicity SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs pomocí CDS eseje ukázalo, že 

po 24 hodinách působení NPs dochází ke koncentračně závislému poklesu životaschopnosti 

buněk HUVEC u všech tří typů testovaných NPs (Obrázek č. 4). Cytotoxicita měřená pomocí 

WST-8 dosahovala nejsilnějšího efektu při aplikaci CNTCOOHs, následovaných SiNPs a 

SPIONs, s hodnotami letálních koncentrací LC50: 27,7 μg/ml (CNTCOOHs) a 69,5 μg/ml 

(SiNPs, obrázek č. 4A). Protože SPIONs neindukovaly ani v nejvyšší použité koncentraci 

100 μg/ml 50% úmrtnost buněk, nemohla být LC50 pro tento typ NPs stanovena. Podobně tomu 

bylo i při stanovení životaschopnosti buněk na základě počtu intaktních jader, kde SPIONs 

indukovaly při koncentraci 100 μg/ml pokles počtu jader na hodnotu 75 % negativní kontroly 

a LC50 SiNPs a CNTCOOHs činila 47,3 a 66,1 μg/ml (Obrázek č. 4C). Počet apoptotických 

tělísek silně přítomých po aplikaci SiNPs, méně po CNTCOOHs naznačuje příspěvek 

apoptotické formy buněčné smrti (Obrázek č. 4D). V případě nekrotických změn byl statisticky 

významný výlev LDH zaznamenán v případě SiNPs a SPIONs nikoli však v případě 

CNTCOOHs (Obrázek č. 4B). Tento výsledek by mohl poukazovat na potenciální interferenci 

CNTCOOHs s LDH esejí. 
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Obrázek č. 4: Závislost koncentrace CNTCOOHs, SPIONs a SiNPs na buňky HUVEC po 

24 hodinách působení stanovená pomocí CDS eseje. A) Životaschopnost buněk - WST-8 esej, 

B) nekrotické působení - LDH esej, C) počet intaktních buněčných jader - fluorescenční barva 

Hoechst 33342 a D) apoptotické působení (počet apoptotických tělísek) - fluorescenční barva 

Hoechst 33342. Data jsou uvedena jako průměry hodnot ± SEM měřených v 6-ti replikátech   

(n = 3). Jednotlivá opakování byla statisticky vyhodnocena pomocí metody jednorozměrná 

ANOVA za využití Dunnettova post-hoc testu (***P<0,001, **P<0,01 a *P<0,05 vs. negativní 

kontrola specifická pro každé měření). Obrázek publikován v naší předchozí práci (Filipova M. 

et al., 2018). Zkratky: CNTCOOHs – karboxylované uhlíkové nanotuby, SPIONs – 

superparamagnetické nanočástice oxidů železa, SiNPs – křemíkové nanočástice, NPs - 

nanočástice. 

 

Časově závislý experiment ukázal, že SiNPs o koncentraci 100 µg/ml způsobily zřetelný 

pokles v aktivitě buněčných dehydrogenáz naznačující snížení životaschopnosti buněk 

(Obrázek 5A). SPIONs vykazovaly mírný cytotoxický vliv na buňky HUVEC pohybující se 

okolo průměrné hodnoty 84,4 %. Ačkoli CNTCOOHs vyvolávaly v tomto případě pouze 

minimální efekt, statisticky významně působily na pokles počtu buněčných jader (Obrázek č. 

5C). Tato nesrovnalost může naznačovat interferenci CNTCOOHs s WST-8 esejí. Zatímco 

SiNPs navozovaly výraznější časově závislý pokles v počtu jader (Obrázek č. 5C), SPIONs 
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indukovaly v čase spíše mírnější pokles. Detekce časového vývoje nekrotického působení 

naznačila výrazné uvolnění LDH (Obrázek č. 5C) a tvorbu apoptotických tělísek (Obrázek č. 

5D) po aplikaci SiNPs. To však neplatilo v případě SPIONs a CNTCOOHs, u kterých byl 

příspěvek apoptotické a nekrotické formy buněčné smrti na snížené životaschopnosti buněk 

HUVEC spíše nižší (12 - 24 hodin, Obrázek č. 5C, D). 

 

 
 

Obrázek č. 5: Časově závislé cytotoxické působení CNTCOOHs, SPIONs a SiNPs o 

koncentraci 100 μg/ml na buňky HUVEC měřené pomocí CDS eseje. A) Životaschopnost 

buněk - WST-8 esej, B) nekrotické působení - LDH esej, C) počet intaktních buněčných jader 

- fluorescenční barvení Hoechst 33342 a D) apoptotické působení (počet apoptotických tělísek) 

- fluorescenční barvení Hoechst 33342. Data jsou uvedena jako průměry hodnot ± SEM 

měřených v 6-ti replikátech (n = 3). Statistická signifikance byla stanovena pomocí metody 

jednorozměrná ANOVA za využití Dunnettova post-hoc testu (***P<0,001, **P<0,01 a 

*P<0,05 vzhledem k časovému bodu 0). Obrázek publikován v naší předchozí práci (Filipova 

M. et al., 2018). Zkratky: CNTCOOHs – karboxylované uhlíkové nanotuby, SPIONs – 

superparamagnetické nanočástice oxidů železa, SiNPs – křemíkové nanočástice. 
aJednotlivé časové body v případě WST-8 eseje a počtu intaktních buněčných jader a 

apoptotických tělísek byly zpracovány s 3 (WST-8 esej) a 3,5 (fluorescenční barvení) 

hodinovým zpožděním potřebným k provedení metody. 
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Ve výše popsaných výsledcích naznačená přítomnost interference CNTCOOHs s LDH 

esejí byla ověřena na vzorcích média odebraných z buněk HUVEC. Výsledky ukazují, že 

0,5 µM CPT, 1 µM ST, 4 mM H2O2 a 0,1% Triton X-100 vyvolávaly masivní výlev LDH 

(Triton X-100 použit jako induktor maximálního – 100 % - LDH výlevu). Po přidání 

CNTCOOHs (100 µg/ml) k supernatantům s vysokým obsahem LDH docházelo k silně 

signifikantní inhibici rozvoje barevné reakce (Obrázek č. 6), což prokázalo výraznou 

interferenci CNTCOOHs s komponentami LDH eseje. 

 

 
 

Obrázek č. 6: Interference CNTCOOHs s komponentami LDH eseje. Buňky HUVEC byly 

inkubovány s 0,5 µM CPT, 1 µM ST, 4 mM H2O2 nebo 0,1% Tritonem X-100 po 24 hodin. 

Supernatanty s uvolněnou LDH bez NPs (bílý sloupec) a se 100 µg/ml CNTCOOHs (černý 

sloupec). Intenzita rozvoje barevné reakce byla detekována spektrofotometricky. Data 

zobrazují průměry ± SEM čtyř replikátů (n = 3). Signifikance rozdílů byla statisticky 

ohodnocena pomocí nepárového dvouvýběrového t-testu (***P<0,001 černý vs. bílý sloupec). 

Obrázek publikován v naší předchozí práci (Filipova M. et al., 2018). Zkratky: CNTCOOHs – 

karboxylované uhlíkové nanotuby, CPT – kamptotecin, ST – staurosporin, Tn X-100 – Triton 

X-100. 
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 Modulace cytotoxicity CNTCOOHs 

 

Modulace cytotoxického působení NPs byla zkoumána na výrazně toxických 

CNTCOOHs. První způsob modulace zahrnoval pokrytí CNTCOOHs proteinovým obalem 

(koronou) z IgG nebo HSA. Výsledky cytotoxicity takto funkcionalizovaných NPs stanovených 

pomocí CDS eseje ukázaly, že proteinová korona z IgG indukovala statisticky významně (P < 

0,001) pokles aktivity buněčných dehydrogenáz (životaschopnost buněk, Obrázek č. 7A). Tento 

pokles byl pozorovatelný v koncentracích 50 a 75 µg/ml a snižoval životaschopnost buněk o 

28 % a 17 % ve srovnání s CNTCOOHs bez proteinové korony. Koncentrace 100 µg/ml byla u 

CNTCOOHs natolik cytotoxická, že přídatný efekt proteinové korony z IgG na pokles 

životaschopnosti buněk již nebyl statisticky významný. Naproti tomu proteinová korona z HSA 

měla opačný vliv a zvyšovala životaschopnost buněk v koncentraci 100 μg/ml o 10 % ve 

srovnání s CNTCOOHs. V případě počtu intaktních buněčných jader proteinová korona z IgG 

nezpůsobila jejich signifikantní pokles, jako tomu bylo v případě stanovení životaschopnosti 

odvozené od aktivity buněčných dehydrogenáz. Naopak byly pozorovány spíše tendence 

k mírnému zvýšení tohoto počtu v koncentracích 75 a 100 µg/ml, a to o 5 % a 10 % (Obrázek 

č. 7B). Mírný nesignifikantní protektivní vliv proteinové korony z HSA vzhledem 

k cytotoxickému působení CNTCOOHs pozorovaný na základě aktivity buněčných 

dehydrogenáz byl výrazně statisticky významný (P < 0,001) při stanovení cytotoxicity 

v závislosti na počtu buněčných jader. V koncentracích 75 a 100 µg/ml se tento počet zvyšoval 

o 21 % a 30 % ve srovnání se CNTCOOHs bez proteinové korony. Proteinová korona z IgG 

navíc ve vyšších koncentracích IgG-CNTCOOHs (75 – 100 μg/ml) snižovala statisticky 

významně rozvoj tvorby apoptotických tělísek ve srovnání s CNTCOOHs bez proteinové 

korony (Obrázek č. 7C). CNTCOOHs s proteinovou koronou z HSA vykazovaly koncentračně 

závislou tvorbu apoptotických tělísek. Nicméně jejich celkové množství bylo mírně nižší než 

u CNTCOOHs bez proteinové korony, což by mohlo znovu naznačit možný protektivní vliv 

proteinové korony z HSA vůči cytotoxickému působení CNTCOOHs na buňky HUVEC. 
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Obrázek č. 7: Cytotoxicita CNTCOOHs bez proteinové korony a s proteinovou koronou z IgG 

(IgG-CNTCOOHs) a HSA (HSA-CNTCOOHs) měřená pomocí CDS eseje na buňkách 

HUVEC v rozpětí koncentrací NPs 0 – 100 μg/ml. A) Životaschopnost buněk (aktivita 

buněčných dehydrogenáz) měřená pomocí WST-8 eseje. B) Stanovení počtu intaktních 

buněčných jader vizualizovaných fluorescenční barvou Hoechst 33342. C) Míra apoptózy 

stanovená na základě počtu apoptotických tělísek pomocí Hoechst 33342. Data jsou uvedena 

jako průměrné hodnoty 6-ti replikátů ± SEM (n = 5). Měřená opakování byla statisticky 

vyhodnocena pomocí metody jednorozměrná ANOVA za využití Bonferroniho post-hoc testu. 

***P<0,001, **P< 0,01 a *P<0,05. 

 

Druhý způsob modulace cytotoxicity CNTCOOHs zahrnoval farmakologickou 

stimulaci autofagického toku pomocí makrolidového antibiotika bafilomycinu A1. Bafilomycin 

A1 na jedné straně narušuje autofagický tok blokací acidifikace lyzozómů a inhibicí fúze 

autofagozómů s lyzozómy (Mauvezin C. a Neufeld T. P., 2015), zatímco na straně druhé je 

v nanomolárních koncentracích (≤ 1 nmol/l) schopný snižovat CQ-navozenou apoptózu, jak 

bylo ukázáno u granulárních neuronů mozečku (Shacka J. J. et al., 2006). Preinkubace buněk 

HUVEC v přítomnosti bafilomycinu A1 o koncentraci  0,1 a 1 nM signifikantně snižovala 

cytotoxicitu vyvolanou CNTCOOHs (Obrázek č. 8). Tato preinkubace zvyšovala 

životaschopnost buněk odvozenou na základě aktivity buněčných dehydrogenáz měřenou 

pomocí WST-8 eseje o 25 a 17 % (0,1 a 1,0 nM bafilomycin A1). Ve vyšších koncentracích 
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bafilomycinu A1 (10 a 100 nM) již nebyl tento efekt viditelný zřejmě kvůli cytotoxickému 

působení samotného bafilomycinu A1. 

 

 
 

Obrázek č. 8: Vliv bafilomycinu A1 na snížení cytotoxicity CNTCOOHs. Buňky HUVEC byly 

inkubovány v přítomnosti bafilomycinu A1 2 hodiny před aplikací CNTCOOHs o koncentraci 

10 μg/ml. Životaschopnost buněk (aktivita buněčných dehydrogenáz) byla stanovena pomocí 

WST-8 eseje. Sloupce v grafu reprezentují průměrné hodnoty 8- replikátů ± SEM (n = 3). 

Měřená opakování byla statisticky vyhodnocena pomocí metody jednorozměrná ANOVA za 

využití Dunnettova post-hoc testu. Pokud není uvedeno jinak, signifikance byla vztažena 

k životaschopnosti buněk po aplikaci CNTCOOHs inkubovaných bez bafilomycinu A1 (tj. 

při koncentraci bafilomycinu A1 0 nM, ***P< 0,001 a *P<0,05). 

 

5 Diskuze 
 

 Stanovení cytotoxicity SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs pomocí CDS eseje 

 

Nekonzistentní výsledky ve studiu cytotoxicity různých druhů NPs vedou řadu 

laboratoří ke sjednocení výzkumných postupů a minimalizaci zdrojů variability (Bonner J. C. 

et al., 2013; Xia T. et al., 2013). V této práci byla vyvinuta esej pro základní stanovení 

cytotoxicity, která zahrnuje také vyšetřování některých aspektů buněčné smrti. Tato esej je 

složená z WST-8 eseje (stanovení životaschopnosti buněk), LDH eseje (ohodnocení 
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nekrotického působení) a detekce intaktních jader a apoptotických tělísek pomocí fluorescenční 

barvy Hoeschst (semi-automatizované ohodnocení míry apoptotického působení). 

Jednotlivé druhy NPs mohou navozovat díky rozdílnému složení, tvaru, velikosti a 

náboji odlišnou cytotoxicitu (Sohaebuddin S. K. et al., 2010; Surapaneni S. K. et al., 2018; 

Tarantola M. et al., 2011). Kovové, kladně nabité SPIONs kulovitého tvaru, použité v této práci, 

vykazovaly mírné, přesto signifikantní zvýšení cytotoxicity u buněk HUVEC. To bylo 

pravděpodobně způsobeno kombinací apoptotické a nekrotické formy smrti, jak ukázaly 

výsledky z námi použité CDS eseje. Apoptóza indukovaná působením SPIONs byla potvrzena 

i dalšími studiemi (Du S. et al., 2017; Liu Y. et al., 2018). Námi naměřená cytotoxicita SiNPs 

byla v dobrém souladu s dříve publikovanou studií vlivu SiNPs na buňky HUVEC (Duan J. et 

al., 2013). Použité SiNPs měly sférický tvar, záporný náboj a dobrou stabilitu podobně jako 

naše NPs. Nicméně indukovaly 3,5x vyšší životaschopnost buněk v koncentraci 100 μg/ml než 

námi použité SiNPs (Duan J. et al., 2013). Příčinou by mohla být rozdílná velikost v použitých 

SiNPs (62 nm vs 7-14 nm u námi použitých SiNPs). U té bylo ukázáno, že SiNPs menších 

rozměrů vykazují vyšší cytotoxické působení než stejné NPs o větších velikostech (I-Lun Hsiao 

A. M. G. R. J. M. S. M. G. a Andrea H., 2014; Tokgun O. et al., 2015). 

Cytotoxicita uhlíkových provazovitých MWCNTs může být výhodně snížena jejich 

karboxylací (Liu Z. et al., 2014; Sweeney S. et al., 2016). Při dosažení určitých koncentrací 

však i u karboxylované, záporně nabité formy, dochází k buněčné toxicitě (Liu Z. et al., 2014). 

Tento poznatek byl potvrzen i našimi výsledky, ze kterých vyplývá, že CNTCOOHs 

signifikantně indukovaly zvýšený výskyt apoptotických tělísek, který by mohl naznačovat 

rozvoj apoptotické formy buněčné smrti u buněk HUVEC. Podobně navození nekrózy vlivem 

CNTCOOHs bylo popsáno různými studiemi (Hiraku Y. et al., 2016; Romano-Feinholz S. et 

al., 2017; Zeinabad H. A. et al., 2016). Námi sestavená CDS esej by měla být schopná ohodnotit 

míru nekrotického působení po aplikaci NPs, případně jiných agens. Navzdory tomu z našich 

experimentů vyplývá, že CNTCOOHs silně interferují s LDH esejí. Tento výsledek je v souladu 

se studií Zhang et al., ve které ukázali, že MWCNTs snižují enzymatickou aktivitu LDH (Zhang 

F. et al., 2011). 

 

 Modulace cytotoxicity CNTCOOHs prostřednictvím specifické proteinové korony 

a farmakologického působení 

 

Při kontaktu NPs s biologickými tekutinami (např. krevní plazmou) dochází ke 

kompetici v ní obsažených molekul, zejména proteinů, o povrch NPs za vzniku tzv. proteinové 
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korony (Cedervall T. et al., 2007; Lundqvist M. et al., 2008). Mezi nejvýrazněji zastoupené 

proteiny v koroně CNTCOOHs po jejich kontaktu s lidskou krevní plazmou patří fibrinogen, 

HSA a IgG (De Paoli S. H. et al., 2014). Proteinová korona se dá výhodně využít ke snížení 

cytotoxicity NPs (Ge C. et al., 2011). V naší studii se podařilo snížit cytotoxický vliv 

CNTCOOHs pomocí proteinové korony z HSA, který se projevil jako nižší míra apoptotického 

a nekrotického působení a také menším hromaděním autofagických vakuol. Tento výsledek je 

v dobrém souladu se studiemi, ve kterých ukázali, že obal formovaný z HSA zvyšuje 

biokompatibilitu a prodlužuje cirkulaci NPs v krvi (De Paoli S. H. et al., 2014; Li Z. et al., 

2019). 

Snížená míra cytotoxicity může být také navozena pomocí nízkých koncentrací 

bafilomycinu A1 (≤ 1 nM). V minulosti se tato strategie ukázala jako potenciální způsob 

podpory zachování autofagicko-lyzozomální dráhy po jejím poškození specifickými činidly 

nebo proteiny narušujícími fyziologické funkce lyzozómů (N Pivtoraiko V. et al., 2010). I v této 

práci zvýšení autofagického toku pomocí nízkých koncentrací (≤1 nM) makrolidového 

antibiotika bafilomycinu A1 úspěšně snížilo cytotoxicitu CNTCOOHs. Zatímco vysoké 

koncentrace bafilomycinu A1 selektivně inhibují aktivitu protonové pumpy V-ATPázy, která 

navozuje inhibici autofágie (Bowman E. J. et al., 1988; Yoshimori T. et al., 1991), velmi nízké 

koncentrace bafilomycinu A1 neindukují inhibici V-ATPázy, ale naopak obnovují autofágii 

narušenou zvýšením lyzozomálního pH po aplikaci CQ (Shacka J. J. et al., 2006). Námi použité 

nízké koncentrace bafilomycinu A1 (0,1 a 1 nM) tak zřejmě v důsledku podpory autofagického 

toku signifikantně zvýšily životaschopnost buněk HUVEC v přítomnosti CNTCOOHs. 

 

6 Závěry 
 

Základním cílem této práce bylo ohodnotit buněčnou toxicitu vybraných NPs, a to 

konkrétně CNTCOOHs, SiNPs a SPIONs, pomocí eseje, která do určité míry omezuje 

variabilitu vyplývající z použití odlišné populace nasazených buněk testováných různými 

esejemi. Dalším cílem práce bylo snížit cytotoxicitu vyvolanou působením CNTCOOHs u 

primárních endotelových buněk HUVEC a přispět tak k navržení a vývoji potenciálních 

postupů cílených na snížení toxického působení některých druhů NPs. 
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Zhodnocení hypotéz a cílů práce: 

 

Hypotéza č. 1: Cytotoxicitu NPs lze přesněji ohodnotit kombinací různých metod 

v rámci jedné detekční eseje provedené na stejné populaci buněk. Zjistili jsme, že 

kombinace různých detekčních přístupů, která v našem případě zahrnovala kolorimetrické 

stanovení metabolické aktivity buněčných dehydrogenáz a fluorescenční zobrazení intaktních 

buněčných jader, může poskytnout rozdílnou informaci o životaschopnosti buněk. Celkový stav 

buňky by měl být tedy určován na základě více aspektů, které tak komplexněji zhodnotí její 

skutečný stav, a tím i přesněji stanoví cytotoxické působení NPs. Navíc lze tímto přístupem 

odhalit případnou interferenci NPs s některými částmi eseje. 

 

Hypotéza č. 2: Cytotoxicitu NPs lze ovlivnit preformováním proteinové korony na 

jejich povrchu. V této práci proteinová korona z IgG a HSA výrazně ovlivnila toxicitu 

CNTCOOHs vzhledem k buňkám HUVEC. Vliv proteinové korony z IgG nelze z této práce 

naprosto jednoznačně určit vzhledem k rozdílným výsledkům získaným pomocí použitých 

detekčních metod. Naproti tomu proteinová korona z HSA umožnila určité snížení cytotoxicity 

navozené CNTCOOHs vedoucí k nižšímu rozvoji apoptotické a nekrotické frormy buněčné 

smrti a nižší akumulaci autofagických váčků. 

 

Hypotéza č. 3: Cytotoxicitu NPs lze modulovat farmakologickým působením 

zaměřeným na ovlivnění buněčných procesů. V našem případě bylo farmakologické 

ovlivnění autofágie jako procesu uplatňujícího se, alespoň v některých případech, při přežití 

buňky, úspěšné. Stimulace autofagického toku nízkými koncentracemi bafilomycinu A1 

zvýšila životaschopnost buněk HUVEC naměřenou pomocí WST-8 eseje. Nicméně v rámci 

komplexnějšího přístupu ohodnocení míry a významu této formy modulace bylo zapotřebí 

podrobnějšího výzkumu mechanizmů účinku za využití širšího spektra metod, což bylo 

předmětem společné publikace (Orecna M. et al., 2014) vzniklé v rámci mezilaboratorní 

spolupráce s Laboratoří buněčné hematologie (Laboratory of Cellular Hematology, Center for 

Biologics Evaluation and Research, Food and Drug Administration) v Rockvillu, MD, USA. 

 

Shrnutí výsledků: 

 

1. Charakterizace CNTCOOHs, SiNPs a SPIONs prokázala záporný náboj a sférický až 

elipsoidní tvar SiNPs, kladný náboj a kulovitou morfologii SPIONs a záporný náboj s 
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vláknitou (tubulární) strukturou u CNTCOOHs. Všechny testované NPs vykazovaly 

výraznou tendenci k aglomeraci po 24 hodinách inkubace v kultivačním médiu, a to 

v pořadí SiNPs > SPIONs > CNTCOOHs. 

2. Stanovení cytotoxicity pomocí námi sestavené „tři v jednom“ screeningové (CDS) eseje 

buněčné smrti prokázalo silný cytotoxický vliv SiNPs a střední cytotoxické působení 

CNTCOOHs. SPIONs vykazovaly pouze mírnou toxicitu u primárních endotelových 

buněk HUVEC. 

3. Cytotoxické působení SiNPs měřené pomocí CDS eseje zahrnovalo výraznou 

přítomnost apoptotických tělísek a silný výlev LDH naznačujících podíl apoptózy i 

nekrózy na buněčné smrti. Oba aspekty těchto typů buněčné smrti byly přítomny 

v malém množství také v případě SPIONs. Aplikace CNTCOOHs na buňky HUVEC 

indukovala tvorbu apoptotických tělísek a překvapivě téměř nulové uvolňování LDH. 

4. Minimální detekce nekrotického působení, v případě CNTCOOHs, byla zapříčiněna 

jejich výraznou interferencí s LDH esejí. Bylo prokázáno, že použití těchto typů esejí 

není pro studium cytotoxicity CNTCOOHs vhodné. 

5. Proteinová korona z HSA, nikoli však z IgG, snižovala toxický vliv CNTCOOHs na 

primární endotelové buňky HUVEC. 

6. Protektivní vliv proteinové korony z HSA zahrnoval snížení apoptotického i 

nekrotického působení CNTCOOHs. 

7. Stimulace autofagického toku pomocí bafilomycinu A1 snížila toxicitu navozenou 

působením CNTCOOHs na endotelové buňky HUVEC. 
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