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Abstrakt

Bezpecnostni rizika, kterd vyplyvaji z cytotoxického ptlisobeni nanocastic (NPs)
v komplexnim biologickém prostiedi, ziistdvaji hlavnim problémem, ktery limituje vyuZziti NPs
v biomedicin€. V této studii byla vysetfovana cytotoxicita NPs odlisného slozeni, tvaru a
velikosti, jmenovité SiO, NPs (SiNPs, 7-14 nm), superparamagnetickych NPs oxidu Zeleza
(SPIONs, 8 nm) a karboxylovanych mnohovrstevnych uhlikovych nanotub (CNTCOOH:s,
primér: 60-100 nm, délka: 1-2 um). Cytotoxicita byla vyhodnocena pomoci nové navrzené
screeningové eseje schopné soucasné stanovit aktivitu bunéénych dehydrogendz, aktivitu laktat
dehydrogenazy (LDH) uvolnéné zbunck do okoli a pocet intaktnich bunécnych jader a
apoptotickych télisek v kultute lidskych endotelovych bunék izolovanych z pupecnikové zily
(HUVEC) rostoucich v jedné jamce 96-jamkové desticky. Zminéné znaky byly nasledné
vyuzity k ziskani informace o zivotaschopnosti bun¢k a nekrotickych a apoptotickych
aspektech bunécné smrti. Vysledky z této “tfi v jednom” screeningové eseje bunééné smrti
(CDS) ukazaly, ze SINPs a CNTCOOHs vyvoléavaly vyrazné cytotoxické plisobeni projevujici
se poklesem zivotaschopnosti bun¢k a rozvojem tvorby apoptotickych télisek. Naproti tomu
SPIONs navozovaly pouze mirnou cytotoxicitu. SiNPs navic naruSovaly bunéénou membranu
vedouci ke zvySenému uvoliiovani LDH (nekroticky typ plisobeni) mirné pozorovanému také
po aplikaci SPIONs. V ptipadé CNTCOOHs nemohly byt tyto nekrotické zmény stanoveny
kvili pozoruhodné silné interferenci CNTCOOHs s komponentami LDH eseje jako vnitini
soucasti CDS eseje. V navazujicim vyzkumu jsme se soustfedili na vliv slozeni proteinového
obalu (tzv. proteinové korony) na bunécnou toxicitu CNTCOOHs. Vysledky z CDS eseje
naznacily, ze predem formovany proteinovy obal zimunoglobulinu G (IgG) podporoval
cytotoxické pisobeni CNTCOOHs navozujici sniZzenou aktivitu bunécnych dehydrogenaz,
zatimco proteinovy obal z lidského sérového albuminu (HSA) mél spiSe protektivni G€inky
projevujici se zvySenou ptitomnosti intaktnich bunéénych jader a zéroven sniZzenou tvorbou
apoptotickych télisek. Cytotoxické plisobeni CNTCOOHs bez proteinové korony vedouci
k akumulaci autofagickych vezikli u bunék HUVEC bylo také vyznamné zmirnéno, a to
stimulaci autofagického toku <1 nM makrolidovym antibiotikem bafilomycinem Al. Ve
shrnuti naSe vysledky naznacuji, Ze pouziti vhodné proteinové korony v kombinaci
s farmakologickou stimulaci autofagického toku by v budoucnu mohlo byt jednim ze slibnych

piistupi umoznujicich minimalizaci cytotoxického piisobeni alespoil nékterych druhti NPs.



Klicova slova: uhlikové nanotuby, kiemikové nanocastice, superparamagnetické nanocastice
oxidil Zeleza, apoptdza, nekroza, autofagie, cytotoxicita, nanocastice, proteinova korona, lidsky

sérovy albumin, imunoglobulin G, bafilomycin A1



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 um). 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 SPIONSs. In the case of CNTCOOHSs, 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 CNTCOOHSs. 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
Al. 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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Keywords: carbon nanotubes, silica nanoparticles, superparamagnetic iron oxide
nanoparticles, apoptosis, necrosis, autophagy, cytotoxicity, nanoparticles, protein corona,
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1 Uvod

1.1 Nanocastice

Nanocastice (nanoparticles - NPs) jsou definovany jako (nano)objekty, jejichz tfi vnéjsi
rozmeéry dosahuji nanometrového rozsahu, tj. velikosti 1-100 nm (Boverhof D. R. et al., 2015).
Vzhledem k Siroké rozmanitosti tvarti riznych typit NPs, nékteré typy, napt. uhlikové nanotuby
(carbon nanotubes - CNTs) trubicovitého tvaru, nespliuji tuto definici a spadaji tak spise do
kategorie ,,nanomaterialy“. Nanomaterialy (NMs - nanomaterials) jsou pak definovany jako
materidly, které disponuji vnéj$im rozmérem, vnitini strukturou nebo povrchovou strukturou,
nanometrového rozsahu (Boverhof D. R. et al., 2015). Nanometrové rozméry a velky pomér
povrchu k objemu v kombinaci s dal$imi vlastnostmi, jakymi jsou napf. tepelna vodivost
(CNTs), optické (zlaté NPs) nebo magnetické vlastnosti (superparamagnetické nanocastice
oxidi Zeleza - superparamagnetic iron oxide nanoparticles - SPIONs), proptij¢uji NPs unikatni
fyzikaln¢é-chemické charakteristiky, které mohou byt vyuzity v biologii a mediciné (Capjak I.
etal., 2017; Jianwei C. et al., 2000; Murali K. et al., 2018; Wahajuddin a Arora S., 2012). Siroké
spektrum biomedicinskych aplikaci NPs a NMs zahrnuje napi. vyvoj fototermalni terapie,
kontrastnich agens pro magnetickou rezonanci nebo vyvoj biologickych fluorescencnich
znacek (Salata O., 2004). NMs mohou byt uplatnény také v tkdnovém inzenyrstvi, pii detekci
proteinil nebo pii vyvoji systému pro cilenou dopravu genti a 1€kt (Murali K. et al., 2018; Salata
0., 2004).

Pro spravnou interakci NPs s biologickym materidlem (piipadné v biologickém systému)
je Casto nezbytné opatfit NPs molekuldrnim obalem, ktery vytvoifi vhodné biologicko-
anorganické rozhrani. Molekularni obal muze piidatné obsahovat fluorescencéni znacku,
protilatku, biopolymer (napi. kolagen) nebo protektivni vrstvu, kterd umozni dosazeni
zadoucich vlastnosti (Salata O., 2004). Vhodné zvolena povrchova vrstva mize ovlivnit také
rychlost biodegradace a tim i dobu cirkulace NPs v obéhové soustaveé (Stepien G. et al., 2018).
Pfi interakci NPs s biologickymi tekutinami mutze navic dochéazet k adsorpci latek (ionti,
proteint, lipidt, nukleovych kyselin atd.) z okolniho prostfedi na povrch NPs. Prominentni
ulohu zde maji pfedev§im plazmatické proteiny, které opsonizuji NPs a podileji se na formovani
tzv. proteinové korony. Proteinova korona ovliviiuje vysledné fyzikalné-chemické vlastnosti
NPs a do velké miry urcuje chovani NMs a NPs v biologickych systémech (Capjak I. et al.,
2017).
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Rozmanité spektrum modifikaci ,,$itych na miru®, které na jedné stran¢ umoznuji vyvoj
NPs ptfesné navrzenych k danym t¢ellim, miize mit na strané druhé vyrazny vliv na biologické
prostiedi (Sukhanova A. et al., 2018). Interakce NPs s biologickymi tekutinami muze i
pozmeénit jejich vlastnosti a vést k odliSnému chovani in vitro a in vivo. Detailni vyzkum
mechanizmii toxicity NPs vin vitro syst¢émech je tak nebytnym krokem k zakladni
charakterizaci jejich chovani pted pouzitim in vivo. Zaroven miize vést k hlubSimu pochopeni
obecnych principt nanocytotoxicity a v konecném disledku také k navrzeni méné toxickych

NMs a NPs.

1.1.1 Klasifikace NMs a NPs

NMs mohou byt rozd€leny nékolika zptisoby. Prvni moznosti je klasifikace na
zéklad¢ prostorového usporadani, tj. na bezrozmérné (0D), jednorozmérné (1D), dvojrozmérné
(2D) a trojrozmérné (3D). U 0D NMs je elektron zachycen v bezrozmérném prostoru, ve kterém
nemuze cestovat podél osy x, y nebo z, jako je tomu v pfipadé 1D, 2D a 3D NMs (Jeevanandam
J. et al., 2018). Do této kategorie spadaji soubory uniformnich (kvantové tecky) nebo
heterogennich castic (duté sféry, nanoCocky ad.) (Tiwari J. N. et al., 2012). Skupina
jednorozmérnych NMs (NPs) zahrnuje tenké filmy, monovrstvy nebo primyslové vyrdbéné
povrchy (nanovrstvy) vyuzitelné napt. v elektronice, chemii nebo inzenyrstvi (chemické a
biologické senzory, optické systémy ad.) (Pal S. L. et al., 2011). 2D NMs (NPs) specifické
geometrie mohou vykazovat tvaroveé zavislé charakteristiky vyuzitelné pti studiu mechanizmi
syntetického rustu a pfi jeho aplikaci pro vyrobu senzorti, nanoreaktorti nebo templatti pro
tvorbu 2D struktur nékterych dalSich typll materiali. Dvojrozmérmé NMs zahrnuji vétvené
struktury, nanoplaty nebo nanotrubice véetné jednovrstevnych (single-walled carbon nanotubes
- SWCNTs) a mnohovrstevnych (multi-walled carbon nanotubes - MWCNTs) CNTs. Posledni
skupinou jsou 3D NMs (NPs), jejichz hlavni vlastnosti ve srovnani s ostatnimi skupinami je
vetsi povrchova plocha, kterda umoznuje adsorpci velkého mnozstvi molekul na malém
prostoru. Mezi typické zastupce patii dendrimery, fulereny, nanosmycky ad. (Pal S. L. et al.,
2011; Tiwari J. N. et al., 2012).

Dalsi moznosti klasifikace je obecn€j$i rozdéleni NMs (NPs) na organické a
anorganické (Obrazek €. 1) (Richards D. A. et al., 2017). Na rozhrani obou skupin se vyskytuji
hybridni organicko-anorganické NMs (nanokompozity), které jsou slozeny jak z organickych,
tak anorganickych slozek (Sanchez C. et al., 2005). Mezi samotné organick¢ NPs fadime

polymerni nanosystémy (zahrnujici nanosféry, nanokapsule a micely), dendrimery a lipozomy.
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Hlavni vyhodou téchto NPs je nizkéa az nulova toxicita, biokompatibilita, prodlouzena cirkulace
v ob¢hu a biodegradabilita (Masood F., 2016). Né&které typy NPs, jako lipozémy nebo micely,
maji vnitini dutinu, tzv. nanokapsuli, kterd umoznuje obaleni a ukryti [é¢iva. Navic mohou byt
(podobné¢ jako nékteré dalsi typy NPs) teplotné a elektromagneticky senzitivni, coz Ize vyuzit
pii cileném uvolnéni 1éCiva ve specifickém misté. Diky témto vlastnostem patii mezi hlavni
kandidaty pro vyvoj nanosystémi uréenych k cilené dopravé léCiv (Anu Mary E. a
Saravanakumar M. P., 2017).

Mezi anorganické NPs fadime NPs na bazi kova (napf. médeéné, zlaté, stiibrné) a
dalSich materialti, jako je kiemik, které nejsou organického pivodu (Obrazek ¢. 1) (Anu Mary
E. a Saravanakumar M. P., 2017; Richards D. A. et al., 2017). N&kteti autoti do této skupiny
zahrnuji i NPs na bazi uhliku (CNTs ad.) (Richards D. A. et al., 2017), které ale mohou stat
samostatné, spolu s dal§imi uhlikovymi NPs (fulereny, grafénové platy ad.), jako nezavisla

skupina (Anu Mary E. a Saravanakumar M. P., 2017).

Organické nanocastice

Polymerni nanosféra Polymerni nanokapsule
. Polymerni micela Lipozom Dendrimer
¢ 9 ek oy
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Mezoporézni kiemikova Anorganické nanoléstice
nanodastice Uhlikova nanotuba

Nanoéastice oxidu zeleza
Zlata nanocastice

i : Kvantova tecka

Obrazek €. 1: Schématicky obrazek nékterych typta NPs vyuzitelnych v biomedicing (ptevzato
a upraveno z: Richards D. A. et al., 2017).

1.1.2 Kremikové NPs
Kiemikové NPs (silica nanoparticles - SiNPs) studované pro Iékarské tcely mizeme

rozd¢lit na dva hlavni typy: neporézni (solid silica nanoparticles - sSiNPs) a mezoporézni

(mesoporous silica nanoparticles - mSiNPs) SiNPs. Hlavni vyhodou téchto NPs je pfedevsim

18



relativné snadna funkcionalizace jejich povrchu diky fyzikalné-chemickym vlastnostem
kfemiku jako zakladniho stavebniho prvku SiNPs.

sSiNPs mohou mit velikost 20 nm — 2 um v zavislosti na zvolené metod¢ ptipravy.
Upravou reakénich podminek vznikaji spiSe monodisperzni sSiNPs sférického tvaru o
specifické velikosti (Vivero-Escoto J. L. a Huang Y. T., 2011). Zavedeni funkcnich skupin
do povrchu sSiNPs miize ovlivnit jejich rozpustnost ve vodném prostiedi a také umoznit
konjugaci s dalSimi molekulami, jako jsou protilatky, DNA ad. (Shirshahi V. a Soltani M.,
2015). Funk¢ni molekuly mohou byt také zachyceny v matrix sSiNPs béhem syntézy. Jejich
vlivem dochazi k modulaci (zdokonaleni) vnitinich vlastnosti sSiNPs, ovlivnéni rychlosti
uvolnovani zachycené latky (léCiva, fluoroforu apod.) a zarovent do urcité miry k ochrané
obsahu pied vlivy okolniho prostfedi (Vivero-Escoto J. L. et al., 2012). VSechny tyto
kontrolovatelné vlastnosti cilen¢ zvysuji chemickou a fyzikalni vSestrannost sSiNPs (Vivero-
Escoto J. L. aHuang Y. T., 2011).

Na rozdil od sSiNPs kifemikova kostra mSiNPs obsahuje mezopoéry o velikosti 2-50 nm
(Richards D. A. etal., 2017). Strukturni uspofadani a velikost vyslednych pori zavisi piedevsim
na vybéru prekurzord, pouzitém surfaktantu a zvolenych reakcnich podminkéach. Dochazi tak
ke vzniku mSiNPs o hexagonalni, krychlové nebo lamelarni struktute (Narayan R. et al., 2018).
Povrch mSiNPs umozniuje funkcionalizaci Sirokym spektrem molekul, které moduluji
povrchové vlastnosti a zvySuji tak univerzalnost a biologickou rozpoznatelnost NPs (Bharti C.
etal., 2015; Slowing I. I. et al., 2010). Funk¢ni molekuly mohou byt zavedeny do vnitiniho (na
vstupu do pord, stény pori) nebo vnéjsiho povrchu mSiNPs (Slowing I. 1. et al., 2010).
V disledku kontrolovatelné syntézy mtze byt mezoporézni struktura vhodné upravena podle
typu a velikosti uvazovaného nakladu (léc¢iva). V kombinaci s funkcionalizaci vykazuji
mSiNPs vysokou kapacitu pro inkorporaci nédkladu a jeho kontrolované uvolilovani v cilovém
misté (Bharti C. et al., 2015).

Mezi hlavni metody syntézy SiNPs patii piedevsim sol-gel syntéza a syntéza pomoci
mikroemulzni metody (Vivero-Escoto J. L. a Huang Y. T., 2011). Sol-gel syntéza (nazyvana
téz Stoberova metoda) byla navrzena v 60. letech Stoberem et al. jako metoda kontrolované
tvorby sférickych SiNPs uniformni velikosti (Stober W. et al., 1968). Zahrnuje hydrolyzu a
kondenzaci kiemikového prekurzoru (kifemikové alkoxidy jako napft. tetraetylortosilikat -
TEOS) v prostiedi tvofeném smési ethanolu a hydroxidu amonného (Shirshahi V. a Soltani M.,
2015; Stober W. et al., 1968). Velikost vyslednych SiNPs se pohybuje v rozmezi 30 nm — 1 pm
a muze byt modulovana nastavenim reak¢nich podminek (Wang X. D. et al., 2010).

Mikroemulzni metoda je naproti tomu zalozena na tvorbé mikroemulzi, tj. homogennich
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systémt slozenych ze smési vody, oleje a amfifilni latky (surfaktantu), které vytvareji opticky
izotropni a termodynamicky stabilni tekuty roztok (Danielsson 1. a Lindman B., 1981)
umoziujici formovani SiNPs.

Diky nékterym vlastnostem, jako je rozsahly povrch nebo moznost funkcionalizace
fadou molekul, mohou byt SiNPs vyuzity v biomediciné jako nosice 1ékti. Vazba ligandu (napf.
kyseliny listové), ktery se specificky vaze na receptor (folatovy receptor) hojné produkovany
v cilovém misté (nadorové bunky), umoziuje mistn€ specifickou dopravu 1éciva (AbouAitah
K. et al., 2018; Samanta S. et al., 2018). Konjugace protinadorové latky s cilen¢ zaméefenymi
NPs zéaroven snizuje toxicky vliv 1é€iva na zdravou tkan, ¢imz dochdzi k redukci nezadoucich
ucinkid (Chen W.-H. et al., 2016). Modifikované SiNPs mohou byt dale vyuzity jako adsorbenti
nezadoucich latek (lanthanoidi, aktinoidi, ionti kovt ad.) (Gao J. et al., 2017; Shiri-Yekta Z.
etal., 2013), senzory (Chu B. et al., 2016; Tan S. Y. et al., 2017) nebo pfi vyvoji zobrazovacich
metod (He X. et al., 2012; Lee J. E. et al., 2010; Wang X. et al., 2011). Pro ucely biologického
zobrazovani je nezbytné obohatit SiNPs o dal§i material (fluorofory, superparamagnetické
latky), ktery dodd potiebné optické/kontrastni vlastnosti a umozni vyuziti SiNPs pro
fluorescencni zobrazovani (He X. et al., 2012; Wang X. et al., 2011) nebo magnetickou

rezonanci (Lee J. E. et al., 2010).

1.1.3 SPIONs

SPIONs patfi v souCasnosti mezi intenzivné studované NPs zejména diky svému
vysokému potencidlu pro diagnostickou a teranostickou (tj. propojujici terapii s diagnostikou)
aplikaci. SPIONs jsou obvykle tvofeny magnetitem (Fe3O4) nebo jeho oxidovanou formou
maghemitem (y-Fe203). Na zéklad¢ své velikosti mohou byt rozd€leny do n€kolika zékladnich
kategorii: ,,oral SPIONs‘ o rozmérech 300 nm — 3,5 um, standardnich SPIONSs o velikosti 50 —
150 nm a ultramalych SPIONSs, které jsou mensi nez 50 nm (Elias A. a Tsourkas A., 2009).

Mezi vyznacné chrakteristiky SPIONs patii pfedevsim jejich magnetické vlastnosti a
relativné nizka cytotoxicita (Adkinson N. F. et al., 2018; Gholami L. et al., 2018). Obecné
magnetické NPs obsahujici jednu magnetickou doménou (tzv. monodoménu) vykazuji pti
pokojové teploté tzv. superparamagnetické vlastnosti (Dunlop D. J. a Ozdemir O., 1997).
Ptechod z vicedoménového do jednodoménového stavu zavisi na rozmérech magnetickych NPs
a je urcen tzv. kritickou velikosti, pod jejiz hodnotou se NPs stdvaji superparamagnetickymi.
Ta byla napt. pro krychlové SPIONs z Fe3;O4 stanovena teoreticky a experimentalné na ~76 nm

(Butler R. F. a Banerjee S. K., 1975; Li Q. et al.,, 2017). Magneticky moment u
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monodoménovych NPs neni staly, ale diky teplotnim fluktuacim permanentné osciluje mezi
riznymi orientacemi. Po aplikaci vnéj§tho magnetického pole dochéazi k ¢aste€nému
uspofadani téchto momentl a néasledné magnetizaci NPs, coz miize byt vyuzito pro cilené
navadéni SPIONs do pfislusného mista (Price D. N. et al., 2017).

Mezi nejvyraznéj$i komplikace v klinické aplikaci SPIONs patii zejména jejich
tendence k agregaci a relativné rychlé odstranéni z ob&hu buitkami retikuloendotelidlniho
syst¢ému (RES) (Feng Q. et al., 2018; Okon E. et al., 1994; Unterweger H. et al., 2017).
Agregace prameni predevsim z vyssi povrchové energie SPIONS, ktera vznika jako disledek
vysokého poméru povrchu k objemu NPs malych rozmért. U neobalenych SPIONSs se agregace
odviji jak od jejich vysledné koncentrace, tak od sloZeni okolniho prostiedi (Chekli L. et al.,
2013). Vyssi stability a tim i niz§i miry agregace muze byt dosazeno pokrytim SPIONs
vhodnym obalem (Kurzhals S. et al., 2017), ktery ale mze vyrazné¢ ovlivnit magnetické
vlastnosti SPIONs (Koseoglu Y., 2006). Molekuly obalu navic proptij¢uji SPIONs naboj, ktery
uréuje vysledné slozeni proteinové korony a vyrazné tak ovliviiuje biodistribuci, délku
cirkulace a miru cytotoxicity téchto NPs (Feng Q. et al., 2018; Malvindi M. A. et al., 2014;
Sakulkhu U. et al., 2014).

V ramci aplikace SPIONs in vivo dochézi k jejich vyrazné akumulaci ve slezin¢ a
jatrech a nasledné internalizaci buiikami RES (Briley-Saebo K. et al., 2004; Pouliquen D. et al.,
1991). Ty degraduji SPIONs na Zelezo obsahujici produkty, které mohou byt asociovany
s ptislusnymi proteiny. Zelezo obsahujici produkty jsou pak uloZeny ve sleziné a jatrech a
ve zvySené mife cirkuluji v krevnim obchu. Toto pfechodné zvySeni riznych forem Zeleza
znamena pro organizmus piidatnou zatéz, se kterou jsou zdravi jedinci schopni se vyrovnat
béhem relativné kratké doby (Gu L. et al., 2012). Avsak pro pacienty s narusenou funkci jater
mohou predstavovat vyssi davky SPIONs urcité bezpecnostni riziko (Wei Y. et al., 2016),
piedev$im z divodu cytotoxického piisobeni Fe’/Fe’" iontii, které se mohou uvoliiovat
z magnetitového jadra pfi kontaktu NPs s okolnim prostfedim (Auffan M. et al., 2008). Bylo
ukazano, ze Fe’/Fe?' ionty indukuji oxidativni stres, ktery miize vést az k apoptotické a
nekrotické form¢e bunécné smrti (Auffan M. et al., 2008; Malvindi M. A. et al., 2014).

I pfes vyse zminéné komplikace jsou v soucasné dob¢ nékteré typy SPIONs ve statech
Evropské unie (European Medicines Agency - EMA) a USA (Food and Drug Administration -
FDA) jiz schvéleny pro lékatské ucely. Jedna se zejména o nanopiipravky pro 1é€bu anémie u
pacientil s chronickym onemocnénim ledvin (Ventola C. L., 2017) a kontrastni agens pro MRI
(EMA, 2008, [online]). Ackoli bylo v prubéhu poslednich let uvolnéno na trh nékolik dalSich
1é¢ebnych a diagnostickych preparatti na bazi SPIONs (Ventola C. L., 2017), problémy s jejich
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toxicitou navozujici hypersensitivitu a anafylaktické reakce (FDA, 2015 [online]; Wang C. et
al., 2015) vedly spolu s ekonomickymi divody k jejich ¢astecnému stazeni (Ventola C. L.,
2017). Dalsi potencidlni aplikace SPIONs v biomedicin€é zahrnuje piedev§im magnetickou
dopravu 1é¢iv do cilovych oblasti (Huang L. et al., 2015; Matuszak J. et al., 2018), indukci
hypertermie pii 1é€be nadort (Kossatz S. et al., 2015; Ludwig R. et al., 2017), vyuziti SPIONs
jako transfekénich agens (Balcells L. et al., 2019), chelatatorti tézkych kovu pfi intoxikaci
organizmu (Inbaraj B. S. a Chen B. H., 2012) nebo magneto-akustickych senzorii napft. pfi

zobrazeni nadort (Mariappan L. et al., 2016).

1.14 CNTs

CNTs jako strukturné novy typ NPs na bazi uhliku byly poprvé pfipraveny a popsany
[ijimou v roce 1991 (Iijima S., 1991). Patii do skupiny NPs, jejichz zédkladem je tzv. grafén.
Grafénovy plat mize byt uspoifddan do cylindrické formy bud’ o jedné vrstvé za vzniku
SWCNTs (Obrazek ¢. 2A), nebo o vice vrstvach za vzniku MWCNTs (Obrazek ¢. 2B) (Vidu
R. etal., 2014).
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Obrazek ¢. 2: Struktura a prostorové usporadani jednovrstevnych (SWCNTs) a
mnohovrstevnych (MWCNTs) uhlikovych nanotub (pievzato a upraveno z: Vidu R. et al.,
2014).

SWCNTs maji duty tubularni tvar o priméru 0,3 — 10 nm (Ma J. et al., 2009; Zhai J. P.
et al., 2009) a délce nekolika um (Ema M. et al., 2017). Tato délka mize byt vhodnou metodou
prodlouzena dokonce az na n¢kolik cm (Wang X. et al., 2009). Diky témto vyrazné rozdilnym
rozmérum vykazuji vysoky pomér délky k priméru, coz umoziluje potencidlni adsorpci
velkého mnozstvi molekul. Strukturné jsou SWCNTSs tvofeny hexagonalni miizkou, ktera mtze
byt v prostoru uspoiadana tiemi zptisoby. Dochazi tak ke vzniku SWCNTs s konfiguraci cik-
cak (zig-zag), zidlicka (armchair) nebo chiralni (chiral) (Dresselhaus M. S. et al., 1992; Saito
R.etal., 1998). Kombinaci chirality s vhodnym primérem tubularniho vlakna mohou SWCNTs
nabyvat bud’ polovodicovych, nebo kovovych vlastnosti (Saito R. et al., 1992).
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Na rozdil od SWCNTs jsou MWCNTs tvofeny dvéma a vice koncentricky
uspofddanymi grafénovymi tubuly (Iijima S., 1991). Vzdélenost mezi jednotlivymi vrstvami
grafénu muze kolisat v rozmezi 0,27 az 0,42 nm (nejcastéji vSak 0,32 — 0,35 nm) (Kharissova
0. V. a Kharisov B. I., 2014). Vnitini priimér se typicky pohybuje v rozmezi 1 — 3 nm, zatimco
vnéjsi primér v rozmezi 2 — 100 nm. Délka mize nabyvat hodnot ptiblizn€ od 0,6 um az do
n¢kolika pm (Bekyarova E. et al., 2005; Sweeney S. et al., 2014). Struktura MWCNTs byva
popisovana pomoci dvou zékldnich model. V tzv. modelu ruské panenky jsou jednotlivé
nanotuby uspotfadany dle svého primeéru v poradi od nejvétsi po nejmensi, zatimco v tzv.
pergamenovém modelu je celistvy list grafénu opakované staCen za vzniku kontinualni
cylindrické nanotuby (Eatemadi A. et al., 2014).

Pivodni metodou piipravy MWCNTs je tzv. syntéza v obloukovém vyboji, kterd byla
pouzita pro ptipravu uplné prvnich nanotub. Dochézi pti ni k vaporizaci uhlikového prekurzoru
za relativné vysokych teplot, ktery nasledné kondenzuje na zaporné nabité elektrod€ za vzniku
CNTs (Iijima S., 1991). Vyslednym produktem byvaji krom& CNTs také dalsi molekuly jako
fulereny, uhlikové necistoty nebo poziistatky kovovych katalyzatorti (Ge C. et al., 2011; Singh
K. K. et al., 2017), které je mozné odstranit purifikaci napi. pomoci koncentrovanych kyselin
(HNO3, HCl ad.), vysokych teplot nebo oxidaci na vzduchu (Huang L. et al., 2011; Singh K. K.
etal., 2017; Stancu M. et al., 2011).

Diky svému slozeni, struktutfe a velikosti vykazuji CNTs vyjime¢né vlastnosti, které
mohou byt vyuzity pfi navrhovani a vyvoji systému aplikovatelnych v biomediciné. Optické a
tepelné vlastnosti umoznuji jejich vyuziti pii eliminaci nadortt metodou fototermalni ablace
(fototermalni terapie) (Moon H. K. et al., 2009). Po ozafeni CNTs pomoci svétla v blizké
infraCervené oblasti (near-infrared -NIR) dochazi k produkci tepla, které vede k usmrceni
cilenych nadorovych bunék (Chakravarty P. et al., 2008). Elektrické a adsorp¢ni vlastnosti se
mohou uplatnit pti aplikaci CNTs jako senzorii pro detekci gluk6zy, neurotransmitert, H>O> a
dalsich molekul (Iverson N. M. et al., 2013; Lin Y. et al., 2004; Sansuk S. et al., 2013; Xu S. et
al., 2011). Mechanicka odolnost a vysoka kapacita v tahu mohou byt potencidlné vyuzity pfi
konstrukci podpiirnych systémut (leSeni) pii reparaci silné zatizenych a namahanych tkéni,
jakymi je napt. kost (Rajesh R. et al., 2016), nebo spole¢né s vyuzitim vodivych vlastnosti také
pii reparaci srdce (Pok S. et al., 2014).

Ackoli CNTs vykazuji mnohé unikatni vlastnosti potencidlné vyuZzitelné v biomediciné,
jejich tyCinkovity tvar pfipominajici azbestova vlakna (Paloméki J. et al., 2011), omezena
moznost biodegradace (Hou J. et al., 2016) nebo schopnost adsorbovat fadu esencialnich

molekul (Guo L. et al., 2008), patii mezi vyznamné zdroje jejich toxicity. Detailni vyzkum
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cytotoxickych mechanizmti a vyvoj piistupli zaméfenych na omezeni, pfipadné uplnou

eliminaci Skodlivych ucinkd, by tak mohl pfispét k vyuZziti tohoto typu NPs pro I¢katské ucely.
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1.2 Cytotoxicita NPs a typy bunééné smrti

Cytotoxicitu NPs Ize popsat jako ,,interakci NPs s bunikami o takovém rozsahu, ktery
vede k rozruseni bunécnych struktur a/nebo procesti nezbytnych pro bunécéné piezivani a
proliferaci“ (Lewinski N. A., 2012). Pokud je mira cytotoxicity natolik vysoka, ze kompenzacni
a opravné mechanizmy v buiice jiz nejsou schopny zajistit zdkladni funkéni procesy, dochézi
ke smrti bunky. Obecné¢ je za smrt bunky povazovano dosazeni takového bodu, ze kterého jiz
neni navratu (Galluzzi L. et al., 2018). Tento bod (nebo skupina bodii) mize byt uréen na
zéklad¢ morfologickych, biochemickych nebo funk¢nich charakteristik, které se mohou do
urité miry, v ramci jednotlivych typl bunééné smrti, piekryvat (Galluzzi L. et al., 2018;
Kroemer G. et al., 2009). Z morfologického hlediska miizeme rozlisit tii zakladni typy bunécné
smrti: apoptdzu (typ 1), autofagii (typ II) a nekrézu (typ I1I) (Galluzzi L. et al., 2018; Schweichel
J. U. a Merker H. J., 1973). Apoptdza a autofagie jsou povazovany za formy programované
bunééné smrti, jejichz aktivaci dochazi k vykonani vysoce organizovaného programu
sestavajiciho ze sekvence vzajemné provazanych krokl (Ojha R. et al., 2015). Naproti tomu,
nekréza spadd do kategorie neprogramované bunécné smrti, a je vyvolana ndhodnym
pusobenim siln€¢ poskozujiciho, nefyziologického podnétu (Janko C. et al.,, 2013).
Alternativnim typem nekrézy mtize byt jeji regulovana (programovand) forma, tzv. nekroptoza,
ktera obsahuje nékteré prvky nekrdzy, apoptdzy a autofagie (Degterev A. et al., 2005). Mezi
dalsi specifické typy bunécné smrti patii napi. mitoticka katastrofa, pyroptdza, entdéza ad.

(Kroemer G. et al., 2009).

1.2.1 Apoptoza

Apoptodza je dilezity fyziologicky proces vedouci k smrti buniky, jehoz pribéh je
realizovan sekvencné prostiednictvim n¢kolika konzervativnich mechanizmu (Kaczanowski S.,
2016). Béhem vyvoje mnohobunééného organizmu pfispivda ke zdarnému prabéhu
embryogeneze (napf. pfi vyvoji embryondlniho mozku) (Thomaidou D. et al., 1997),
k udrzovani tkanové homeostaze (Henson P. M. a Hume D. A., 2006) nebo v dospélosti
k tspésnému hojeni ran (Brown D. L. et al., 1997). Morfologicky lze apoptozu identifikovat na
zaklad¢ charakteristickych rysti zahrnujicich kondenzaci chromatinu, fragmentaci DNA,
degradaci strukturnich a regulacnich proteinii (Kroemer G. et al., 2009; Seo M. Y. a Rhee K.,
2018; Widmann C. et al., 1998) a proteinti extracelularni matrix (Cowan K. N. et al., 2005).

Béhem apoptdzy také dochazi ke zménam ve slozeni plazmatické membrany (mezi typické
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patii translokace fosfatidylserinu z vnitini do vnéjsi ¢asti fosfolipidové dvojvrstvy) a ke vzniku
membranovych vyénélkii vedoucich k postupnému zmenSovani bunék a formovani
apoptotickych télisek (Catchpoole D. R. a Stewart B. W., 1995; Mills J. C. et al., 1998).
Klicovymi molekulami v fizeni a realizaci apoptozy jsou cysteinové protedzy zvané kaspazy
(Li J. a Yuan J., 2008). Diky vyrazné regulaci celého apoptotického procesu si v ramci jeho
prabéhu umirajici buiiky zachovavaji velkou miru celistvosti. K tomu aktivné produkuyji latky,
které na jedné stran¢ inhibuji produkci prozéanétlivych cytokinii a na strané¢ druhé podporuji
produkci protizanétlivych cytokint (Freire-de-Lima C. G. et al., 2006; Mora J. et al., 2016).
Kombinaci téchto a dalSich faktort dochézi k ,,tichému* a ,,Cistému* odstranéni mrtvych bunék
makrofagy pfitomnymi v okolni tkani (Roberts A. W. et al., 2017).

V sav€ich bunkach jsou popisovany dv€ =zdkladni drdhy apoptdzy. Vnitini,
mitochondriemi zprostiedkovana a vnéjsi, receptorem zprostiedkovand apoptoticka draha.
K témto dvéma klasickym se novéji pfifazuje také draha spojena s endoplazmatickym
retikulem (ER) (Mohammadinejad R. et al., 2019). VSechny drahy zahrnuji aktivaci neaktivnich
prokaspaz (zymogentl), které se proteolyticky $té€pi na aktivni formy. Drahy kaspdz funguji jako
signaliza¢ni kaskady, na jejichz zacatku se nachazeji inicia¢ni kaspazy (kaspaza 2, 8, 9 a 10),
které jsou zodpovédné za aktivaci efektorovych (vykonnych) kaspaz (kaspaza 3, 6, 7)
(MacKenzie S. H. a Clark A. C., 2012). Efektorové kaspazy $té€pi ptisluSny substrat (laminy,
PARP ad.) (Kaufmann S. H. et al.,, 1993; Kivinen K. et al., 2005) a spolecné s dalSimi
molekulami se podileji na provedeni morfologickych a biochemickych zmén vedoucich
k apoptotické smrti.

Vnitini apoptoticka draha mize byt indukovéana fadou fyzikalnich a chemickych stimult
zahrnujicich napt. hypoxii, UV zéfeni, posSkozeni DNA nebo pravé ptisobeni NPs (Jiao Y. et
al., 2016; Kavithaa K. et al., 2016; Sitailo L. A. et al., 2002; Weinmann M. et al., 2004). V prvni
fazi dochazi ke zméné v propustnosti mitochondrialni membrany (Kluck R. M. et al., 1997;
Narita M. et al.,, 1998; Vander Heiden M. G. et al., 1997), ktera mize vést ke ztrat¢
mitochondridlniho membranového potencialu, nabobtnani mitochondrii, prasknuti vnéjsi casti
mitochondrialni membréany a uvolnéni cytochromu ¢ z mezimebranového prostoru do cytozolu
(Narita M. et al., 1998; Vander Heiden M. G. et al., 1997). Propustnost membrany a nasledné
uvolnéni cytochromu ¢ ovliviiuje také pro-apoptoticky protein Bax (Jiirgensmeier J. M. et al.,
1998). Ten spadd do rodiny Bcl-2 proteintl, které se vyznamné uplatiiuji v regulaci apoptozy
(Shamas-Din A. et al., 2013). Dle svého piisobeni mohou byt rozdéleny na pro-apoptotické
(Bax, Bak) (Eskes R. et al., 1998; Narita M. et al., 1998) a anti-apoptotické (Bcl-2, Bcl-x1)
(Finucane D. M. et al., 1999; Shimizu S. et al., 1998). Cytochrom ¢ po uvolnéni interaguje
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s Apaf-1 za tvorby komplexu zvaného apoptozom (Acehan D. et al., 2002; Zou H. et al., 1999).
efektorovych kaspaz zahrnujicich Stépeni a aktivaci prokaspazy 3, 6 a 7 (Li P. et al., 1997; Slee
E. A.etal., 2001).

Vnéjsi nebo také receptorem zprosttedkovana apoptotickd draha je zaloZzena na vazbé a
interakci receptoru smrti s ptislusnym ligandem smrti (Guicciardi M. E. a Gores G. J., 2009).
Receptory smrti se fadi do ,,tumor necrosis factor” (TNF) rodiny receptorii zahrnujici napf.
,tumor necrosis factor-receptor 1 (TNF-R1), ,,death receptor 3* (DR3), Fas nebo ,, TNF-related
apoptosis inducing ligand-receptor 2 (TRAIL-R2) (Kalimuthu S. a Se-Kwon K., 2013). Tyto
receptory patfi mezi transmembranové proteiny s extracelularni doménou umoziujici vazbu
ptislusného ligandu smrti (Henkler F. et al., 2005; Orlinick J. R. et al., 1997) a intracelularni
(cytoplazmatickou) doménou, tzv. doménou smrti. Po vazbé ligandu na receptor dochazi
k oligomerizaci a shlukovani, které vede k ptiblizeni a slabé protein-proteinové interakci mezi
doménou smrti a adaptorovym proteinem ,,Fas-associated protein with death domain* (FADD)
(Scott F. L. et al., 2009). FADD interaguje s prokaspazou 8 (Carrington P. E. et al., 2006) za
vzniku multiproteinového komplexu ,,death-inducing signaling complex‘ (DISC) (Dickens L.
S. et al,, 2012). V tomto komplexu dochazi k autokatalytickému $tépéni a aktivaci kaspazy 8
(Bellail A. C. et al., 2010; Dickens L. S. et al., 2012), kterd obratem §tépi prokaspazu 3 na jeji
aktivni variantu (Stennicke H. R. et al., 1998) stépici ptislusné substraty (Slee E. A. et al., 2001).

Dalsi forma apoptotické drahy byva spojovana se stresem ER (Ryoo H. D., 2016).
V piipad¢ vysokého zatizeni ER Spatné sbalenymi proteiny dochazi k aktivaci signalizacni
kaskady nazyvané ,,odpovéd’ na nesbalené proteiny* (unfolded protein response - UPR). Ta by
méla zajistit obnovu spravného sbalovéani proteini a homeostazi ER (Sano R. a Reed J. C.,
2013). Pokud k tomu vsak nedojde, UPR pravdépodobné zprostiedkuje aktivaci kaspazy 3 a
kaspazy 4 vedouci k vyvolani apoptdzy (Hitomi J. et al., 2004; Kim S. J. et al., 2006).

1.2.2 Autofagie

Autofagie je proces, ktery se pravdépodobné podili na bunécném piezivani (Ogata M.
et al., 2006). Nicmén¢ cCasto kon¢i bunéCnou smrti, kterd ma podobné jako apoptodza
programovany pribéh (Ojha R. et al.,, 2015). Béhem autofagie dochazi k transportu
cytoplazmatického materidlu (organel, proteinovych agregati atd.) do prostfedi lyzozoémi,
uvnitt kterych dochazi k degradaci na jednotlivé komponenty. RozliSujeme tfi typy autofagie:

makroautofagii, mikroautofagii a chaperonem zprostiedkovanou autofagii (Das G. et al., 2012).
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Zatimco béhem makroautofagie dochazi k tvorbé autofagozomu a jeho fuzi s lyzozomem za
vzniku autolyzozému, pii mikroautofagii je cytoplazmaticky materidl transportovan do
lyzozému ptimo, invaginaci lyzozomalni membrany. U chaperonem zprostiedkované autofagie
jsou proteiny urc¢ené k degradaci, oznacené¢ KFERQ podobnou sekvenci, vazany do komplexu
s chaperony, zejména ,,heat shock cognate protein 70 (Hsc70), které zprostiedkovavaji jeho
transport do lyzozomu (Kaushik S. a Cuervo A. M., 2012). Vzhledem k uplatnéni
makroautofagie pii odstrafiovani toxického materiadlu, bunééném prezivani a bunééné smrti
(Das G. et al.,, 2012), bude termin ,autofagie” v dalSim textu pouzivan ve vyznamu
makroautofagie.

Autofagie zalind formovanim ,,nové™“ membrany — fagoforu, jejimz zdrojem je
pravdépodobné piechodny kompartment ER a Golgiho aparatu (Ge L. a Schekman R., 2014).
Postupnym rustem fagoforu dochazi k obalovéani cytoplazmatického materidlu za vzniku
struktury z dvojité membrany — autofagozoému (Tooze S. A. a Yoshimori T., 2010). Pii tvorbé
autofagozoému dochazi k vyuziti proteinti z rodiny Atg, které maji rozdilné funkce v urcitych
fazich autofagozomalni maturace. Savéi ULK1 komplex (u kvasinek Atgl) zodpovida za
fosforylaci proteinu BECLIN 1, ktera vede k aktivaci VPS34 komplexu a iniciaci autofagie
vyvolané nedostatkem aminokyselin (bunééné hladovéni) (Russell R. C. et al., 2013). Pro
tvorbu autofagozému je nezbytny také ATG5-ATG12 komplex, ktery v kombinaci s ATG16
katalyzuje konjugacni reakci proteind s lipidy (Kuma A. et al., 2002). Ukazuje se, ze tento
komplex, ma ziejmé podobnou funkci jako E3 ligdza v procesu ubikvitinylace (tzv. E3 podobny
enzym) a zodpovidd u kvasinek za lipidaci Atg8 proteinu fosfatidylethanolaminem
(phosphatidylethanolamine — PE) (Fujita N. et al., 2008; Hanada T. et al., 2007). Piesna funkce
Atg8-PE neni zcela jednoznacné vyieSena. Podle nékterych autord se Atg-PE uplatiiuje pii rastu
fagoforu (Xie Z. et al., 2008), zatimco podle jinych (in vitro studie) je zodpovédny za hemiftzi
vacka, ktera je dilezita pii rGstu autofagozomalni membrany béhem procesu formovani
autofagozému (Nakatogawa H. et al., 2007). V ptfipadé savc¢ich bunck je homologem Atg8
proteinu protein LC3, ktery se vyskytuje ve dvou formach: cytozolické (LC3-I) a mebranové
vazané¢ (LC3-II) (Kabeya Y. et al., 2000). Membranové¢ vazanad LC3-II forma muize byt,
podobné jako Atg8, konjugovana s PE (Kabeya Y. et al., 2004) a je soucasti vnitini nebo vné&jsi
membrany autofagozomii (Kabeya Y. et al., 2000). Diky vyskytu LC3-II v membranach
autofagozoému je tento protein ¢asto vyuzivan jako marker pro detekci autofagie (Kabeya Y. et
al., 2000; Schléfli A. M. et al., 2015).

Béhem autofagie také dochazi k propojeni autofagozomalni a endocytické drahy, pfi

kterém autofagozémy fuzuji s pozdnimi endozémy (multivezikularnimi télisky) za tvorby
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piechodného kompartmentu — amfizému (Berg T. O. et al., 1998). Amfizom/autofagozém dale
fazuje s lyzozémy za vzniku tzv. autolyzozému (Majumder P. a Chakrabarti O., 2015). Pro
uspésnou fuzi je ziejmée dilezité umisténi lyzozému v perinuklearni oblasti (Korolchuk V. 1. et
al., 2011) a ptitomnost dalSich proteinti, mezi které patii nékteré Rab GTPazy (enzymy Stépici
hydrolyticky GTP, guanosintrifosfat —guanosinetriphosphate — GTP) (Fujita N. et al., 2017;
Jager S. et al., 2004), SNARE proteiny (Dodson M. et al., 2018; Matsui T. et al., 2018) a dalsi
pfidruZené proteiny uplatiiujici se napf. pfi vzdjemném propojeni vakuolarnich membran (Jiang
P. et al., 2014; Zick M. a Wickner W., 2013). V posledni, termindlni fazi autofagie jsou
autolyzozémy vyuzity k tvorbé novych (recyklovanych) lyzozoémi procesem zvanym
autofagicka reformace lyzozému (Yu L. et al., 2010). Tato znovuobnova lyzozomi je dilezita

pro zajisténi lyzozomalni homeostaze (Rong Y. et al., 2012).

1.2.3 Nekroza

Nekroza je charakteristickd vyraznymi morfologickymi zménami, které zacinaji
deformaci plazmatické membrany za vzniku vy¢nélk oddélujicich se do okolniho prosttedi.
Béhem tohoto procesu soucasné dochazi ke zvétSovani bunécného objemu, ktery v pozdéjsich
fazich vede k prasknuti plazmatické mebrany a vyliti vnitrobunééného obsahu do okoli bunék
(Rello S. et al., 2005). Uvolnéni cytoplazmatického materidlu vede in vivo k aktivaci akutni
zanétlivé odpovédi (Iyer S. S. et al., 2009). In vitro jsou nckteré z téchto intracelularnich
komponent (napt. laktat dehydrogenaza - LDH) vyhodné vyuzivany jako markery pro detekci
nekrotické formy bunécné smrti (Chan F. K. et al., 2013).

Ackoli je nekréza po velmi dlouhou dobu popisovana jako ,,nahodny* (neprogramovany)
proces, ktery vznikd v dusledku terminélni reakce bunky na pfilis§ silny (poskozujici) podnét,
tzv. primarni nekréza (Sachet M. et al., 2017; Walker N. 1., 1988), jedna se pouze o jednu
z forem nekrdzy. Déle rozliSujeme tzv. sekundéarni nekrozu, ke které dochédzi po kompletnim
dokonceni apoptotického procesu v neptitomnosti nebo pfi selhdni fagocytujicich bunék (napf.
jako nasledek silného zanétu) (Robertson A. M. G. et al., 1978; Rydell-Términen K. et al.,
2006). Dagterev et al. poukazali navic na existenci programované (regulované) formy
nekrotické smrti, tzv. nekroptozy (viz vyse). Nekroptéza morfologicky pfipomina nekrozu, ale
zahrnuje signalizacni drahu spojenou s receptorem obsahujicim doménu smrti (Degterev A. et
al., 2005), kterym mize byt napi. TNFa (Goossens V. et al., 1999; Chang Y. J. et al., 2015).
V nepfitomnosti aktivity nékterych kaspaz (kaspaza-8) (Giinther C. et al., 2011; Sawai H.,
2013) dochéazi k vytvoreni pro-nekrotického komplexu, ktery obsahuje sdruzenou RIP1 a RIP3
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kinazu (Cho Y. S. et al.,, 2009). Aktivovand RIP3 kinaza fosforyluje cilovou MLKL
pseudokindzu, ktera pravdépodobné umoziuje vytvoieni portt uvniti plazmatické membrany

pusobicich jeji dezintegraci (Wang H. et al., 2014).
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1.3 Mechanizmy cytotoxicity NPs

K toxickému piisobeni NPs na buniky mize dochdzet bud’ pifimou cestou zahrnujici
interakci NPs s bunéénymi komponentami (Mansouri A. et al., 2018), organelami (Schiitz 1. et
al., 2016) nebo procesy (Braydich-Stolle L. K. et al., 2010), nebo neptimou cestou, kterd vede
ke zménam v okolnim prostfedi vyvolanych pisobenim NPs, napt. adsorpci dulezitych zivin na
jejich povrch (Guo L. et al., 2008). VSechny tyto zmény mohou vést ke snizeni zivotaschopnosti
bunék a v kone¢ném duasledku az k bunécné smrti. V dal§im textu budou popisovany piedevsim

cytotoxické mechanizmy pifimého ptisobeni NPs.

1.3.1 Cytotoxicita na urovni vstupu NPs do bunék

Interakce NPs s buiikami zacind jejich kontaktem s plazmatickou membranou.
Transport NPs mize probihat bud’ pasivnég, difuzi (Bhardwaj V. et al., 2015), nebo aktivné,
endocytozou (Kim J.-S. et al., 2006). Ackoli je prosta diftize energeticky nezavisly proces, ktery
je v souvislosti s NPs studovan v riznych typech modelovych systémii (Bedrov D. et al., 2008;
Tiwari A. et al., 2018), zda se, Ze v bunikkach k nému dochazi spise mén¢ (Bhardwaj V. et al.,
2015). Druhym, pravdépodobné castéjSim transportnim mechanizmem NPs do bunék, je
endocytéza (Kuhn D. A. et al., 2014; Xie X. et al., 2017). Endocytoza je energeticky zavisly
proces (Weigel P. H. a Oka J. A., 1981), béhem kterého dochazi k adhezi NPs k povrchu
membrany, jejich internalizaci a transportu prostiednictvim endocytickych vackia do
ptislusnych organel (Decuzzi P. a Ferrari M., 2007; Zhang J. et al., 2017). Existuje fada typa
endocytickych drah, které jsou vyuzivany béhem vstupu NPs do bun¢k. Mezi nejcastejsi patii
fagocytdza (Antonelli A. et al., 2010), makropinocytoéza (Cui X. et al., 2017), na klatrinu zavisla
endocytdza (Ng C. T. et al., 2015) nebo kaveolinem zprostiedkované endocytdza (Cui X. et al.,
2017).

Konkrétni mechanizmus vstupu jednotlivych druhtt NPs je ovlivnén typem bunék (I-
Lun Hsiao A. M. G. R.J. M. S. M. G. a Andrea H., 2014), tvarem (Xie X. et al., 2017), rozméry
(Antonelli A. et al., 2010) a povrchovymi vlastnostmi NPs (Obrazek ¢. 3)(Chou L. Y. et al.,
2011; Wang F. et al., 2013).
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Obrazek €. 3: Faktory ovlivitujici vstup NPs do bunék a jejich cytotoxicitu (pievzato z: Chou
L.Y.etal,2011).

Vliv velikosti na zptisob, jakym NPs vstupuji do bunck, byl ukazan napt. u
fagocytujicich bun¢k - makrofagii. SWCNTSs konjugované s fosfolipidy do velikosti 400 nm
prochazely do bunék difuzi, zatimco ¢astice vétsi nez 400 nm byly internalizovany fagocytdzou
(Antonelli A. et al., 2010). Podobné muze byt napt. v zavislosti na tvaru NPs ur¢en i konkrétni
typ endocytdzy. Xie et al. ukazali, ze zlaté NPs hvézdicovitého tvaru vstupovaly do bun¢k na
klatrinu zavislou endocytdzou, zatimco stejné NPs ty¢inkovitého tvaru prochazely do bunck
jak na klatrinu, tak na kaveolinu zavislou endocytdzou. Trojihelnikovité zlaté NPs vyuzivaly
ruzné typy endocytickych drah, coz vedlo k jejich nejefektivnéjsi inernalizaci (Xie X. et al.,
2017). Dalsim ptikladem mohou byt dlouh¢ CNTsvykazujici azbestovym vldknim podobné

toxické chovani, které je zplsobeno tzv. nekompletni nebo téz frustrovanou fagocytézou

(Poland C. A. et al., 2008). Bunka pii ni rozpoznavé zakulaceny nebo uzavieny konec
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cylindrického vlakna CNTs a mylné ho urCuje jako castici kulovitého tvaru. Dochézi
k receptorem zprostfedkované endocytoze a k natoceni vldkna elastickym tahem plazmatické
membrany do vstupniho uhlu blizicimu se 90° (Shi X. et al., 2011). Dlouhé vlédkno vSak nemuze
byt zcela endocytovano, coz vede k cytotoxickym efektim (Boyles M. S. et al., 2015).

Za velmi dulezité komunikacni rozhrani mezi NPs a buiikami, které rozhoduje spolu
s vySe zminénymi faktory o typu a pribéhu vstupu do bunék, je povazovan i povrch NPs (Lunov
O.etal.,2011). Ten miZe byt inertni nebo funkcionalizovany pomoci riiznych funkénich supin
(-NHz, -COOH ad.) (Pillai S. K. et al., 2011; Takada T. et al., 2010). Pii pohybu NPs v okoli
bun¢k dochédzi k rychlé interakci mezi jejich povrchem a komponentami obsazenymi
v biologickych tekutindch (napf. plazmé nebo kultiva¢énim médiu) (Casals E. et al., 2010;
Tenzer S. et al., 2013). Proteiny, lipidy a dal$i slozky pokryvaji povrch NPs za vzniku tzv.
proteinové korony (Casals E. et al., 2010). Jeji prvni vrstva, tzv. tvrda proteinova korona, pevné
piiléha k povrchu NPs (Milani S. et al., 2012) a byva napf. u polystyrenovych NPs nebo SiNPs
formovana do 30 sekund od interakce s proteiny (Tenzer S. et al., 2013). Na ni ptiléhd druha
vrstva, tzv. mékka proteinova korona, jejiz sloZeni neni stalé a reverzibilné se méni
pravdépodobné v zévislosti na koncentraci a vazebné afinité okolnich proteina (Milani S. et al.,
2012; Tenzer S. et al., 2013; Winzen S. et al., 2015). Formovani proteinové korony by mohlo
byt také kontrolovano prostiednictvim tzv. Vromanova efektu, pii kterém dochazi k pocatecni
vazbé¢ vice nabohacenych proteinti postupné nahrazovanych proteiny s vyssi afinitou (Jung S.
Y. et al., 2003). Konecné slozeni proteinové korony miize ovliviiovat vstup NPs do buné¢k

(Tenzer S. et al., 2013) a modulovat jejich cytotoxicitu (Peng Q. et al., 2013).

1.3.2 Vnitrobunééné cytotoxické piisobeni NPs

V zévislosti na mechanizmu vstupu (Zhou F. et al., 2010), fyzikdln¢ chemickych
vlastnostech NPs (Kang B. et al., 2010) a bunééném typu (Zhou F. et al., 2010) dochazi
k vnitrobunéénému transportu NPs a jejich interakei s pfisluSnymi organelami. Cytotoxicita je
do znatné¢ miry ovlivnéna lokalizaci NPs v konkrétnim bunééném kompartmentu. Mezi
studované organely spojované s toxickym pusobenim NPs patii pfedevSsim ER, Golgiho

komplex, lyzozomy, jadro, mitochondrie a cytozol.

Endoplazmatickeé retikulum, Golgiho komplex a lyzozomy
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Po vstupu NPs do bunék endocytdzou dochazi k tvorbé endozémi, které umoziuji jejich
transport do pfislusnych organel (Huefner A. et al., 2016; Chai G. H. et al., 2016; Kim C. S. et
al., 2015). Endocyticky pfijaty ndklad byva uvnitt buiiky transportovan prostfednictvim ranych
endozoémutl (Foroozandeh P. a Aziz A. A., 2018). Cast z nich mizZe pfechazet v tzv. recyklujici
endozomy, které¢ exportuji naklad exocytézou ven na bunécny povrch (Takahashi S. et al.,
2012). Dalsi ¢ast mlze nastoupit degradativni drahu, pfi které rané¢ endozoémy dozravaji
v pozdni endozémy (multivezikularni télisko) a nasledné fuzuji slyzozémem za vzniku
endolyzozomanich vackt (Huefner A. et al., 2016; Venkatachalam K. et al., 2015). Béhem
tohoto vezikularniho transportu mize u nékterych typtit NPs dochéazet k tzv. tniku z endozomu
(Chu Z. et al., 2015). Ten byl popsan napi. pro MWCNTs, které penetraci ptes stény vackl
unikaly do cytozolu (Mu Q. et al., 2009). NPs mohou prochazet také ptes ER a Golgiho aparat
v ramci transcytozy, napt. u epitelidlnich bunék, kterd umoznuje dalsi exocytdézu NPs (Cartiera
M. S. et al., 2009; Chai G. H. et al., 2016).

Toxicky vliv NPs na Golgiho komplex je v soucasnosti predmétem zkoumani. Ackoli
byly nékteré NPs (SiNPs, lipidové NPs ad.) detekovany uvniti Golgiho aparatu (Cao Z. et al.,
2017; Cartiera M. S. et al., 2009; Silva E. et al., 2017), pfimy cytotoxicky vliv nebyl zatim
prokazan. V ptipadé ER navozuji nékteré typy NPs jeho zvySeny stres (Yang X. et al., 2015).
Jednou z pficin mize byt interakce NPs s proteiny, kterd vede ke konformacnim zméndm
proteintl (Deng Z. J. et al., 2011). Akumulace a agregace Spatn¢ sbalenych proteinii indukuje
UPR (viz kapitola 1.2.1 Apoptoza) (Simard J. C. et al., 2016). V ptipad¢ malych dlouhodobych
davek NPs si nékteré bunky mohou regulovat jejich vnitrobunétnou koncentraci inhibici
makropinocytdzy (Gunduz N. et al., 2017). Tim dochazi k urcité adaptaci na stres ER vyvolany
NPs. Selhdni UPR navozené napf. intenzivni akumulaci $patné sbalenych proteinti po piisobeni
NPs (Simard J. C. et al., 2016) nebo piilis silny stres ER miize vést k apoptotické formeé bunécné
smrti (Simard J. C. et al., 2016; Yang X. et al., 2015). Bylo také ukazano, ze akumulace SiNPs
uvnitf ER indukuje autofagii (Wei F. et al., 2017).

Vyrazny toxicky vliv spojeny s interakci s lyzozomy je popsan napf. pro magnetické
nanocastice oxida Zeleza (iron oxide nanoparticles — IONPs) nebo pro aminem modifikované
polystyrenové (NH2-PS) NPs (Domenech M. et al., 2013; Wang F. et al., 2018). Akumulaci
NPs (napt. NH2-PS NPs) nebo NPs-indukovanou produkci reaktivnich forem kysliku (reactive
oxygen species - ROS) dochéazi k morfologickym zméndm a permeabilizaci lyzozomalni
membrany vedouci ke zvétSeni objemu lyzozomt (Gao W. et al., 2014; Wang F. et al., 2018;
Xia T. et al, 2008). Tento proces muze vést az k prasknuti membriany a uvolnéni

vnitrolyzozomalniho obsahu, zejména proteolytickych enzymu jako je katepsin B nebo D, do
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okolniho prostiedi (Domenech M. et al., 2013; Wang F. et al., 2018). Silné poskozeni lyzozémi
NPs obvykle vede k apoptotické smrti buiikky (Gao W. et al., 2014; Wang F. et al., 2018).

Jadro a mitochondrie

Transport NPs prostfednictvim endocytdézy a jejich lokalizace v blizkosti nebo uvnitt
ER a Golgiho aparatu je ziejmé pfi¢inou Castého hromadéni NPs v perinuklearni oblasti
(Efeoglu E. et al., 2015; Chakraborty A. a Jana N. R., 2015; Yaron P. N. et al., 2011). Pohyb
NPs v okoli jadra by teoreticky mohl zvySovat pravdépodobnost jejich vstupu do této organely.
Nicméné ptenos molekul pies dvouvrstvou jadernou membranu je realizovan prosttednictvim
komplexu vazaného na jaderny por (nuclear pore complex - NPC). Pro priichod molekul vétsich
nez ~40 kDa vyzaduje NPC pfitomnost specifickych transportnich receptorti a jadernych
lokalizac¢nich sekvenci (nuclear localization sequences — NLSs) (Terry L. J. et al., 2007). Navic
je maximalni primérna velikost ndkladu limitovana (z divodu rozméra centralniho kanalu
NPC) na ~37 — 39 nm (Eibauer M. et al., 2015; Pante N. a Kann M., 2002). Kombinace téchto
omezeni ve velkém mnozstvi pfipadi a¢inné brani vstupu NPs do jadra (Haniu H. et al., 2011;
Lacerda L. et al., 2012; Lamprecht C. et al., 2012; Mazzaglia A. et al., 2018). V souladu se
zminénym velikostnim limitem bylo potvrzeno, Ze nékteré NPs mensi nez 30 nm mohou
prochazet do jadra (Boyoglu C. et al., 2012) a piisobit zde genotoxicky (AshaRani P. V. et al.,
2009). Nicmén¢ Nagai et al. ukazali, ze tyCinkovity tvar MWCNTs umozituje vstup i NPs o
pruméru ~50 nm. To je zfejm¢e zpusobeno pifimym propichnutim jaderné membrany, které
zajisti vstup nékterych typt NPs, které jsou vétsi nez velikost jaderného poru (Nagai H. et al.,
2011).

Dalsi organelou vnimavou k ptisobeni NPs jsou mitochondrie. Akumulace NPs uvnitf
mitochondrii vykazuje nékteré podobné charakteristiky jako v piipadé lyzozoma, vcetné
morfologickych zmén, nabobtndni mitochondrii, jejich prasknuti ¢i generace ROS (Sun L. et
al., 2011). Piikladem mohou byt SiNPs, jejichz plisobenim dochdzi k naruseni integrity
mitochondridlni membrany, zméndm v jeji propustnosti a ztraté mitochondridlniho
membranového potencialu (Xue Y. et al., 2014; Yang Y. et al., 2017). Tyto zmény mohou vést
ke zvétSeni objemu (bobtnani) a naslednému prasknuti mitochondrii (Sun L. et al., 2011). Vyliti
cytochromu ¢ do okolni cytoplazmy spusti dalsi reakce, které v koneéném dusledku indukuji
aktivaci vnitini apoptotické drahy vedouci k bunééné smrti (Yang Y. et al., 2017). Interakce

NPs, napt. CNTs s mitochondrialnimi komponentami (cytochromem c), mize navic narusit
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pienos elektroni v ramci elektron transportniho fetézce a vést tak k funkénimu poskozeni

mitochondrii (Ma X. et al., 2012).

1.3.3 Naruseni degradace a odstranovani NPs z bunék

NPs, které vstupuji do bunék endocyticky a stavaji se soucésti endozém-lyzozomalni
drahy, mohou byt exportovany ven z buiiky pomoci vacki. Tyto vacky se shlukuji v blizkosti
plazmatické membrany, fuzuji s ni a sekretuji svlij obsah ven z buiikky (Donovan K. W. a
Bretscher A., 2015; Chithrani B. D. a Chan W. C., 2007). Intenzita exocytozy zavisi na velikosti
NPs a jejich tvaru (Cui X. et al., 2017; Chithrani B. D. a Chan W. C., 2007). Mens$i NPs byvaji
exocytovany rychleji a ve vétsim méfitku (Chithrani B. D. a Chan W. C., 2007) podobné¢ jako
kratké tyCinkovité NPs (SWCNTs), u nichz byla popsdna snazsi exkrece nez u jejich delSich
variant (Cui X. et al., 2017).

NPs, kter¢ uniknou z endozomalniho systému (vyse zminénym ,,inikem z endozoému*)
nebo takové, které se do cytoplazmy dostanou pasivnim zpisobem, napt. v disledku piimé
penetrace plazmatické membrany (MWCNTs) (Mu Q. et al., 2009), mohou byt z cytoplazmy
ostranény pomoci autofagie (Remaut K. et al., 2014). Volné piitomné NPs jsou zachyceny
prostiednictvim autofagozoému, ktery nasledné fuzuje s lyzozomem (Remaut K. et al., 2014).
Toxické plisobeni NPs v ramci autofagie se projevuje bud’ jeji aktivaci (Yu Y. et al., 2014),
nebo jeji blokaci (Landry M. J. et al., 2018). Blokace autofagie obvykle souvisi s narusenim
interakce mezi autofagozémy a lyzozémy a vede k zastaveni autofagického toku a naslednému
hromadéni autofagozémt (Ma X. et al., 2011; Wang J. et al., 2017). N&které, napt. zlaté NPs
alkalizuji pH uvnitt lyzozémt (Ma X. et al., 2011), coz mlize vyrazné ovlivnit aktivitu
lyzozomalnich enzymu (Baltazar G. C. et al., 2012; Xu H. a Ren D., 2015) a vést tak k naruseni
fuze autofagozomii s lyzozoémy. Zmény v pH mohou navic spustit uvolnéni iontd kovi
obsazenych v NPs (Sabella S. et al., 2014) a vést tak k dalsi cytotoxicité (He W. L. et al., 2008;
Wataha J. C. et al., 2000).
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2 Hypotézy a cile prace

Pti pouziti NPs v klinické praxi je jednim z moznych zpusobii jejich aplikace také
intravendzni podani. Pfi ném dochazi k interakci NPs s komponentami krevni plazmy za
soucasného formovani proteinové korony, kterd mize vyrazné pozménit vysledné vlastnosti
NPs (viz kapitola 1.3.1 Cytotoxicita na urovni vstupu NPs do bunék). Cirkulace NPs v obéhové
soustave pak muze vést ke zvySenému cytotoxickému ptisobeni NPs na opakované exponované
endotelové buiiky cév. Ovlivnéni této cytotoxicity je tudiz kli€ovym aspektem v ramci vyuziti
NPs pro 1ékarské ucely.

I pfes intenzivni vyzkum a snahu o minimalizaci zdroja variability sjednocovanim a
optimalizovanim vyzkumnych postupt stdle dochazi krelativné vysoké heterogenité
v ziskanych vysledcich. Ta limituje jednozna¢né stanoveni cytotoxického ptisobeni riznych

typtl NPs omezujici tak potencialni vyuziti jejich unikatnich fyzikalné-chemickych vlastnosti.

Na zéklade¢ literatury stanovené predpoklady:

1. Cytotoxicitu NPs lze pfesnéji ohodnotit kombinaci rGznych metod v rdmci jedné

detekeni eseje provedené na stejné populaci bunck.

2. Cytotoxicitu NPs Ize ovlivnit preformovanim proteinové korony na jejich povrchu.

3. Cytotoxicitu NPs lze modulovat farmakologickym plsobenim zaméfenym na ovlivnéni

bunécnych procesu.

Vychozim cilem této prace bylo sestavit screeningovou esej pro zakladni stanoveni
cytotoxicity a ohodnoceni typu bunééné smrti riiznych druhtt NPs u endotelovych bunck
HUVEC. Navazujicim cilem bylo modulovat (snizit) cytotoxicitu vyrazn¢ toxickych
CNTCOOHSs k buitkim HUVEC a umoznit tak v budoucnu jejich potencidlni aplikaci in vivo.

Jednotlivé cile prace:

1. Ptipravit karboxylované MWCNTs (CNTCOOHSs).
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Charakterizovat ptipraven¢ CNTCOOHs a dalsi typy NPs zahrnujici SINPs a SPIONSs.

Sestavit screeningovou esej pro stanoveni cytotoxicity NPs in vitro.

Stanovit cytotoxicitu CNTCOOHs, SiNPs a SPIONs u primarnich endotelovych buné¢k

HUVEC pomoci sestavené screeningové eseje.

Studovat vliv proteinové korony na cytotoxicitu CNTCOOHs u bunék HUVEC.

Studovat vliv farmakologické modulace autofagie jako homeostatického procesu

umoziujiciho preziti bun€k na cytotoxicitu CNTCOOHs vzhledem k buitkkdm HUVEC.
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3 Material a metody

3.1 NMs

SiNPs: hydrofilni SiO2 NPs (rozméry: 7 — 14 nm, lyofilizované, PlasmaChem, Némecko).
SPIONs: superparamagnetické Fe;Os NPs (rozméry: 8 = 3 nm, 3% vodna suspenze bez
organickych stabilizatori, PlasmaChem, Némecko).

MWCNTs: mnohovrstevné uhlikové nanotuby (vnéjsi pramér: 60 nm, délka: 1 —2 pm, Cistota:

> 95%, lyofilizované, SES Research, TX, USA).

3.2 Pufry aroztoky

1 M HEPES puft, pH 7,4: HEPES (Sigma-Aldrich, MO, USA).

0.1 M fosfatovy puftr, pH 7,4 (phosphate buffer - PB): 75,4 mM Na,HPO4 a 24,6 mM NaH>POg4
(Sigma-Aldrich, MO, USA).

10xPBS, pH 7,4: 80,9 mM Na;HPO4 al4,7 mM KH>PO4 (Sigma-Aldrich, MO, USA), 26,8 mM
KCl a 1,37 M NaCl (Penta, Ceska republika).

Lyzacni pufr: 50 mM Tris-HCI, pH 7,0, 2 mM EDTA, 1% SDS a 0,25 U/ul benzonaza (Sigma-
Aldrich, MO, USA), 10% glycerol (Penta, Ceska republika), smés inhibitord proteaz Complete
(Roche, Svycarsko).

Vzorkovaci pufr: 50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% SDS, 100 mM dithiotreitol (DTT) a 0,005%
bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, MO, USA), 10% glycerol (Penta, Ceska republika).

3.3 Funkcionalizace MWCNT's

3.3.1 Karboxylace MWCNTs

Karboxylace MWCNTs byla provedena ve smési koncentrované kyseliny sirové (96%,
Penta, Ceska republika) a kyseliny dusi¢né (65%, Penta, Ceska republika) v poméru 3:1 (v/v)
pii teplot¢ 70°C po 24 hodin za prubézného michani magnetickym michadlem (250 rpm).
Karboxylované uhlikové nanotuby (carboxylated carbon nanotubes - CNTCOOHSs) byly
nasledné tiikrat promyty MilliQ vodou na teflonovém filtru (velikost port: 0,1 pm; Omnipore

Membrane Filter, Merck, NJ, USA) a poté dialyzovany v dialyzacnim stfevu (limit molekulové
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hmotnosti: 1 kDa; Spectra/Por 7 Dialysis Membrane, Carl Roth, Némecko) proti 5 litrim
MilliQ vody. Vyména vody byla provadéna ve 12-ti hodinovych intervalech, a to celkem tikrat.
Vodna suspenze CNTCOOHs byla rozplnéna do zkumavek (Eppendorf) a lyofilizovana. Suché
karboxylované CNTCOOHs byly zvazeny a ulozeny pii pokojové teplot¢.

3.3.2 Adsorpce proteini na povrch CNTCOOHs

CNTCOOHSs suspendované v MilliQ vodé na koncentraci 4 mg/ml byly sonikovany
3x 20s na ledu s 60-ti sekundovym casovym odstupem mezi jednotlivymi sonika¢nimi pulzy
(30% intenzita sonikace; Dynatech Sonic Dismembrator, model 300, ARTEK, NY, USA).
Sonikovand suspenze byla nasledné smichana v poméru 1:1 (v/v) s roztokem imunoglobulinu
G (IgG, Kiovig 100 mg/ml, infuzni roztok, Baxalta Belgium Manufacturing, Belgie) nebo
lidského sérového albuminu (human serum albumin - HSA, Human Albumin Grifols, 20%
infuzni roztok, Instituto Grifols, Spanélsko) piediedénymi v MilliQ vodé na koncentraci
2 mg/ml. Smé¢s CNTCOOHSs a piislusnych proteinti (CNTCOOHSs s adsorbovanym IgG - IgG-
CNTCOOHs a CNTCOOHSs s adsorbovanym HSA - HSA-CNTCOOHs) byla vortexovéana

1 hodinu pfti laboratorni teploté.

34 Charakterizace NPs

3.4.1 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

SiNPs, SPIONs, CNTCOOHs, IgG-CNTCOOHs a HSA-CNTCOOHs byly zfedény
v MilliQ vod¢ na koncetraci 10 pg/ml, sonikovany (SiNPs, SPIONs a CNTCOOHSs) a v jedné
kapce (3 ul) aplikovany na niklovou nebo médénou mitizku pokrytou formvar-uhlikovou
membranou. Mrizky s NPs byly vysuseny na vzduchu pfi pokojové teploté. Struktura a
aglomerace pfipravenych NPs byla sledovana bez pfitomnosti jakéhokoli barveni pii 80 kV
pomoci transmisniho elektronového mikroskopu FEI Morgagni 268 (FEI Company, OR, USA)
se zabudovanou CCDkamerou MegaView III (Olympus, Japonsko).

3.4.2 Fluorescen¢né aktivovana prutokova cytometrie
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CNTCOOHSs, IgG-CNTCOOHs a HSA-CNTCOOHs byly suspendovany v 20 mM
HEPES pufru, pH 7,4 nebo v20 mM PB, pH 7,4 na koncentraci 1 pg/ml. Alikvoty takto
piipravenych suspenzi byly analyzovany bez jakéhokoli barveni pomoci fluorescencéné
aktivované priutokové cytometrie (fluorescence-activated cell sorting - FACS) na pfistroji BD
FACSCanto II (BD Biosciences, CA, USA) vyuzivajici ptimy rozptyl (forward scatter - FSC)
abocni rozptyl (side scatter - SSC) svétla zobrazeny v logaritmické stupnici. Pritokova rychlost
byla stanovena pomoci CS&T vyzkumnych kulicek (BD FACSuite™, BD Biosciences, CA,
USA) a pocet udalosti byl méten 20 sekund pii stfedni rychlosti pritoku.

3.4.3 Separace funkcionalizovanych CNTs na sachar6zovém gradientu

Separace funkcionalizovanych CNTs (functionalized carbon nanotubes — fCNTs:
CNTCOOHs, IgG-CNTCOOHs a HSA-CNTCOOHSs) dle jejich velikosti byla provedena
pomoci centrifugace v hustotnim sachar6zovém gradientu. Do kazdé¢ zkumavky bylo
navrstveno 500 pl roztoku sacharézy (Penta, Ceska republika) rozpusténé v MilliQ vodé
na koncentraci 10, 20, 30, 40, 50 a 60% (w/v). 500 ul suspenze CNTCOOHSs, IgG-CNTCOOHs
a HSA-CNTCOOHs o koncentraci 100 pg/ml bylo aplikovdno na vrch sachar6zového
gradientu a poté byly jednotlivé zkumavky centrifugovany v ultracentrifuze vybavené tthlovym

rotorem SW 40-Ti (Beckman Coulter, IN, USA) rychlosti 32 000g,pti 4°C, 1 hodinu.

3.4.4 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

SiNPs, SPIONs a CNTCOOHSs byly suspendovany na koncentraci 10 pg/ml v MilliQ
vod¢ nebo endotelidlnim bunééném rastovém médiu 2 (endothelial cell growth medium-2 -
EGM) obsahujicim 2% fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum - FBS) a dalsi suplementy
zahrnujici: lidsky rekombinantni epidermalni ristovy faktor (human recombinant epidermal
growth factor - hEGF), lidsky rastovy faktor fibroblasti — zékladni s heparinem (human
fibroblast growth factor — basic with heparin- hFGF-B), vaskularni endotelialni rastovy faktor
(vascular endothelial growth factor - VEGF), kyselinu askorbovou, hydrokortizon,
rekombinantni dlouhy R3 inzulinu podobny rtstovy faktor-1 (recombinant longR3 insulin like
growth factor-1 - R3-IGF-1), heparin, gentamicin, amfotericin (EGM-2 Bullet Kit, Lonza
Group Ltd, Svycarsko). Hydrodynamické praméry NPs, méfené v ¢ase 0 a po 24 hodinach

inkubace v MilliQ vod¢é nebo médiu, byly zméfeny na zaklad¢ intenzity rozptyleného svétla
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(Ghel pozorovani 6 = 173°, vinova délka laseru 632,8 nm) pomoci ptistroje Nano-ZS instrument
(ZEN3600, Malvern, UK) a programu DTS (Nano). Vysledné hodnoty hydrodynamickych

priméra NPs byly stanoveny jako aritmetické priméry alesponi Ctyi nezavislych méfeni.

3.4.5 Zeta potencial

NPs byly zfedény na koncentraci 10 pg/ml v MilliQ vodé (SiNPs, SPIONS,
CNTCOOHSs), v 20 mM HEPES pufru, pH 7,4 nebo v 20 mM PB, pH 7,4 (CNTCOOHSs, IgG-
CNTCOOHs, HSA-CNTCOOHSs). Hodnoty zeta potencialu (£) byly zméteny prostfednictvim
ptistroje Nano-ZS Zetasizer (Malvern Instruments, Malvern, UK) a vypocteny na zaklad¢
elektroforetickych mobilit NPs za vyuziti Henryovy rovnice se Smoluchowského aproximaci:
u=edln, kde pje elektroforetickd mobilita, ¢ je dielektrickd konstanta rozpoustédla a 7 je
viskozita rozpoustédla. Vysledné hodnotybyly stanoveny jako praméry tii métfeni slozenych

z 15-100 opakovani.

3.4.6 Spektroskopicka analyza

Absorpcni spektra SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs ziedénych v MilliQ vodé na
koncentraci 10 ug/ml byla zméfena v rozmezi vlnovych délek 250 — 800 nm pomoci

spektrofotometru BioSpectrometer® (Eppendorf, Némecko).

3.5 Kultivace a uchovani bunék

Lidské endotelové buiiky izolované z pupecnikové zily (human umbilical vein
endothelial cells — HUVEC, #C2519A, Lonza Group Ltd, Svycarsko) byly rozmrazeny
do kompletniho kultivaéniho média EGM-2 (viz kapitola 3.4.4 Dynamicky rozptyl svétla
(DLS)) a péstovany jako adherentni kultury na Petriho miskach (Techno Plastic Products,
Svycarsko) v atmosféte z 5% CO; pii teploté 37°C. Po dosazeni ~80 % konfluence byly buiiky
sklizeny pomoci roztoku trypsin/EDTA (Lonza Group Ltd, Svycarsko), centrifugovany pfi
220g 5 minut a resuspendovany v zamrazovacim médiu slozeném z EGM-2, 10% FBS
(certifikované FBS Gibco, US, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) a 10% dimethylsulfoxidu
(DMSO, Sigma-Aldrich, MO, USA). Bunééna suspenze byla rozdélena po 1 ml (0,25x10°

bun¢k) do zamrazovacich zkumavek (Simport, Kanada) a uloZzena do -20°C v boxu
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s vychlazenym isopropylalkoholem (Penta, Ceska republika) na 2 hodiny. Poté byly jednotlivé

alikvoty ponechany pies noc v -80°C a nasledné pfeneseny do tekutého dusiku.

3.6 Screeningova esej pro ohodnoceni cytotoxicity a typu bunééné smrti

3.6.1 Priprava bunék pro esej

Ptipravené bunécné alikvoty byly rozmrazeny do 6 ml Cerstvého média a stoCeny pfi
220g 5 minut. Po odstranéni supernatantu obsahujiciho DMSO byly bunky resuspendovany
v 10 ml Cerstvého média a péstovany na 10 mm Petriho misce (Techno Plastic Products,
Svycarsko). Narostlé buiiky byly sklizeny (trypsin/EDTA) a vysazeny v koncentraci
5000 bun¢k/jamku/100 pl média (v ptipadé experimentil s bafilomycinem Al v koncentraci
3000 bun¢k/jamku/100 pl média) na 96-jamkovou desticku (Techno Plastic Products,
Svycarsko). Kultivace probihala 48 hodin za standardnich podminek (5% CO», teplota 37°C).
Maximalni pasaz bun¢k pouzitych pro experimenty neptesahla ¢tvrtou pasaz. VSechny tii ¢asti
screeningové eseje pro ohodnoceni bunééné smrti (tzv. cell death screening — CDS) byly

provedeny na vychozi 96-jamkové desticce a tudiz i na stejné populaci péstovanych bunék.

3.6.2 Aplikace testovanych latek a prisluSnych kontrol

Po 48 hodinach kultivace na 96-jamkové desticce bylo z bunék odsato médium a
nahrazeno v 6-ti replikatech o objemu 200 pl a) médiem s ptisluSnou koncentraci kamptotecinu
(camptothecin — CPT; (S)-(+)-kamptotecin, Sigma-Aldrich, MO, USA), staurosporinu (ST;
Santa Cruz Biotechnology, Némecko) nebo H20> (Penta, Ceské republika; pozitivni kontroly),
b) cerstvym kultivaénim médiem (negativni kontrola), c¢) suspenzi NPs ziedénych
v kultivaénim médiu na ptislusnou koncentraci. Pii zjiStovani cytotoxicity zavislé na davce
testované latky byly bunky s NPs inkubovany 24 hodin, v piipadé¢ casové zavislého
experimentu 0, 3, 6, 12 a 24 hodin pti 37°C v CO> inkubatoru. Vysetrovani vlivu bafilomycinu
A1 na toxicitu CNTCOOHSs zahrnovalo pied samotnou aplikaci NPs preinkubaci bun¢k s 0,1,
1, 10 a 100 nM bafilomycinem A1 (Cistota 290%, Sigma-Aldrich, MO, USA).

3.6.3 Ohodnoceni nekrotického piisobeni
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Po ukonceni inkubace byla 96-jamkova desticka stocena pii pokojové teploté 3 minuty
rychlosti 400g. Ze sto¢eného supernatantu byly odebrany 50ul alikvéty, které byly preneseny
do nové 96-jamkové destiCky a smiseny se stejnym mnozstvim (50 pl) detekéni smési z LDH
kitu (LDH Cytotoxicity Detection Kit, Takara, Japonsko). Nakonec byla desti¢ka inkubovéana
pii 37°C 30 minut. Mira nekrozy byla stanovena spektrofotometricky na zéklad¢ absorbance
zméiené pii vinové délce 490 nm prostfednictvim mikrodestickové ctecky predehiaté na 37°C
(Victor® 1420-012 Multilabel Counter, Perkin Elmer, OH, USA). Pro odstranéni mozné fale$né
pozitivity, zptisobené absorbci NPs ve vinové délce 490 nm, byla ptidatné¢ zmétena absorbance
také pti 660 nm. V této vinové délce je absorbance LDH eseje minimalni a ptispévek samotnych

NPs je tak mozné odecist pomoci nasledujiciho vzorce:

A(LDH)490 — A490 _ k . A660

A 490

_ bekg
k= A 660
bekg

A% a AS_ hodnoty absorbance zméfené pti 490 a 660 nm, k — koeficient vypoéteny jako
pomér absorbance NPs rozpuSténych v médiu a méfenych pfi 490 nm a 660 nm pouze

v ptitomnosti LDH detek¢ni smési (bez bunék).

3.6.4 Ohodnoceni Zivotaschopnosti bunék

Zivotaschopnost bundk byla ohodnocena pomoci 1-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(2,4-
disulfofenyl)-5-(4-nitrofenyl)formazanové hydrat disodné soli (WST-8) eseje, kterd byla
soucasti kitu-8 pro pocitani bunék (cell counting kit-8 - CCK-8; Dojindo EU GmbH, Né¢mecko).
Do piivodni 96-jamkové desticky s buikami bylo z kitu piidano 15 pl reakéni smési (na 150 pl
zbylého objemu média). Desticka byla inkubovana pti 37°C 3 hodiny v 5% CO; inkubéatoru a
nasledné stocena pii 400g, 3 minuty. Z kazd¢ jamky bylo odebrano 100 pl supernatantu, ktery
byl pienesen do nové 96-jamkové desticky. Absorbance vyvinuté barvy byla zméfena
spektrofotometricky pfi vinovych délkach 450 nm a 660 nm na mikrodestickové ¢tecee. Ze
stejnych divodd, jako v ptipadé LDH eseje, byla vysledna hodnota absorbance vypoctena dle

VZOrce:
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A(WST _ 8)450 — A450 _ k . A660

A% 3 A% hodnoty absorbance zméfené pii 450 a 660 nm, k — koeficient vypodteny jako
pomér absorbance NPs rozpusténych v médiu a métfenych pfi 450 nm a 660 nm pouze

v pritomnosti WST-8 eseje (bez bun¢k).

3.6.5 Stanoveni intaktnich jader a apoptotickych télisek

Do vychozi 96-jamkové desticky s buitkami a zbylymi 50 pl média bylo ptfidano 50 pl
fluorescencni barvy Hoechst 33342 (AAT Bioquest, CA, USA) rozpusténé v PBS na
koncentraci 20 pg/ml. Desticka byla inkubovana pii 37°C v 5% CO: inkubatoru 30 minut.
Fixace bunck byla provedena 2% paraformaldehydem (PFA; Sigma-Aldrich, MO, USA) a
jednotlivé jamky snimany pomoci invertovaného fluorescenéniho mikroskopu Olympus [X70
(Olympus, Japonsko) vybavené¢ho kamerou ProgRes MFcool (Jenoptik AG, Némecko), pii
zvétSeni 10x10, excitaci 350 nm a emisi 450 nm. K pofizeni obrazka byl vyuzit software NIS-
Elements BR3.1 (Laboratory Imaging Ltd, Ceska republika). Vysledny po¢et intaktnich jader a
apoptotickych télisek byl stanoven za vyuziti nové napsanych maker (viz kapitola 4.2.1 Vyvoj
CDS eseje) ,,Counting of Nuclei” a“Counting of Apoptotic Bodies” v programu Imagel
1.50b.

3.7 Interference CNTCOOHs s LDH eseji

Po 48 hodinach standardni kultivace byla k buikdm HUVEC pftidana (v duplikatech)
jednotliva chemicka agens, a to konkrétné: 5 puM CPT, 1 uM ST, 4 mM H20> a 0,1% Triton X-
100 (Tn X-100; Sigma-Aldrich, MO, USA). Zbyl¢ dvé jamky byly pouzity jako negativni
kontrola. Po 24 hodinach inkubace byly duplikdty supernatanti odebrany a pieneseny do
centrifugacnich zkumavek. Kazdy vzorek byl centrifugovan (2000g, 5 minut, pii pokojové
teplote) a Cisty supernatant rozdélen po 1 ml do dvou zkumavek Eppendorf. Do prvni byly ze
sonikované zasobni vodné suspenze piidiny CNTCOOHs o kone¢né koncentraci 100 pg/ml,
do druh¢ byl piidan adekvatni objem MilliQ vody bez NPs. VSechny vzorky byly inkubovany
1 hodinu pii 37°C v inkubatoru s 5% CO> a nasledn¢ v duplikatech (50 pl/jamku) aplikovany
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na 96-jamkovou desticku. Ke kazdému replikatu bylo pfidano stejné mnozstvi (50 pl/jamku)
LDH detekéni smési (viz kapitola 3.6.3 Ohodnoceni nekrotického plisobeni) a desticka byla
inkubovana 30 minut pii 37°C v CO: inkubatoru. Absorbance byla zméfena

spektrofotometricky na mikrodestickové ¢tecce pii vinovych délkach 490 a 660 nm.

3.8  Intraceluldrni piisobeni fCNTSs

3.8.1 Fluorescenc¢ni znaceni CNTCOOHs

Lyofilizované CNTCOOHs byly rozpustény v 50 mM pufru hemisodné soli kyseliny 2-
(N-morfolino)ethansulfonové (2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid hemisodium salt - MES;
Sigma-Aldrich, MO, USA), pH 5,0 na koncentraci 2 mg/ml. K této suspenzi byl ptidan 1-etyl-
3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (1-Ethyl-3-(3-
Dimethylaminopropyl)carbodiimide, hydrochloride - EDAC; Thermo Fisher Scientific, MA,
USA) o vysledné koncentraci 2mM a N-hydroxysukcinimid (NHS; Sigma-Aldrich, MO, USA)
o vysledné koncentraci SmM. Smés byla inkubovanaza jemného vortexovani pii pokojové
teplot¢ 15 minut. Aktivované CNTCOOHs byly odd€leny od zbytku smési pomoci
centrifugacnich fitri (limit molekulové hmotnosti: 3 kDa, Amicon Ultra-0,5, Merck, NJ, USA)
a rychlosti staceni 4500 rpm, 20 minut pii pokojové teploté. Stocené a aktivované CNTCOOHs
byly resuspendovany v 1 ml 50 mM MES pufru, pH 5,0 obsahujicim 1 mg fluorescencni barvy
Alexa Fluor® kadaverin (AlexaFluor® 488 cadaverine, Life Technologies, CA, USA). Smés
byla nésledn¢ inkubovédna za jemného michani pifi pokojové teploté¢ 4 hodiny. CNTCOOHs
snavazanou Alexa Fluor® 488 (CNTCOOH-488) byly desetkrat promyty od volné
fluorescencni barvy MilliQ vodou za vyuziti vySe zminénych centrifugacnich filtrii, pfi

rychlosti sta¢eni 4500 rpm po dobu 20 minut pii pokojové teplot¢.

3.8.2 Konfokalni laserova rastrovaci mikroskopie

HUVEC (20 000 bunék/jamku) byly vysazeny na sklo s pfipevnénou komuirkou pro
jejich kultivaci (Nunc'™ Lab-Tek™ II Chamber Slide™ System, Thermo Fisher Scientific, MA,
USA) a péstovany 24 hodin pii 37°C v CO; inkubatoru. Nésledné bylo k bunikam ptidéno 10,
50 nebo 100 pg/ml fluorescencné znacenych CNTCOOH-488 suspendovanych v EGM-2
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médiu. Po 4 nebo 24 hodinach inkubace bylo médium s NPs odstranéno, buniky oplachnuty PBS
a fixovany 30 minut vychlazenym 2% PFA. Fixované bunky byly tfikrat oplachnuty PBS,
permeabilizovany 0,1% Tritonem X-100 a znovu tfikrat oplachnuty PBS. Blokovani a barveni
bunék bylo provedeno pomoci 30-ti minutové inkubace v blokovacim roztoku (Image-iT FX
Signal Enhancer, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) a 20-ti minutové inkubace pii pokojové
teploté¢ s barvenim pro vizualizaci aktinu (Alexa Fluor 555 Phalloidin, Thermo Fisher
Scientific, MA, USA) a DNA (TO-PRO®-3, Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Po obarveni
byly bunky oplachnuty PBS (4x5 minut) a montovany do montovaciho média (ProLong Gold
Antifade Mountant. Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Skla byla snimana na konfokalnim
mikroskopu Zeiss 710 LSM (Zeiss, Oberkochen, Némecko) za vyuziti planachromatického

objektivu s olejovou imerzi 40x1.4.

3.8.3 TEM

Buniky HUVEC byly vysazeny na kryci skla pokrytd poly-L-lysinem (Sigma-Aldrich,
MO, USA) a kultivovany 48 hodin. Poté bylo odstranéno staré médium a nahrazeno Cerstvym
obsahujicim sonikované CNTCOOHs, IgG-CNTCOOHs a HSA-CNTCOOHs o konec¢né
koncentraci 10 pg/ml. Buniky byly inkubovany s f{CNTs po 24 hodin a nasledné fixovany 4%
PFA ptedchlazenym na 4°C po 30 minut. Po fixaci byly tfikrat oplachnuty PBS, dehydratovany
ethanolem a zality do LRWhite pryskyfice (Electron Microscopy Sciences, PA, USA). Vzorky
byly polymerizovany pii 60°C 2-3 dny. Po polymerizaci pryskytice byly odd€leny od kryciho
skla pomoci tekutého dusiku. Zalité buiiky byly natfezany na ultratenké fezy o velikosti 60 nm
ultramikrotomem s diamantovym nozem (Ultracat ultramicrotome, Leica, Némecko). Rezy
byly upevnény na médénou miizku pokrytou formvar-uhlikovou membranou a kontrastované
octanem uranylu a citradtem olovnatym. Poté byly zkoumany pii 80 kV transmisnim
elektronovym mikroskopem FEI Morgagni 268 (FEI Company, OR, USA) se zabudovanou
CCDkamerou MegaView III (Olympus, Japonsko).

3.9 Detekce proteini pomoci SDS-PAGE a Western blotu

Bunkky HUVEC byly vysazeny na 6-jamkovou desticku (50 000 bunck/jamku) a
kultivovany do ~80 % konfluence. Poté bylo staré¢ médium nahrazeno cCerstvym
se suspendovanymi CNTCOOHs, IgG-CNTCOOHs nebo HSA-CNTCOOHs o koncentraci
50 pg/ml. Délka inkubace byla 0,5, 1, 2 a 6 hodin. Nasledn¢ byl roztok s NPs odstranén, bunky
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oplachnuty vychlazenym PBS, sklizeny pomoci roztoku trypsin/EDTA a centrifugovany 400g
3 minuty. Pelety byly lyzovany pomoci vychlazeného lyzac¢niho roztoku (viz kapitola 3.2 Pufry
a roztoky) 30 minut na ledu. Koncentrace proteini v jednotlivych vzorcich byla stanovena
prostiednictvim eseje 2,2'-bichinolin-4,4'-dikarboxylové kyseliny (2,2'-Biquinoline-4,4'-
dicarboxylic acid - BCA;Pierce® BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, MA, USA).
10 - 20 pg proteini z kazdého vzorku bylo smiseno s redukujicim vzorkovym pufrem (viz
kapitola 3.2 Pufry a roztoky) a zahtivano pii 95°C 5 minut. Vzorky byly naneseny na 12%
separovaci gel, elektroforeticky separovany a blotovany na 0,45um nitrocelulézovou
membranu (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) pii konstantnim proudu 0,4 A/gel 1 hodinu.
Nasledné byla membrana blokovana 30 minut v 5% roztoku mléka (Bio-Rad Laboratories, CA,
USA) rozpusténého v solném roztoku pufrovaném Trisem s 0,05% Tweenem 20 (TBS-T; Tris
buffered saline with 0,05% Tween 20, Sigma-Aldrich, MO, USA) a poté inkubovanav roztoku
1% mléka a primarni protilatky ptisluSného fedéni (viz Tabulka €. 1) pfi laboratorni teplot¢ 2
hodiny. Membréna byla od protilatek 4x oplachnuta v TBS-T, znovu blokovana v 5% roztoku
mléka 5 minut a inkubovéna se sekundarni protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou
(polyklondlni osli protilatka proti kralicimu IgG, fedéni 1:2000, Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., PA, USA) pfi pokojové teploté 1 hodinu. Membrana byla od sekundarni
protilatky 5x promyta solnym roztokem pufrovanym Trisem (Tris buffered saline - TBS) a
aktivita alkalické fosfatazy zobrazena pomoci chromogenniho substratu 5-bromo-4-chloro-3-
indolylfosfat/nitro-tetrazoliové modfi (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue
tetrazolium- BCIP/NBT; Merck, NJ, USA). Pro kvantifikaci mnozstvi nanasky proteinti bylo
vyuzito barveni Ponceau S (Sigma-Aldrich, MO, USA). Membrany byly nasnimény pomoci
transluminatoru PXi Access Touch s programem GeneSys verze 1.6.6 (Syngene, Cambridge,
UK). Intenzity prouzkii studovanych proteini byly vypoéteny pomoci programu GeneTools
verze 4.3.8.0 (Syngene, Cambridge, UK), normalizovany na mnoZzstvi nanesenych proteinti
vizualizovanych barvenim Ponceau S a vyjadfeny jako procento exprese dané¢ho proteinu

v ptislusné kontrole.

Tabulka ¢. 1: Seznam primarnich protilatek pouzitych k detekcei specifickych proteinii

metodou Western blot.

Antigen Typ protilatky Redéni Vyrobce
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Krali¢i polyklonalni Santa Cruz Biotechnology

Kaspaza-3 1:500
IgG (TX, USA)
Krali¢i polyklonalni
LC3B 1:2000 Sigma-Aldrich (MO, USA)
IgG
Krali¢i polyklonalni Santa Cruz Biotechnology
PARP-1 1:1000
IgG (TX, USA)

Zkratky: LC3B — microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta, PARP-1 —
poly(ADP-ribose) polymerase-1.

3.10 Statistika

Vysledné hodnoty byly stanoveny jako aritmetické priméry + stiedni chyba priméru
(standard error of the mean - SEM) dat ziskanych z nejméné tii experimentt. Statisticka analyza
byla provedena za vyuziti jednorozmérné analyzy rozptylu (analysis of variance - ANOVA)
s Dunnettovym post testem pomoci programu GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, CA,
USA). Statistickd vyznamnost byla ur¢ena na zaklad€ p-hodnot, kdy P<0,05 byla povazovéana
za statisticky signifikantni (*), P<0,01 stiedné siln€¢ signifikantni (**) a P<0,001 vysoce
signifikantni (***). Letalni koncentrace, 50% (lethal concentration, 50% - LCso) byla stanovena
Finneyho probitovou analyzou (Finney D. J., 1971) aplikovanou na program Microsoft® Excel®

(Alpha Raj, M., 2016, [online]).
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4 Vysledky

4.1 Charakterizace NPs

4.1.1 Tvar, velikost, naboj a aglomerace NPs

Reprezentativni TEM obrazky nefunkcionalizovanych NPs v suchém stavu prokazaly
sféricky az elipsoidni tvar SiNPs s tendenci k aglomeraci do nepravidelnych shlukti (Obrazek
¢. 4A). SPIONs vykazovaly vice kulovitou morfologii s téméf rovnomérnou distribuci
jednotlivych NPs ¢i jejich mensich shlukii (Obrazek ¢. 4B). Struktura CNTs sestavala
z vlaknitého (tubuldrniho) tvaru s vnitini dutinou (Obrazek ¢. 4C). Provazovitd vlakna

jednotlivych CNTs byla vzajemné propletena mezi sebou a vykazovala patrné rozdily v Siice.

Obrazek €. 4: TEM obrazky SiNPs (A), SPIONs (B) and CNTs (C). Méftitko: 50 nm (A-B),
0,5 pm (C).

Vliv karboxylace pomoci smési koncentrované kyseliny sirové a kyseliny dusicné na
strukturu a defekty v povrchu CNTs byl sledovan prostfednictvim TEM. Obrazek ¢. SA
naznacuje hladky povrch nekarboxylovanych CNTs s mensi mirou nepravidelnosti ve srovnani
s povrchem karboxylovanych CNTCOOHs (Obrazek ¢. 5B). Karboxylace navic zvysila
celkovou heterogenitu materidlu reprezentovanou SirSi distribuci velikosti CNTCOOHs,

mnozstvim kratkych tlomki a dal$Simi drobnymi necistotami (Obrazek ¢. 5C-D).
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Obrazek¢. 5: TEM obrazky vlivu karboxylace na strukturu a velikost CNTs. A) CNTs, B-D)
CNTCOOHSs. Me¢titko: 0,2 um (A, B, C), 1 um (D).

Povrchovy ndboj a mira stability jednotlivych typi NPs byla uréena na zédkladé¢
naméfenych primérnych hodnot {-potencial. Zaporné hodnoty poukazuji na negativni naboj
u SiNPs (-28,4 £ 1,9 mV) a CNTCOOHSs (-52,5 + 2,9 mV, Tabulka €. 2), na rozdil od pozitivné
nabitych SPIONs s primérnou kladnou hodnotou (-potencialu o velikosti 25,5 2,1 mV. Vyssi
absolutni hodnota (-potencidlu v ptipadé¢ CNTCOOHs naznacuje vysokou stabilitu téchto NPs
v MilliQ vod¢. Naopak nizsi absolutni hodnoty u SiNPs a SPIONs poukazuji na niz§i miru

stability s pravdépodnou tendenci k mirné aglomeraci.
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Tabulka €. 2: Priimérné hodnoty elektroforetickych mobilit a {-potenciali SiNPs, SPIONs
a CNTCOOHs suspendovanych v MilliQ vodé.

Elektroforeticka mobilita C-potencial
(um-cm-V-1-s1) (mV)
SiNPs -2,225+0,1 284 +£1,9
SPIONs 1,995 +0,2 255+2,1
CNTCOOHSs -4,114+£0,2 -52,5+29

Data reprezentuji primérné hodnoty = SEM (n = 3).

Data byla publikovana v nasi ptedchozi praci (Filipova M. et al., 2018).

Zména velikosti NPs suspendovanych v kultivaénim médiu ve srovndni s NPs
suspendovanymi v MilliQ vodé byla studovana na zéklad¢ zmény velikosti hydrodynamickych
pramért (Du) pomoci DLS. Ackoli jsou rozméry jednotlivych typti NPs poskytnuté vyrobcem
(SiNPs: 7 — 14 nm, SPIONs: 8 £ 3 nm, CNTs: pramér: 60 — 100 nm, délka: 1 — 2 um)
v pfiblizném souladu s daty ziskanymi z TEM (Obrazek €. 4), Du se vyrazné lisi. Primérné
hodnoty Du zkoumanych NPs zobrazuje Tabulka ¢. 3. Dy naméiené v MilliQ vod¢ v ¢ase 0
dosahuji velikosti 210 + 32,3 nm pro SiNPs, 44,2 + 4,7 nm pro SPIONs a 219 + 3,8 nm pro
CNTCOOHSs. 24 hodinova inkubace NPs ve vod¢ vedla ke zvétSeni velikosti Dy 1,6x (SiNPs),
19,2x (SPIONSs) a 1,3x (CNTCOOHSs) ve srovnani s vychozi hodnotou (¢as 0 h). Stejny trend
muzeme pozorovat i v ptipadé Dy NPs inkubovanych v kultivatnim médiu. Po 24 hodinach se
prumérna velikost zvysila 7,5x (SiNPs), 9,3x (SPIONs) a 2,4x (CNTCOQOHSs) pfi porovnani
s hodnotou Dy méfenou v Case 0. Polydisperzni index (PDI) NPs rozpusténych v MilliQ vode
a kultivatnim médiu dosahoval v ¢ase 0 hodnot mensich nez 0,3. To naznacuje homogenni
distribuci velikosti SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs. Po 24 hodinach inkubace dochazelo

k nartistu PDI poukazujici na $irsi distribuci velikosti testovanych NPs.

Tabulka ¢. 3: Priitmérné hodnoty Du SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs stanovené pomoci
DLS.

MilliQ voda Kultiva¢ni médium
Du (nm) PDI Du (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
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SPIONs (0 h) 442 + 47 0,22 +£0,05 116 + 8,2 0,32+ 0,03
SPIONs (24 h) 847+ 443 0,48 0,03 1081 £ 83,2 0,41 + 0,06
CNTCOOH:s (0 h) 219+3,8 0,18 £0,01 261 £3.,5 0,25+ 0,01
CNTCOOHSs (24 h) 295+ 21,1 0,20 0,01 634,2 + 13,9 0,23 +0,02

Data reprezentuji praimérné hodnoty = SEM (n = 4).
Data byla publikovana v nasi ptedchozi praci (Filipova M. et al., 2018).
Zkratky: Dy — hydrodynamicky primeér, PDI — polydisperzni index.

Reprezentativni DLS kiivky distribuce velikosti SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs
zachycenych v Case 0 zobrazuje Obrazek ¢. 6. DLS kiivka SPIONs inkubovanych v MilliQ

vodé vykazuje monomodalni charkter, na rozdil od inkubace v kultivaénim médiu, kterd mé

bimodalni pribeh (Obrazek ¢. 6B). To naznacuje pfitomnost dvou velikostnich populaci

(agregatti) SPIONs s primérem ~15nm a ~100 nm. Podobné je tomu i v ptipadé¢ SiNPs

suspendovanych v kultivatnim médiu, jejichz bimodalni kiivka ukazuje dvé velikostni

populace (Obrazek &. 6A). Sirsi DLS kiivky u SiNPs a zejména u CNTCOOHs (Obrazek &. 6C)

reprezentuji SirSi Skélu distribuci velikosti téchto NPs.
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Obrazek ¢. 6: Reprezentativni kiivky distribuce velikosti SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs

meéfenych pomoci DLS (t = 0 h) v MilliQ vod¢ (Cerna kiivka) a kultivatnim médiu (Cervena
krivka.

4.1.2 Charakterizace fCNTs odliSnymi proteinovymi koronami

Vliv proteinového obalu na naboj a stabilitu f{CNTs (CNTCOOHs, IgG-CNTCOOHs a
HSA-CNTCOOHS) v ptitomnosti 20 mM HEPES pufru nebo 20 mM PB byl sledovan na
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CNTCOOHSs preinkubovanych ve vodném roztoku IgG nebo HSA (4 mg/ml CNTCOOHs :
2 mg/ml roztok IgG/HSA). Pfislusné primérmé hodnoty elektroforetickych mobilit a jednotlivych
C-potencidlit zobrazuje Tabulka ¢. 4. CNTCOOHs bez proteinové korony suspendované
v HEPES nebo PB pufru vykazovaly zaporny povrchovy ndboj a dobrou stabilitu v obou
pouzitych pufrech. Proteinova korona z IgG nebo HSA neméla vliv na zménu povrchového
naboje CNTCOOHSs, ktery tak zlstal zaporny u vSech tii typt fCNTs. Nicméné proteinova
korona z IgG vyrazné¢ pozménila hodnotu C-potencialu, ktera klesla z ptivodnich -41,1 +
0,52/-46,3 £ 0,70 mV (HEPES/PB, CNTCOOHs) na -5,5 + 0,13/-4,2 £ 0,19mV (IgG-
CNTCOOHS). Proteinova korona z HSA tuto hodnotu snizovala mimné (-41,1 + 0,43/-46,3 +
0,70 mV vs. -28,1 £ 0,43/-37,7 + 0,51 mV). Pokles primérnych absolutnich hodnot {-potencialii

vlivem proteinovych koron poukazuje na snizeni stability NPs a tendenci k tvorbé shluki.

Tabulka €. 4: Stanoveni povrchového naboje a miry stability fCNT pomoci C-potencialu.

Elektroforeticka mobilita C-potencial
(um-cm-V-1-s1) (mV)
20mM HEPES 20mM PB 20mM HEPES 20mM PB
pH 7.4 pH 7.4 pH 7.4 pH 7.4
CNTCOOHSs -3,222 £ 0,04 -3,626 £ 0,05 -41,1 +£0,52 -46,3 + 0,70
IgG-CNTCOOHs  -0,431 £0,01 -0,328 + 0,01 -5,5+0,13 -4,24+0,19
HSA-CNTCOOHs -2,203 £ 0,03 -2,958 +£0,04 -28,1 £0,43 -37,7+0,51

Hodnoty (-potencidlu byly meéfeny pomoci laserové Dopplerovy elektroforézy. Data

reprezentuji praimeérné hodnoty = SEM (n = 3).

Vliv proteinové korony na aglomeraci CNTCOOHs v pfitomnosti 20 mM HEPES
pufru nebo 20 mM PB byl sledovéan bez kontrastniho barveni proteinti pomoci TEM (Obrazek
¢. 7). CNTCOOHSs bez proteinové korony vytvaiely v piitomnosti HEPES pufru vyrazné vétsi
shluky vzajemné propletenych NPs (Obrazek ¢. 7A). Pritomnost soli v PB vedla k vyssi
monodisperzit¢ CNTCOOHs s mensim mnozstvim vétSich aglomeratd (Obrazek ¢. 7D). Vazba
IgG, pozorovatelna jako tenkd Seda vrstva okolo jednotlivych NPs (Obrazek ¢. 7B), indukovala
v pritomnosti HEPES pufru vyraznéjsi shlukovani IgG-CNTCOOHs. Toto shlukovani bylo
maximalizovano v PB, a to tak, ze se vSechny IgG-CNTCOOHs shlukly do n¢kolika velkych
aglomeratd (obrazek ¢. 7E). Seda mlha v okoli HSA-CNTCOOHs inkubovanych v prostiedi

HEPES pufru (Obrazek ¢. 7C) naznacuje silnou proteinovou koronu tvotfenou albuminem. Ta
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mela pravdépodobné vyrazny vliv na vysokou monodisperzitu NPs s viditelné¢ mensim
mnozstvim drobn&jSich aglomerati ve srovnani s CNTCOOHs bez proteinové korony.
V pfitomnosti PB byla proteinova vrstva vyrazné¢ mensi, nicméné HSA-CNTCOOOHs
(Obrazek ¢. 7F) si zachovaly podobny charakter aglomerace jako v pfipadé proteiny

neobalenych CNTCOOHs (Obrazek ¢. 7D).

CNTCOOHSs HSA-CNTCOOHSs
S Byl o 2 =) T - /] E :,A_‘ :‘ ? ;r ¢ " ;
0 .

Obrazek ¢. 7: TEM obrazky zobrazujicici aglomeraci CNTCOOHSs bez proteinové korony (A,
D) a s proteinovou koronou z IgG (B, E) nebo z HSA (C, F) v ptitomnosti 20 mM HEPES pufru
(A — C) nebo 20 mM PB pufru (D — F). Méfitko: 5 um.

Aglomerac¢ni stav CNTCOOHs bez a s proteinovou koronou z IgG a HSA byl stanoven
prostiednictvim centrifugace na sachar6zovém gradientu. Tento druh zonalni centrifugace
umoznuje separovat NPs na zaklad¢ jejich velikosti a denzity (Robertson J. D. et al., 2016). Po
aplikaci CNTCOOHs, IgG-CNTCOOHs a HSA-CNTCOOHSs na vrstvu gradientu a nasledné
centrifugaci doSlo k rovnomérnému rozvrstveni CNTCOOHs bez proteinové korony
v sachar6zovém pasu o koncentraci 10 — 40% (Obrazek €. 8). Distribuce NPs byla v rozmezi
téchto pasu piiblizné rovnomérna a naznacila tak $irsi distribuci velikosti CNTCOOHs. Velmi
malé mnozstvi NPs bylo pozorovdno i ve vysSich koncentracich gradientu zachycujicich
vzéacnéji se vyskytujici vétsi shluky CNTCOOHSs. Naproti tomu proteinova korona z IgG
zpusobila vyraznou agregaci IgG-CNTCOOHs, které kompletné¢ sedimentovaly na dné

centrifugacni zkumavky v podob¢ jednoho celistvého sedimentu. Proteinova korona z HSA
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zuzila distribuci velikosti HSA-CNTCOOHs do dvou vyraznéjsich prouzkl v pasu ~40 a ~50%
a také do malého sedimentu viditelného na dné zkumavky. Dalsi velikosti HSA-CNTCOOHs
byly jemnéji rozptyleny v oblasti 30 — 50%, coz naznacuje mensi zastoupeni a SirSi distribuci
dalsich velikostnich populaci. Dle pozice fCNTs v sachar6zovém gradientu je patrné, ze

proteinova korona zvysuje velikost CNTCOOHs, tj. zvySuje miru aglomerace, a to v potadi

IgG-CNTCOOHs > HSA-CNTCOOHSs.

CNTCOOHSs IgG-CNTCOOHs HSA-CNTCOOHSs

10 % —
20 %  e—
30 %  —
40 %
50 %  e—
60 %  —— J
o’ N N 4

Obrazek €. 8: Separace fCNT prostiednictvim centrifugace v sachar6zovém gradientu pfi

rychlosti 32 000g 60 minut.

Mira aglomerace CNTCOOHs bez a s proteinovou koronou byla stanovena pomoci
FACS (Obrazek €. 9). Nastaveni prutokového cytometru umoznilo zaznamenat zménu v poctu
¢astic o urcité — velmi malé velikosti v podobé poctu udélosti. Analyza vysledkl ukazala, Ze
proteinova korona z IgG v prostiedi PB (nikoli v§ak HEPES pufru) signifikantné (P< 0,01)
snizila pocet zaznamenanych udélosti (Obrazek ¢. 9A), coz odrazi vétsi velikost aglomerat
IgG-CNTCOOHs. Naproti tomu proteinova korona z HSA neméla signifikantni vliv na velikost
aglomerati HSA-CNTCOOHs suspendovanych v HEPES pufru nebo PB (Obrazek ¢. 9A) a
dosahovala podobnych hodnot jako v pifipadé CNTCOOHs bez proteinové korony.

V ptitomnosti EGM-2 média, které bylo pouzito jako ristové médium pro kultivaci bunék
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HUVEC a zaroven jako reakéni prostiedi pro sledovani cytotoxicity fCNTs, dochdzelo
k nepatrnému zmenSeni velikosti aglomerati NPs projevujici se jako vysS$i pocet
zaznamenanych udélosti nez tomu bylo v ptipadé bezproteinovych pufri. Vliv jednotlivych
proteinovych koron na velikost aglomerath CNTCOOHs sledoval v EGM-2 médiu podobné

tendence jako v ostatnich ptipadech.

(A) 100000 -
80000 -
60000 4 *% T
o % 1
3 | —
o
40000 +
20000 A
0 - T 1 T =
HEPES pufr PB Kultivaéni médium
BMCNTCOOHs mIgG-CNTCOOHs mHSA-CNTCOOHs
4 4
(B1)"° (B2)" 3 1(B3)

10° 4 § 1034
102+

102 4

1014

Obrazek €. 9: Vliv proteinové korony na velikost aglomerath CNTCOOHs méfeny pomoci
pratokové cytometrie. A) Pocet aglomerati fCNTs (pocet) v zavislosti na typu proteinové
korony a reak¢nim prostiedi. B1 — B3) Reprezentativni dot ploty f{CNT méfenych v pfitomnosti
média. B1) CNTCOOHs, B2) IgG-CNTCOOHs, B3) HSA-CNTCOOHSs. Data v grafu jsou
prezentovana jako primérné hodnoty dvou replikati + SEM (n = 2). Statisticka signifikance
byla stanovena pomoci jednorozmérného ANOVA testu za vyuziti Bonferroniho korekce. **P<

0,01.Zkratky: FSC-A - ptfimy rozptyl - plocha, SSC-A - bo¢ni rozptyl — plocha.
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4.2 Stanoveni cytotoxicity NPs in vitro

4.2.1 Vyvoj CDS eseje

K ohodnoceni cytotoxicity NPs a podrobnéjSimu vysSetieni jejich vlivu na typ a intenzitu
bunééné smrti byla sestavena esej, ktera stanovuje zivotaschopnost bunck, nekrotické a
apoptotické plisobeni zaroven u stejné populace bunék narostlych v jedné jamce. Vzhledem
k tomu, ze Zivotaschopnost bun¢k Ize stanovit na zaklad¢ riznych parametrii, jejichz detailni
studium by vyrazné presahlo ramec této prace, byla ,,zivotaschopnost bunék* (téz viabilita
buné¢k) zjednodusené¢ odvozovana na zdkladé metabolické aktivity bunécnych dehydrogenaz,
které zprostredkované redukuji WST-8 za vzniku formazanu poskytujiciho barevnou reakci.
Tato aktivita bunécnych dehydrogenaz byla vyuzita ke stanoveni poctu ,,zivych® bunck.
Podobné¢, komplexni procesy, jakymi jsou nekrdza a apoptdza (viz kapitola 1.2.1 Apoptoza a
1.2.3 Nekroza) byly stanovovany pouze na zaklad€ jednoho z ptiznakl a v tomto smyslu také
v dal$im textu pouzivany. V piipad¢ ,,nekrozy* se jednalo o stanoveni na zéklad¢ vylevu LDH
z bunék do okoli vlivem narusené plazmatické membrany, v piipadé ,,apoptdzy* o ptitomnost
apoptotickych télisek vznikajicich v pribéhu apoptotického procesu (viz kapitola 1.2.1
Apoptoza).

Vyslednéd kompozice CDS eseje, proces aplikace jednotlivych komponent, méteni dat a
vyhodnocovani vysledkl je popsan na Obrazku €. 10 a ¢. 11. Schéma provedeni zahrnuje
strucné vysazeni bunék HUVEC na 96-jamkovou desticku a jejich kultivaci po 48 hodin (~70
— 80 % konfluence). Inkubaci NPs (pfipadné jinych agens) s buitkami maximalné¢ 24 hodin.
Odebrani ¢asti bunécného supernatantu, jeho pieneseni a nasledné smiseni se smési komponent
z LDH kitu pro spektrofotometrické stanoveni uvolnéné LDH z prostfedi bun¢k do okoli
(stanoveni nekrotického pusobeni, Obrazek ¢. 10A). Pfidani smési obsahujici WST-8 stl
(CCK-8 kit) k pavodni populaci bunék a néslednou inkubaci tfi hodiny. Pfeneseni ¢asti
supernatantu s vyvinutou barvou do nové 96-jamkové desticky a spektrofotometrické zméteni
zivotaschopnosti bun¢k (Obrazek ¢. 10B). Aplikaci roztoku fluorescen¢ni barvy Hoechst 33342
na bunky v ptivodni desti¢ce, 30-ti minutovou inkubaci a naslednou fixaci bunék pomoci PFA.

Foceni obarvenych bun¢k pomoci fluorescencniho mikroskopu (Obrazek ¢. 10C).
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FLUORESCENCNI

SPEKTROFOTOMETRIE
MIKROSKOPIE
A B C
LDH substrat
50l
+
paraformaldehyd
100 pl
atant supernatant s
stperna vyvinutou WST-8 +
50 ul

‘WST-8 substrat Hoechst 33342
15 pl 50 nl

Obrazek €. 10: CDS esej pro stanoveni cytotoxicity NPs a ohodnoceni typu bunééné smrti.
Jednotlivé kroky CDS eseje zahrnuji: 1) vysazeni bunék HUVEC na 96-jamkovou desticku, 2)
aplikaci NPs nebo jinych testovanych agens a jejich naslednou inkubaci pti 37°C 24 hodin, 3)
aplikaci reak¢nich substratli/fluorescencnich barev pro ohodnoceni bunétné smrti. A)
Identifikace  nekrotického ptisobeni pomoci LDH reakéni smési  detekované
spektrofotometricky. B) Stanoveni Zzivotaschopnosti bun¢k prostiednictvim WST-8
tetrazoliové soli, kterd je po pridani k buiikdm, nasledné inkubaci a odebrani jednotlivych
alikvott, méfena spektrofotometricky. C) Evaluace miry apoptotického plsobeni za vyuziti
DNA fluorescen¢niho barveni Hoechst 33342. Po fixaci PFA jsou buiiky nasnimany pomoci
fluorescencni mikroskopie a vyhodnoceny specialné navrzenymi makry v programu ImageJ.

Obrazek publikovan v nasi ptedchozi praci (Filipova M. et al., 2018).

K pocitacové analyze velkého mnozstvi fluorescencnich snimki bylo sestaveno
specidlni  makro umoziujici  kvantifikaci poctu  intaktnich  bunénych  jader
(,,counting_of nuclei) a apoptotickych télisek (,,counting of apoptotic bodies*) pomoci
programu ImagelJ. Jednotlivé kroky analyzy obrazu provadéné makrem zobrazuje Obrazek ¢.

11.
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Zdrojovy obrazek Konverze do bindrniho obrazu Rozdéleni spojenych jader
(“threshold“) (algoritmus ,watershed®)

(2 fluorescendniho mikroskopu) Odeget pozadi

FINALNi VYPOCET

Bund&na jadra Apoptoticka téliska

Obrazek €. 11: Sekvence kroka obrazové analyzy pro vypocet intaktnich bunécnych jader a
apoptotickych télisek provadéné makry sestavenymi pro program ImagelJ. Obrazek publikovan

v nasi pfedchozi préci (Filipova M. et al., 2018).

V prvni fazi program Imagel nejprve odstrani ze zdrojovych obrazkii nechtény svételny
Sum, ktery by komplikoval piesnost vysledné analyzy. Toho je dosazeno prostfednictvim
ptikazu ,,background subtraction®, ktery vyuziva algoritmu ,,rolling ball* (Sternberg S. R.,
1983). Polomér v nastaveni zvoleného algoritmu se v piipadé makra pro vypocet apoptotickych
télisek odviji od velikosti nejmensiho apoptotického téliska, které ma byt jest¢ zahrnuto
do analyzy. Nespecifické¢ fragmenty DNA, které mohou vznikat po aplikaci pfili§ silné
pusobicich chemikalii, byvaji mensi a mohou tak bytv ramci tohoto Sumu vyhodné odstranény.
V piipadé€ nasich obrazkl byl polomér nastaven na 3 pixely (apoptoticka téliska) nebo na 12
pixelt (intaktni bunécna jadra).

V dalsi fazi dochazi k pfevedeni obrazu do binarniho souboru, ktery kazdému
obrazovému bodu pftifazuje bud’ hodnotu 1, nebo 0 (1 = bila, 0 = ¢ernd). V tomto kroku muize
byt upraven prah ziskané¢ho fluorescencniho snimku tak, aby po néasledném pievedeni do
binarniho obrazu zlstaly zobrazené pouze pozadované objekty. Toho bylo vyuzito v piipadé
makra pro vypocet apoptotickych télisek, u kterého byl prah manualné upraven na hodnoty 114
a 255. Makro pro vypocet bunécnych jader nebylo upravovano. Pfevedeni do binarniho obrazu

bylo nésledné realizovéano prosttednictvim ptikazu ,,convert to mask*®.
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Délici se bunnky HUVEC, které maji v urcité fazi cyklu dvé jesté¢ nekompletné oddélena
jadra, nebo apoptoticka téliska, kterd lezi ptiliS tésn¢ u sebe, by mohla byt pocitana jako jeden
objekt a mirn¢ tak podhodnocovat vysledek kone¢né analyzy. Z téchto divoda byl do obou
maker zahrnut algoritmus ,,Watershed (Vincent L. a Soille P., 1991). Ten identifikuje
cirkularni a do jisté miry i necirkularni objekty (Choudhry P., 2016), které nasledné rozd¢luje
a pocita jako jednotlivé ¢astice.

Nami sestavena makra vyuzivaji k rozliSeni intaktnich jader a apoptotickych tclisek dvé
podminky: 1) velikost, 2) intenzitu jasu. Vyslednad kalkulace, provedena piikazem ,,analyze
particles, je v pfipad¢ poctu intaktnich jader nastavena na zakladé velikosti objekti, a to
konkrétné na 250 — 1500 pixeld, kruhovitost: 0 — 1. V ptipadé¢ makra pro stanoveni poctu
apoptotickych télisek je klicovym parametrem nastaveni prahu intenzity jasu, ktery na
vysledném obrazu ponecha pouze vyrazné svitici apoptotické téliska. Konec¢na kalkulace pak
pocita vSechny objekty pfitomné na obraze. Proto jsou hodnoty v ptikazu ,,analyze particles*

nastaveny na velikost: 0 — nekonec¢no, kruhovitost: 0 — 1.

Vysledné makro pro kvantifikaci intaktnich bunéénych jader

Counting_of Nuclei
source_path="C:\\Users\\% USERNAME%\\Desktop\\src_images\\";
output_path="C:\\Users\\YoUSERNAME%\\Desktop\\";

list=getFileList(source path);

for(i=0;i<list.length;i++)
{
open(source path+list[i]);

run("Subtract Background...", "rolling=12");

run("Convert to Mask");

run("Watershed");

run("Analyze Particles...", "size=250-1500 pixel show=Outlines exclude summarize
in_situ");

saveAs("Tiff", output path + list[i]);

close();
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Vysledné makro pro kvantifikaci apoptotickych télisek

Counting_of Apoptotic_Bodies
source_path="C:\\Users\\% USERNAME%\\Desktop\\src_images\\";
output_path="C:\\Users\\YoUSERNAME%\\Desktop\\";

list=getFileList(source path);

for(i=0;i<list.length;i++)
{
open(source path+list[i]);
run("Subtract Background...", "rolling=3");
run("8-bit");
setThreshold(114, 255);
setOption("BlackBackground", false);
run("Convert to Mask");
run("Watershed");
run("Analyze Particles...", "size=0Infinity show=Outlines exclude summarize in_situ");
saveAs("Tiff", output_path + list[i]);

close();

Ob¢ makra byla publikovéana v nasi predchozi praci (Filipova M. et al., 2018).

4.2.2 Ovéreni funkénosti CDS eseje

K otestovani schopnosti CDS eseje spravné stanovit zivotaschopnost bun¢k, miru
nekrotického a také apoptotického plisobeni, byla vyuzita tfi odliSna, ve vodé rozpustna agens,
ktera vyvoléavaji apoptozu (CPT, ST) (Simenc J. a Lipnik-Stangelj M., 2012; Wolbers F. et al.,
2004) a nekrozu (H202) (McKeague A. L. et al., 2003) a zaroven tak snizuji zivotaschopnost

bunék.

Zivotaschopnost bunék (aktivita bunénych dehydrogenaz) - WST-8 esej
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Vysledky aktivity bunéénych dehydrogenaz po 24 hodinach ptsobeni CPT, ST nebo
H>02 na buitky HUVEC ukdézaly koncentracné zéavislé cytotoxické plisobeni vSech téchto
Cinidel (Obrazek ¢. 12A). Vrozpéti koncentraci 0,5 — 5 uM indukoval CPT pokles
zivotaschopnosti bunék, a to na hodnoty 42,0 % (0,5 uM), 31,9 % (1 uM) a 20,0 % (5 uM) ve
srovnani s negativni kontrolou. ST vykazoval silngjsi cytotoxické pisobeni nez CPT a po
24 hodinach inkubace navodil pokles Zivotaschopnosti bunék na 29,4 % (25 nM), 11,9 %
(50 nM) a 7,0 % (100 nM) hodnoty negativni kontroly. Letalni koncentrace, kterd je smrtelna
pro 50 % exponovanych bunék (LCso) byla pro CPT stanovena 0,2 yM, zatimco pro ST 25 nM.
H>0; indukoval masivni pokles v zivotaschopnosti bun¢k mezi koncentracemi 0,5 — 1 mM,
piicemz pravé 1 mM koncentrace byla pro bunky fatalni. Tento prudky efekt tak znemoznil
ptresné stanoveni LCso.

Vliv délky plisobeni jednotlivych ¢inidel na cytotoxicitu vyvolanou u bunék HUVEC
byl sledovan v ¢asovém rozpéti 24 hodin (sledované body: 0, 3, 6, 12 a 24 hodin). Testované
koncentrace byly pro CPT 5 uM, ST 100 nM a pro H,0, 2 mM. Casovy pribéh v poklesu
zivotaschopnosti bunék zobrazeny na Obrazku ¢. 13A ukazuje, Ze ve startovacim bodé¢ 0 jak
CPT, tak ST indukovaly pouze mirny, ale signifikantni, cytotoxicky vliv (hodnoty absorbance:
0,449 a 0,463, v ptepoctu: 88,6 % a 91,3 % negativni kontroly), na rozdil od H»O,, ktery
navodil silny pokles Zivotaschopnosti (absorbance: 0,175, v ptfepoctu: 34,5 % negativni
kontroly). Ten byl zifejm& zplsoben jeho silnym nekrotickym plisobenim pii pouZiti
koncentraci >500 uM (Saito Y. et al., 2006). Navic je nutné zduraznit, ze v piipadé¢ CDS eseje
znamena ¢asovy bod 0 ve skutecnosti 3h, které jsou potfebné pro vyvoj barevné reakce WST-
8 soli. Rozvoj poklesu zivotaschopnosti bun¢k v dalSich casovych bodech byl postupny a
nejvyrazngjsi v ptipadé CPT a ST (20,6 % a 4,7 %)po 24 hodinach, zatimco u H2O> po

12 hodinéch ptisobeni (1,1 %) ve srovnani s negativni kontrolou.
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Obrazek €. 12: Koncentracné zavisly cytotoxicky efekt CPT, ST a H>O> po 24 hodinach
pusobeni na buitky HUVECméteny pomoci CDS eseje. A) Stanoveni zivotaschopnosti bun¢k
pomoci WST-8 eseje. B) Stanoveni nekrotického ptsobeni pomoci LDH eseje. C) Stanoveni
poctu intaktnich bunéénych jader pomoci fluorescencni barvy Hoechst 33342. D) Stanoveni
poctu apoptotickych télisek (ohodnoceni miry apoptoézy) pomoci fluorescenéni barvy Hoechst
33342. Data jsou uvedena jako praméry + SEM tii nezévislych experimentli métenych v 6-ti
replikatech. Métfena opakovani byla statisticky vyhodnocena pomoci metody jednorozmérna
ANOVA za vyuziti Dunnettova post-hoc testu. ***P<0,001, **P<0,01 a *P<0,05 vzhledem
k negativni kontrole. Obrazek publikovan v nasi ptedchozi praci (Filipova M. et al., 2018).

Zkratky: CPT — kamptotecin, ST — staurosporin.

Nekrotické ptsobeni (uvolnéni LDH) - LDH esej

Absorbance vyvinuté LDH eseje monitorujici koncentrac¢ni vliv CPT, ST a H,0; na
vylev LDH po 24 hodinach pisobeni na buitky HUVEC je zobrazen na Obrazku ¢. 12B. H>O»
v rozpéti koncentraci 0,5 — 2 mM indukoval masivni uvolnéni LDH nejvyraznéji pozorovatelné
pii pouziti 2 mM koncentrace (~10x vyssi ve srovnani s negativni kontrolou). Jak CPT (0,5 —
5 uM), tak ST (25 — 100 nM) navozovaly silné signifikantni vylev LDH, a to 1 pfesto, Zze obecné
indukuji pfedevsim apoptotickou formu bunééné smrti (Simenc J. a Lipnik-Stangelj M., 2012;

Wolbers F. et al., 2004).
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Detekce vylevu LDH u bunék HUVEC v ¢asovych bodech 0, 3, 6, 12 a 24 hodin vlivem
5 uM CPT, 100 nM ST a 2 mM H>O; prokazala uvoliiovani LDH postupné se rozvijejici béhem
prvnich 12 hodin, s nejsilngjSim efektem H>O», ktery indukoval 36-ti nasobny vylev LDH ve
srovnani s negativni kontrolou (Obrazek ¢. 13B). Po 24 hodinach dochazelo u CPT a ST
k dal§imu navyseni vylevu LDH na rozdil od H2O, ktery v tomto ¢asovém bod¢ vykazoval

silny pokles detekované LDH.
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Obrazek ¢. 13: Vliv délky ptisobeni 5 uM CPT, 100 nM ST a 2 mM H>O; na cytotoxicitu
navozenou u bunék HUVEC a méfenou pomoci CDS eseje. A) Zivotaschnopnost bungk
detekovand pomoci WST-8 eseje. B) Stanoveni nekrotick¢ého pisobeni LDH eseji. C)
Kvantifikace poc¢tu intaktnich bunécnych jader pomoci fluorescencni barvy Hoechst 33342. D)
Kvantifikace poctu apoptotickych télisek (ohodnoceni miry apoptdzy) pomoci fluorescenéni
barvy Hoechst 33342. Data jsou uvedena jako priméry £ SEM tii nezavislych experimentt
meéfenych v 6-ti replikdtech. Méfena opakovani byla statisticky vyhodnocena pomoci metody
jednorozmérnd ANOVA za vyuziti Dunnettova post-hoc testu (***P<0,001, **P<0,01, a
*P<0,05 ve srovnani s negativni kontrolou). Obrazek publikovan v nasi predchozi praci
(Filipova M. et al., 2018). Zkratky: CPT — kamptotecin, ST — staurosporin.

4Zaznamenané Casové body WST-8 eseje a detekce poctu intaktnich bunécénych jader a
apoptotickych télisek byly ve skute¢nosti zpracovany s 3 (WST-8 esej) a 3,5 (fluorescencni

barveni) hodinovym zpozdénim pottebnym k provedeni metody.
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Pocet intaktnich bunécnych jader a apoptickych télisek (apoptotické pusobeni) —
fluorescencni barveni Hoechst 33342 a semiautomaticka kvantifikace pomoci programu

ImageJ

Vypocet intaktnich bunéénych jader stanoveny pomoci nami sestaveného
semiautomatického makra programu Imagel (viz kapitola 4.2.1 Vyvoj CDS eseje) zahrnuje u
bun¢k HUVEC vsechna hladce ohrani¢end jadra ovalného tvaru, ktera zaroven dosahuji presné
definované velikosti. Tato jaddra mohou reprezentovat jak zivé bunky, tak bunky s mirné
naruSenou membranou v raném stadiu nekroézy (Syed Abdul Rahman S. N. et al., 2013).
V ramci CDS eseje ,,intaktni‘ jadra nesou informaci o Zivotaschopnosti buné€k a stanovent jejich
poctu muze v urcitych piipadech piiblizné korespondovat s zivotaschopnosti bun¢k stanovenou
pomoci WST-8 eseje.

Koncentraéng¢ zavislé vySetiovani cytotoxického ptisobeni CPT (0,5 — 5 uM), ST (25 —
100 nM) a H»0: (0,5 — 2 mM) na buikky HUVEC prokazalo po 24 hodinach postupny pokles
v poCtu intaktnich jader (Obrazek ¢. 12C), ktery téméf identicky kopiruje tendence v poklesu
zivotaschopnosti bun¢k naméfené pomoci WST-8 eseje. Jedinou vyjimkou byla 0,5mM
koncentrace H»O», kterd indukovala, ve srovnani s negativni kontrolou, 48,4% pokles
detekovany fluorescenéné (Hoechst 33342, Obrazek ¢. 12C) oproti 98,2% poklesu mérenému
kolorimetricky (WST-8 esej, Obrazek ¢. 12A).

V¢Etsi rozdily v Zivotaschopnosti bunék stanovené t€émito dvéma metodami vSak byly
nalezeny v Casové zavislém experimentu (Obrazek €. 13A vs. Obrazek ¢. 13C). Zatimco 5 pm
CPT indukoval podobné tendence v cytotoxickém plisobeni na buitky HUVEC u obou metod,
100 nM ST 1 2 mM H>0O; navozovaly vyraznéjsi rozdily. WST-8 esej detekovala v ptipadé ST
mirny pokles v zivotaschopnosti bunék HUVEC na rozdil od fluorescencni metody, ktera
zaznamenala v ¢asovém bodé 0 prudky pokles v poctu intaktnich jader. Opacny efekt byl
pozorovan pii pusobeni H»O:, ktery indukoval vyrazny pokles Zivotaschopnosti bunék
v Casovém bod¢ 0 méfeny pomoci WST-8 eseje, zatimco fluorescencni metoda detekovala
pouze mirnéjsi cytotoxické piisobeni.

Mira apoptotického ptlisobeni byla odvozena ze stanoveni poctu apoptotickych
télisekobsahujicich tlomky kondenzovaného chromatinu (Saraste A. a Pulkki K., 2000) pomoci
semiautomatického makra programu Image]J (viz kapitola 4.2.1 Vyvoj CDS eseje).
Koncentra¢né zavislé ptisobeni CPT (0,5 — 5 uM), ST (25 — 100 nM) a H>O» (0,5 — 2 mM)

navodilo béhem 24 hodin signifikantni tvorbu apoptotickych télisek s nejvyraznéjSim vlivem
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2 mM H,0s (Obrazek &. 12D). Casové zavisly experiment viak ukézal, Ze k maximalni indukci
tvorby apoptotickych télisek dochazelo jiz béhem prvnich 12 hodin pisobenti, a to vlivem vSech
testovanych ¢inidel v pofadi H2O>>ST >CPT (Obrazek ¢. 13D). Po zminénych 24 hodinach
doslo obecné u vsech cinidel k poklesu poctu apoptotickych télisek. Moznou pii¢inou je

pravdépodobné tplny rozpad kondenzovaného chromatinu na buné¢nou debris.

4.2.3 Cytotoxicita SINPs, SPIONs a CNTCOOH:s stanovena pomoci CDS eseje

Funkénost CDS eseje byla dale provéfena stanovenim cytotoxicity tii typa
pro biomedicinu potencialné relevantnichNPs, a to konkrétné¢ SiNPs, SPIONs a CNTCOOHSs.
Pfed samotnym provedenim eseje byla zméfena absorpéni spektra SiNPs, SPIONs a
CNTCOOHs (Obrazek ¢. 14D, E a F) pro odecet zvySeného pozadi (viz kapitola 3.6.3
Ohodnoceni nekrotického pilisobeni a kapitola 3.6.4 Ohodnoceni Zivotaschopnosti bunék)
zaprticinény absorbanci samotnych NPs ve vinovych délkach 450 (WST-8 esej, Obrazek ¢. 14A)
a 490 nm (LDH esej, Obrazek ¢. 14B).
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Obrazek €. 14: Reprezentativni absorpcni spektra A) WST-8 eseje, B) LDH eseje, C)
CNTCOOHSs, D) SPIONs a E) SiNPs. Métend koncentrace NPs rozpusténych v MilliQ vodé
byla 10 pg/ml. Odecitané hodnoty absorbance pii vlnovych délkach 450, 490 a 660 nm

69



zobrazeny teCkovanou, prerusovanou a plnou ¢arou. Obréazek publikovan v nasi predchozi praci

(Filipova M. et al., 2018).

Vysledky vlivu koncentrace SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs na cytotoxicitu a typ
bunécné smrti po 24 hodinach piisobeni na buinky HUVEC zobrazuje Obrazek ¢. 15. Mirné
rozdily vyplyvajici z pouzité metody detekce zivotaschopnosti bunék popsané v piedchozi
kapitole (viz kapitola 4.2.2 Ovéfeni funkénosti CDS eseje) byly pozorovany i v tomto piipade.
Cytotoxicita métena pomoci WST-8 dosahovala nejsilnéjsiho efektu pti aplikaci CNTCOOHS,
nasledovanych SiNPs a SPIONs (Obrazek ¢. 15A). Pocet intaktnich jader naopak prokazal
nejsilngjsi ptisobeni SiNPs, CNTCOOHs a SPIONs (Obrazek ¢. 15C). LCso v ptipadé WST-8
eseje byla pro CNTCOOHsa SiNPs stanovena na 27,7 a 69,5 pg/ml. Protoze SPIONs
neindukovaly ani v nejvyssi pouZité koncentraci 100 pg/ml 50% tmrtnost bunék, nemohla byt
LCso pro tento typ NPs stanovena. Podobné tomu bylo i pfi stanoveni zivotaschopnosti bun¢k
na zékladé poctu intaktnich jader, kde SPIONs indukovaly pfi koncentraci 100 pg/ml pokles
poctu jader na hodnotu 75 % negativni kontroly a LCso SiNPs a CNTCOOHs ¢inila 47,3 a
66,1 pg/ml.

Typ bunécné smrti vyvolany pisobenim SiNPs, CNTCOOHs a SPIONs naznacuje po
24 hodinach inkubace kombinovany piispévek apoptotické i nekrotické formy bunééné smrti.
Ackoli CNTCOOHs indukovaly stfedné silny vyskyt apoptotickych télisek (Obrazek ¢. 15D),
vylev LDH do okoli bunék byl pfitomen pouze v minimalnim mnoZzstvi nebo viibec. Tento
vysledek by mohl poukazovat na potencialni interferenci CNTCOOHs s LDH eseji (Obrazek ¢.
15B). Nejsilnéjsi uvolnovani LDH i tvorbu apoptotickych télisek navozovaly u bun¢k HUVEC
SiNPs o koncentraci 100 pg/ml, a to na hodnotu 72,7 a 181,3 % pfislusné kontroly. Naproti
tomu SPIONs indukovaly pouze mirny vylev LDH (18,4 %) stejné tak jako nizkou tvorbu
apoptotickych télisek (37,6 %) a byly tak shledany jako nejméné toxické ze vSech ndmi
testovanych typ NPs.
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Obrazek €. 15: Zavislost koncentrace CNTCOOHs, SPIONs a SiNPs na buitky HUVEC po
24 hodinach piisobeni stanovena pomoci CDS eseje. A) Zivotaschopnost bunék - WST-8 esej,
B) nekrotické ptisobeni - LDH esej, C) pocet intaktnich bunécnych jader - fluorescenc¢ni barva
Hoechst 33342 a D) apoptotické piisobeni (pocet apoptotickych télisek) - fluorescencni barva
Hoechst 33342. Data jsou uvedena jako priméry hodnot = SEM métenych v 6-ti replikatech (n
= 3). Jednotliva opakovani byla statisticky vyhodnocena pomoci metody jednorozmérna
ANOVA za vyuziti Dunnettova post-hoc testu (***P<0,001, **P<0,01 a *P<0,05 vs.negativni
kontrola specifické pro kazdé méteni). Obrazek publikovan v nasi pfedchozi praci (Filipova M.
et al., 2018). Zkratky: CNTCOOHs - karboxylované uhlikové nanotuby, SPIONs —
superparamagnetické nanocastice oxidia Zzeleza, SiNPs — kiemikové nanocCastice, NPs -

nanocastice.

Casové zavisly experiment ukézal, ze SiNPs o koncentraci 100 ug/ml zptsobily zietelny
pokles v aktivité¢ bunécnych dehydrogenaz naznacujici snizeni Zivotaschopnosti bunék. Tento
pokles dosahoval rozmezi hodnot 119,4 — 28,7 % negativni kontroly v ¢asovych bodech 0, 3,
6, 12 a 24 hodin méfenych pomoci WST-8 eseje (Obrazek ¢. 16A). SPIONs vykazovaly mirny
cytotoxicky vliv na buiky HUVEC pohybujici se okolo primérné hodnoty 84,4 %.
CNTCOOHSs vyvolavaly v tomto ptipad¢ pouze minimalni efekt, a to ve vSech zaznamenanych

casovych bodech, coz mlze naznaCovat interferenci CNTCOOHs o koncentraci 100 pg/ml
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s WST-8 eseji. V souladu s timto podezienim je 1 vysledek ziskany kalkulaci poc¢tu intaktnich
jader, ktery ukazal postupny pokles v poctu jader v Casovém rozmezi 0 — 24 hodin po aplikaci
100 pg/ml CNTCOOHs (58,6 — 27,3 %, Obrazek ¢. 16C). Stejné tak SiNPs navozovaly
pusobeni. SPIONs indukovaly mirné silnéjsi cytotoxické plisobeni (88,8 — 54,9 %, casové
rozmezi 0 — 24 hodin) stanovené prostfednictvim poctu intaktnich jader neZz pfi stanoveni
pomoci WST-8 eseje (~84,4 %).

Detekce ¢asového vyvoje nekrotického piisobeni opét poukazala na inhibici rozvoje
barevné reakce LDH eseje vlivem CNTCOOHs (Obrazek ¢. 16B). SiNPs indukovaly masivni
vylev LDH (94,5 %), ktery po 24 hodinach ptisobeni dosahoval téméf maximalnich hodnot
(100 % wvylev). Naproti tomu SPIONs vyvolavaly pouze mirné uvolnéni LDH, a to az
v Casovém useku 12 — 24 hodin (1,2 — 18,8 %). Nizky pocet apoptotickych télisek vzniklych po
aplikaci SPIONs a CNTCOOHs (Obrazek 16D) naznacil spise mensi podil apoptotické formy
bunééné smrti na snizené zivotaschopnosti bunék HUVEC. Naproti tomu SiNPs indukovaly
vyrazny rozvoj v poctu apoptotickych télisek, a to zejména po 12 hodinach, ve kterych

dosahoval az 208,1 % pozitivni kontroly (5 uM CPT).
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Obriazek ¢&. 16: Casové zavislé cytotoxické pisobeni CNTCOOHs, SPIONs a SiNPs o

koncentraci 100 pg/ml na buiiky HUVEC méfené pomoci CDS eseje. A) Zivotaschopnost

bun¢k - WST-8 esej, B) nekrotické ptisobeni - LDH esej, C) pocet intaktnich bunéénych jader
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- fluorescencni barveni Hoechst 33342 a D) apoptotické plisobeni (pocet apoptotickych télisek)
- fluorescencni barveni Hoechst 33342. Data jsou uvedena jako priméry hodnot + SEM
meétenych v 6-ti replikatech (n = 3). Statisticka signifikance byla stanovena pomoci metody
jednorozmérnd ANOVA za vyuziti Dunnettova post-hoc testu (***P<0,001, **P<0,01 a
*P<0,05 vzhledem k ¢asovému bodu 0). Obrazek publikovan v nasi ptedchozi praci (Filipova
M. et al., 2018). Zkratky: CNTCOOHs — karboxylované uhlikové nanotuby, SPIONs —
superparamagnetické nanoc¢astice oxidi Zeleza, SiNPs — kifemikové nanocastice.

4Jednotlivé Casové body v piipadé WST-8 eseje a poctu intaktnich bunécnych jader a
apoptotickych télisek byly zpracovany s3 (WST-8 esej) a 3,5 (fluorescencni barveni)

hodinovym zpozdénim potfebnym k provedeni metody.

4.2.4 Interference CNTCOOHs s LDH eseji

Ve vySe popsanych vysledcich naznacena piitomnost interference CNTCOOHs s LDH
eseji byla ovéfena na vzorcich média odebranych z bunék HUVEC. Vysledky ukazuji, Ze
0,5 uM CPT, 1 pM ST, 4 mM H>O» a 0,1% Triton X-100 vyvolavaly masivni vylev LDH
(Triton X-100 pouzit jako induktor maximdlniho — 100 % - LDH vylevu). Po pfidani
CNTCOOHs (100 pg/ml) k supernatantim s vysokym obsahem LDH dochdzelo k silné
signifikantni inhibici rozvoje barevné reakce (Obrazek ¢. 17), coz prokdzalo vyraznou

interferenci CNTCOOHs s komponentami LDH eseje.
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Obrazek €. 17: Interference CNTCOOHs s komponentami LDH eseje. Buiiky HUVEC byly
inkubovény s 0,5 uM CPT, 1 uM ST, 4 mM H>O; nebo 0,1% Tritonem X-100 po 24 hodin.
Supernatanty s uvolnénou LDH bez NPs (bily sloupec) a se 100 pg/ml CNTCOOHs (¢erny
sloupec). Intenzita rozvoje barevné reakce byla detekovana spektrofotometricky. Data
zobrazuji pruméry + SEM ctyt replikatd (n = 3). Signifikance rozdili byla statisticky
ohodnocena pomoci neparového dvouvybérového t-testu (***P<0,001 Cerny vs. bily sloupec).
Obrazek publikovan v nasi ptedchozi praci (Filipova M. et al., 2018). Zkratky: CNTCOOHs —
karboxylované uhlikové nanotuby, CPT — kamptotecin, ST — staurosporin, Tn X-100 — Triton
X-100.
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4.3 Modulace cytotoxicity CNTCOOHs
4.3.1 Intracelularni lokalizace f{CNTs

Intracelularni  lokalizace CNTCOOHs byla vySetfovdna pomoci konfokalni
mikroskopie na buitkich HUVEC (Obrazek ¢. 18). CNTCOOHs konjugované s Alexa Fluor
488 (Obrazek ¢. 18B, zelen¢) byly po 4 hodinach inkubace s buiikami rozptyleny po celé

cytoplazmé v podobé malych tecek nebo vétSich ohranicenych struktur (Obrazek ¢. 18C).

Umisténi CNTCOOHs v oblasti bunécného jadra nebylo nalezeno.

Obrazek ¢. 18:Intracelularni lokalizace CNTCOOHs. Konfokélni mikroskopie lidskych
endotelovych bunék HUVEC inkubovanych s CNTCOOHSs o koncentraci 100 pg/ml 4 hodiny.
A) Bunécnd jadra obarvend TO-PRO-3 (modie). B)YCNTCOOHs—488 (zelen€). C) Slozené
obrazky.

Po 24 hodinach inkubace dochazelo ve vSech tii testovanych koncentracich (10, 50 a
100 pg/ml) k nahromadéni CNTCOOHs v perinukledrni oblasti (Obrazek ¢. 19). Lokalizace
CNTCOOHSs uvniti jader nebyla obecné pozorovana. Jedinou vyjimkou byla buiika d€lici se
v pfitomnosti CNTCOOHs-488 o koncentraci 100 pg/ml, uniz bylo nalezeno minimalni

mnozstvi NPs 1 uvnitf jadra, a to zfejmé v dusledku prave probihajici mitdzy.
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Jadro CNTCOOHSs Aktinova filamenta  SloZené snimky

Obrazek ¢. 19: Intracelularni lokalizace CNTCOOHs zobrazend pomoci konfokalni
mikroskopie. Obrazky HUVEC bunék inkubovanych s A) 10 pg/ml, B) 50 pg/ml a C)
100 pg/ml CNTCOOHs-488 24 hodin. Jadro — TO-PRO-3, CNTCOOHs — Alexa Fluor 488,
aktinova filamenta — faloidin Alexa Fluor 555. M¢fitko: 20 um. Zkratky: CNTCOOHs —

50 pg/ml 10 pg/ml

100 pg/ml

karboxylované uhlikové nanotuby.

Obrazek ¢. 20 zobrazuje agregacni status CNTCOOHs, IgG-CNTCOOHs a HSA-
CNTCOOHs a morfologii bun¢k v ramci interakce NPs s buiitkami vySetfovany pomoci
svételné mikroskopie. Po 24 hodinach inkubace vytvaieji CNTCOOHs bez proteinové korony
mensi ¢erné shluky, které pokryvaji povrch bunck (Obrazek ¢. 20B). Podobné je tomu i u
CNTCOOHs obalenych proteinovou koronou z HSA (Obrazek ¢. 20D). Diive popsana
tendence HSA-CNTCOOHs k niz§i mife aglomerace ve srovnani s IgG-CNTCOOHs (viz
kapitola 4.1.2 Charakterizace f{CNTs odliSnymi proteinovymi koronami) se v prostfedi bunék
projevuje jako jemny prach se vzacnéji se vyskytujicimi agregaty NPs pokryvajicimi povrch
bun¢k. Naproti tomu IgG-CNTCOOHs vytvareji velké aglomeraty hromadici se pouze
v mistech vyskytu bun¢k (Obrazek ¢. 20C). V tomto ¢ase (24 hodin inkubace) je pifi pouzité
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koncentraci 50 pg/ml patrny vyrazny cytotoxicky vliv IgG-CNTCOOHs projevujici se jako

rozséahlejsi oblasti bez bunck.

A- '-
C-( -

D

Obrazek €. 20: Agregacni status fCNTs (50 pg/ml) inkubovanych 24 hodin v pfitomnosti
bun¢k HUVEC zobrazeny pomoci svételné mikroskopie. A) Buitky HUVEC bez ptitomnosti
NPs (kontrola), B) CNTCOOHs bez proteinové korony, C) IgG-CNTCOOHs D) HSA-
CNTCOOHSs. Zvétseni: 100x. Méritko: 50 um.

Vliv proteinové korony z IgG nebo HSA na intracelularni lokalizaci CNTCOOHs byl
studovan pomoci TEM (Obrazek ¢. 21). Vysledky naznacuji, ze vSechny tii typy fCNTs
(CNTCOOHEs, IgG-CNTCOOHs a HSA-CNTCOOHs) o koncentraci 10 pg/ml byly bez ohledu
na typ proteinové korony po 24 hodinach internalizovany bunkami HUVEC a lokalizovany
v oblasti cytoplazmy v podobé spiSe oddélenych oblasti, které obsahovaly jednotliva vldkna
NPs ptipadné jejich mensi shluky. Zadné fCNTSs nebyly nalezeny v prostiedi jadra.



CNTCOOHSs

IgG-CNTCOOHSs HSA-CNTCOOHSs

Obrazek €. 21: Intracelularni lokalizace CNTCOOHs obalenych proteinovou koronou z IgG
nebo HSA zachycend pomoci TEM. A) CNTCOOHSs, B) IgG-CNTCOOHs a C) HSA-
CNTCOOHSs o koncentraci 10 pg/ml inkubované s buitkami HUVEC po 24 hodin. Méfitko:
5 ym. A2 — B2) M¢fitko: 1 ym. C2) Méftitko: 2 pm.

4.3.2 Vliv proteinové korony na cytotoxicitu CNTCOOHs

Zavislost vlivu koncentrace CNTCOOHs bez proteinové korony a s koronou z IgG
(IgG-CNTCOOHs) nebo HSA (HSA-CNTCOOHs) na pokles aktivity bunécnych
dehydrogenaz (zivotaschopnosti bun€k) a rozvoj apoptéozy u bunék HUVEC znézornuje
Obrazek ¢. 22. CNTCOOHs bez proteinové korony snizovaly zivotaschopnost bunék v rozpéti
koncentraci 50 — 100 pg/ml na 49,9 — 13,1 % (Obrazek ¢. 22A). Proteinova korona z IgG méla
vyrazné statisticky vyznamny vliv (P< 0,001) na dalsi pokles této zivotaschopnosti pozorovany
v koncentracich 50 a 75 ug/ml, a to o 28,4 % a 16,8 % ve srovnani se CNTCOOHs bez
proteinové korony. Koncentrace 100 pg/ml byla u CNTCOOHs natolik cytotoxickd, ze
ptidatny efekt proteinové korony z IgG na pokles Zivotaschopnosti bunék jiz nebyl statisticky
vyznamny. Naproti tomu proteinova korona z HSA méla opacny vliv a zvySovala

zivotaschopnost bunék v koncentraci 100 pg/ml 0 9,9 % ve srovnani s CNTCOOHEs.
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Obrazek ¢. 22: Cytotoxicita CNTCOOHs bez proteinové korony a s proteinovou koronou
z IgG (IgG-CNTCOOHSs) a HSA (HSA-CNTCOOHs) métfena pomoci CDS eseje na bunkach
HUVEC v rozpéti koncentraci NPs 0 — 100 pg/ml. A) Zivotaschopnost bun&k (aktivita
bunécnych dehydrogendz) méfend pomoci WST-8 eseje. B) Stanoveni poctu intaktnich
bunécnych jader vizualizovanych fluorescencni barvou Hoechst 33342. C) Mira apoptozy
stanovend na zaklad¢ poctu apoptotickych télisek pomoci Hoechst 33342. Data jsou uvedena
jako primérné hodnoty 6-ti replikatd + SEM (n = 5). Méfend opakovani byla statisticky
vyhodnocena pomoci metody jednorozmérnd ANOVA za vyuziti Bonferroniho post-hoc testu.

*#%kP<0,001, **P< 0,01 a *P<0,05.

Stejny koncentracné zavisly cytotoxicky efekt CNTCOOHs bez proteinové korony byl
pozorovan i v ptipadé poklesu poctu bunéénych jader (Obrazek ¢. 22B). Tento pokles nebyl ve
srovnani s vysledky zivotaschopnosti bunék odvozenych na zéklad¢ aktivity bunécnych
dehydrogendz natolik vyrazny a v rozpéti koncentraci 50 — 100 pg/ml dosahoval 74,3 — 42,6 %.
Proteinova korona z IgG nepiisobila signifikantni pokles v poctu bunéénych jader, jako tomu
bylo v pfipad¢ stanoveni zivotaschopnosti bun¢k odvozené od aktivity bunécénych
dehydrogenaz. Naopak byly pozorovany spiSe tendence k mirnému zvySeni tohoto poctu
v koncentracich 75 a 100 pg/ml, a to o 5% a 10 %. Mirny nesignifikantni protektivni vliv
proteinové korony z HSA vzhledem k cytotoxickému ptisobeni CNTCOOHs na buitkky HUVEC

pozorovany na zaklad¢ aktivity bunénych dehydrogenaz byl vyrazné statisticky vyznamny (P<
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0,001) pii stanoveni cytotoxicity v zavislosti na poctu bunécnych jader. V koncentracich 75 a
100 pg/ml se tento pocet zvySoval o 21,0 % a 30,3 % ve srovnadni se CNTCOOHs bez
proteinové korony.

Vysetfovani apoptotického piisobeni po aplikaci CNTCOOHs bez proteinové korony
prokdzalo koncentracné zavislé pusobeni (Obrazek ¢. 22C). Po 24 hodinach dosahl pocet
apoptotickych télisek v koncentraci 75 pg/ml CNTCOOHs nejvyssitho poctu ze vSech
porovnavanych fCNTs. Naproti tomu proteinova korona z IgG neméla koncentraéné zavisly
efekt a indukovala pfiblizn€ stejnou tvorbu apoptotickych télisek ~74 % ve vSech tfech
pouzitych koncentracich NPs. Tato hodnota byla signifikantn¢ nizsi oproti hodnoté vyvolané
CNTCOOHSs bez proteinové korony (69,4 % pro IgG-CNTCOOHSs vs. 94,9 % pro CNTCOOHs
pfi maximalni pouzité koncentraci 100 pg/ml). CNTCOOHSs s proteinovou koronou z HSA
vykazovaly koncentracné zavislou tvorbu apoptotickych télisek dosahujici 68,4 — 87,9 %
vrozmezi koncentraci 50 — 100 pg/ml, ktera sledovala reverzni vyvojovou tendenci
k vysledkiim ziskanym z poc¢tu intaktnich bunéénych jader. Nicméné celkové mnozstvi
apoptotickych télisek formovanych vlivem HSA-CNTCOOHs bylo mirné¢ niz$i nez
u CNTCOOHs bez proteinové korony, u kterych se pohybovalo mezi 84,6 — 94,9 %. Tento
vysledek tak znovu naznacil mozny protektivni vliv proteinové korony z HSA vici

cytotoxickému ptiisobeni CNTCOOHs na buniky HUVEC.

4.3.3 Proteinova korona z IgG a HSA ovliviiuje miru apoptotického a nekrotického

pusobeni vyvolanych vlivem CNTCOOHs

CPT i ST patii mezi u¢inné induktory apoptdzy s odliSnym mechanizmem puasobeni.
CPT indukuje apoptozu na zéklad€ inhibice DNA topoizomerazy I vedouci k aktivaci kaspaz,
zatimco ST piisobi jak na kaspazach zavislym, tak 1 nezévislym zptisobem (Belmokhtar C. A.
et al., 2001; Rodriguez-Hernandez A. et al., 2006). Ke studiu &asového pribéhu proteinové
exprese nestépené kaspazy-3, prokaspazy-3, v rdmci procesu apoptoézy u bunék HUVEC, byl
aplikovan 5 uM CPT a 5 uM ST po dobu 0,5, 1, 2 a 6 hodin (Obrazek ¢. 23). Zatimco u CPT
dochazelo k opakovanému poklesu a nartstu prokaspazy-3 v pribehu sledovanych 6 hodin, ST
indukoval v prvni hodin¢ vyrazny pokles v jeji expresi, ktera zacala pozvolna nartistat az
v ¢asovém rozmezi 2 — 6 hodin (Obréazek ¢. 23B). Aplikace CNTCOOHs, IgG-CNTCOOHs
a HSA-CNTCOOHSs o koncentraci 50 pg/ml po dobu 0,5, 1, 2 a 6 hodin sledovala podobné
vyvojové tendence v expresi prokaspazy-3 jako aplikace ST. Jeji nejniz$i hodnota byla

pozorovana u CNTCOOHs bez proteinové korony po hodin€ ptisobeni, zatimco nejvyssi po
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6 hodinéach ptisobeni. Proteinova korona z IgG a HSA navodila podobné béhem prvni hodiny
vyznamny pokles v expresi prokaspazy-3, kterd byla v ptipadé IgG-CNTCOOHs béhem
dalSich hodin postupné zvySovana. Naproti tomu v piipadé¢ HSA-CNTCOOHs tato exprese
kolisala v jednotlivych Casovych bodech a po 6 hodinach pisobeni dosahovala podobné
nizkych hodnot jako po prvni hoding ptisobeni. Celkové srovnani exprese prokaspazy-3 vlivem
jednotlivych fCNTs po 6 hodinach pusobeni naznacilo, Ze proteinova korona snizila ve
srovnani s neobalenymi CNTCOOHs hladinu prokaspazy-3 2,1x a 5,6x (IgG-CNTCOOHs a
HSA-CNTCOOHS).

Prokaspaza-3

(~32 kDa)
[ ONegativni kontrola M IgG-CNTCOOHSs
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Obrazek ¢. 23: Analyza exprese nestépené kaspazy-3 (prokaspazy-3) metodou Western blot u
bunék HUVEC po jejich inkubaci s CNTCOOHs (50 ug/ml) bez proteinové korony,
s proteinovou koronou z IgG, HSA nebo s induktory apoptoézy (5 uM CPT, 5 uM ST) po dobu
0,5, 1,2 a 6 h. A) Obrazek Western blotu zachycujici expresi prokaspazy-3. Barveni Ponceau
bylo pouzito jako kontrola nanasky proteinti. B) Relativni denzity exprese prokaspazy-3. CPT
- kamptotecin, ST - staurosporin ,,-“ - CNTCOOHs, IgG — IgG-CNTCOOHs, HSA — HSA-
CNTCOOHSs.

PARP-1 je jednim ze substratli St€épenych aktivovanou kaspazou-3 béhem pozdéjsich
stadii apoptozy (Kaufmann S. H. et al., 1993; Nicholson D. W. et al., 1995; Tewari M. et al.,
1995). Pro zjisténi, zda snizena exprese prokaspazy-3 po hodin¢ ptisobeni CNTCOOHSs, IgG-
CNTCOOHs a HSA-CNTCOOHs vede také ke $tépeni PARP-1 (116 kDa), jsme mapovali
vyskyt jeho fragmenti pomoci Western blotu (Obrazek ¢. 24). Vysledky ukazaly, ze ST
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indukoval, zejména po prvni hodin€ ptisobeni, masivni vyskyt §tépného fragmentu PARP-1 o
molekularni velikosti 89 kDa, ktery je povaZzovan za marker apoptozy (Tewari M. et al.,
1995).89 kDa fragment byl vtomto casovém bod¢ v mirné zvySené mife pozorovan i u
CNTCOOHSs, IgG-CNTCOOHs a HSA-CNTCOOHSs. Dale vlivem zejména CNTCOOHs a
IgG-CNTCOOHs dochazelo také ke zvysené detekci fragmentu o molekularni velikosti 55 kDa
(Obrazek €. 24B). Tento fragment, ktery je povazovan za marker nekrozy (Gobeil S. et al.,
2001), byl u téchto dvou variant CNTs vyraznéji pozorovan uz po 30 minutach plsobeni,
zatimco u HSA-CNTCOOHs az po jedné hodin¢ piisobeni. V dalSich ¢asovych usecich byl
naopak u vsech tfi fCNTs jeho vyskyt nizsi. Proteinovy obal z HSA také ziejmé vykazoval
protektivni uc¢inky vzhledem k nekrotickému piisobeni CNTCOOHs projevujici se jako snizeny
vyskyt Stépného fragmentu o velikosti 55 kDa. Po 30 minutach plisobeni snizil obal z HSA
vyskyt tohoto fragmentu 6,8x (CNTCOOHs vs. HSA-CNTCOOHSs).
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Obrizek & 24: Stépeni proteinu PARP-1 u bunék HUVEC po aplikaci CNTCOOHs bez a
s proteinovou koronou z IgG a HSA analyzovanych pomoci Western blotu. Bunky HUVEC
byly vystaveny piisobeni CNTCOOHSs, IgG-CNTCOOHs, HSA-CNTCOOHs (50 pg/ml) a
induktorti apoptézy (5 uM CPT, 5 uM ST) po dobu 0,5, 1, 2 a 6 hodin. A) Obrazek Western
blotu zachycujici expresi nestépéného proteinu PARP-1 (116 kDa) a jeho $tépnych fragmenti.

Barveni Ponceau bylo pouzito jako kontrola nandsky proteinti. B) Relativni denzitometrické
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stanoveni Stépného fragmentu PARP-1 pfitomného u apoptdzy (89 kDa) a nekrdzy (55 kDa).

PARP-1 — poly(ADP-ribose) polymerase-1,CPT - kamptotecin, ST - staurosporin ,,-
CNTCOOHE, IgG — IgG-CNTCOOHs, HSA — HSA-CNTCOOHs.

4.3.4 Proteinova korona zIgG a HSA sniZuje akumulaci autofagickych vezikli

vyvolanou piisobenim CNTCOOOHs

K objasnéni, zda samotné CNTCOOHSs ovliviiuji autofagii u bunék HUVEC a zda,
piipadné v jaké mife, mtize proteinova korona z IgG nebo HSA toto pisobeni pozménit, jsme
sledovali vyskyt autofagozémt (Obrazek €. 25). V procesu tvorby autofagozému se vyrazné
uplatiiuje cytozolickda forma LC3B proteinu, LC3BI, ktera mtze byt konjugovana s PE za
vzniku LC3BII formy a integrovana do membrany autofagozému (Kabeya Y. et al., 2000;
Kabeya Y. et al., 2004). Vyraznd exprese LC3BII byla detekovdna pomoci Western blotu
(Obrazek ¢. 25A) po aplikaci inhibitoru autofagického toku chlorochinu (chloroquine - CQ).
Tato zvySena exprese LC3BII naznacuje vyraznou akumulaci autofagozomti a CQ tak byl
vyuzit jako pozitivni kontrola pfi studiu vlivu fCNTs na proces autofagie. Vysledky relativni
exprese LC3BII zobrazené na Obrazku ¢. 25B naznalily, ze CNTCOOHs bez proteinové
korony indukuji zvySenou expresi LC3BIL. Jak proteinova korona z IgG, tak proteinova korona
z HSA, v ¢asovych usecich 1 a 2 hodiny snizovaly expresi LC3BII vyvolanou plisobenim
CNTCOOHEs, a to piiblizné podobné (Obrazek €. 25B). Nicméné po 6 hodinéach byl jiz patrny
rozdil v typu pouzité korony. Nejvyssiho tcinku bylo dosazeno obalem z HSA, ktery po 6
hodindch zmirnil expresi LC3BII 4x, zatimco korona zIgG pouze 1,6x ve srovnani

s CNTCOOHs bez proteinové korony.
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Obrazek ¢. 25: Exprese jednotlivych forem proteinu LC3B u bunék HUVEC po inkubaci
s CNTCOOHs, IgG-CNTCOOHs, HSA-CNTCOOHs (50 ug/ml) a s inhibitorem
autofagického toku (40 uM CQ) po dobu 0,5, 1, 2 a 6 h. A) Obrazek Western blotuzachycujici
expresi cytozolické, LC3BI (18 kDa) a membranove vazané formy LC3B proteinu, LC3BII (16
kDa). Barveni Ponceau bylo pouzito jako kontrola nandsky proteini. B) Relativni denzity
exprese LC3BII. LC3B — lehky fetézec 3 beta proteinu 1 asociované¢ho s mikrotubuly, CQ -
chlorochin, ,,-” - CNTCOOHs, IgG — IgG-CNTCOOHs, HSA — HSA-CNTCOOHs.

4.3.5 Snizeni cytotoxicity CNTCOOHs prostrednictvim stimulace autofagického toku

Vzhledem k silnému ptsobeni CNTCOOHs na akumulaci autofagozoémti (Obrazek €.
25) jsme zjistovali, zda farmakologicka stimulace autofagického toku mutze vést ke zméné
cytotoxicity navozené CNTCOOHs. Makrolidové antibiotikum bafilomycin A1l na jedné strané
naruSuje autofagicky tok blokaci acidifikace lyzozémi a inhibici fuze autofagozoémul
s lyzozomy (Mauvezin C. a Neufeld T. P., 2015), zatimco na stran¢ druh¢ je v nanomolarnich
koncentracich (< 1 nmol/l) schopné snizovat CQ-navozenou apoptodzu, jak bylo ukézano u
granularnich neurontt mozecku (Shacka J. J. et al.,, 2006). Preinkubace bunék HUVEC
v pfitomnosti bafilomycinu Al o koncentraci 0,1 a 1 nM signifikantné sniZovala cytotoxicitu
vyvolanou CNTCOOHs (Obrézek €. 26). Tato preinkubace zvySovala zivotaschopnost bunék
odvozenou na zaklad¢ aktivity bunéénych dehydrogenaz métenou pomoci WST-8 eseje o 25,1

a 16,8 % (0,1 a 1,0 nM bafilomycin Al). Ve vysSich koncentracich bafilomycinu Al (10 a
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100 nM) jiz nebyl tento efekt viditelny ziejmé kvili cytotoxickému ptisobeni samotného

bafilomycinu Al.
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Obrazek €. 26: Vliv bafilomycinu Al na snizeni cytotoxicity CNTCOOHs. Bunky HUVEC
byly inkubovany v pfitomnosti bafilomycinu Al 2 hodiny pfed aplikaci CNTCOOHs o
koncentraci 10 pg/ml. Zivotaschopnost bunék (aktivita bun&énych dehydrogenaz) byla
stanovena pomoci WST-8 eseje. Sloupce v grafu reprezentuji primérné hodnoty 8- replikati +
SEM (n = 3). Méfena opakovani byla statisticky vyhodnocena pomoci metody jednorozmérna
ANOVA za vyuziti Dunnettova post-hoc testu.Pokud neni uvedeno jinak, signifikance byla
vztazena k zivotaschopnosti bunék po aplikaci CNTCOOHs inkubovanych bez bafilomycinu
A1 (4. pti koncentraci bafilomycinu A1 0 nM, ***P< 0,001 a *P<0,05).

*Vyvoj WST-8 eseje byl vzdy po 3 hodinach inkubace s detekéni smési zastaven pomoci 1%
SDS.
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5 Diskuze

V této praci jsme stanovovali cytotoxicitu NPs odliSného slozeni, tvaru a velikosti
zahrnujici SiNPs, SPIONs a CNTCOOHs. Dale byla studovdna modulace cytotoxického
pusobeni CNTCOOHs prostfednictvim proteinovych koron rGzného slozeni nebo
prostiednictvim farmakologického piisobeni. Charakterizace fyzikalné-chemickych vlastnosti
zkoumanych NPs pomoci TEM, (-potencialu a Dy ukazala, ze SiINPs, SPIONs a CNTCOOHs
podléhaly zvySené agregaci v pfitomnosti kultivaéniho média bez ohledu na tvar, velikost a
naboj. Nami sestavena ,,tfi v jednom* CDS esej k ohodnoceni cytotoxicity a typu bunééné smrti
in vitro prokdzala signifikantni koncentratné¢ a Casové zavislou cytotoxicitu u vSech tii
testovanych typt NPs. Nejvyssiho cytotoxického plisobeni na endotelové buinky HUVEC
dosahly SiNPs nasledované CNTCOOHs. SPIONs vykazovaly vyrazné nizS§i bunécnou
toxicitu. Vysledky modulace cytotoxicity siln¢ toxickych CNTCOOHs ukazaly, Ze proteinova
korona z HSA miiZze vyrazné snizovat cytotoxicitu navozenou CNTCOOHs stejné tak jako

pusobeni makrolidového antibiotika bafilomycinu Al.

5.1 CDS esej ke stanoveni cytotoxicity NPs a ohodnoceni typu bunécné smrti

Snaha o pfesné a spravné vysetteni toxického vlivu NPs na buiiky vede fadu laboratoti
ke sjednoceni vyzkumnych postupt a minimalizaci zdrojt variability (Bonner J. C. et al., 2013;
Xia T. et al, 2013). Vin vitro systémech vyplyvaji predev§im zrizné optické
aktivity,adsorpcni kapacity a schopnosti NPs interferovat s komponentami jednotlivych eseji
(Kroll A. etal., 2012; Worle-Knirsch J. M. et al., 2006; Zhang F. et al., 2011). Nezanedbatelna
je 1 rozdilna citlivost riiznych bunécnych typt k toxickému ptasobeni NPs (Sahu D. et al., 2016;
Sohaebuddin S. K. et al., 2010). VSechny tyto faktory mohou vést k nekonzistentnim
vysledkiim a ztiZzené interpretaci namétenych dat. V této praci byla vyvinuta esej pro zékladni
stanoveni cytotoxicity, ktera zahrnuje také vysetfovani nékterych aspektti bunécné smrti. Tato
esej je slozend z WST-8 eseje (stanoveni zivotaschopnosti bun¢k), LDH eseje (ohodnoceni
nekrotického pisobeni) a detekce intaktnich jader a apoptotickych télisek pomoci fluorescenéni
barvy Hoeschst (semi-automatizované ohodnoceni miry apoptotick¢ého pusobeni). Jinymi
studiemi prokazana interference nékterych typti NPs s esejemi na bazi tetrazoliovych soli (Kroll
A. etal., 2012; Worle-Knirsch J. M. et al., 2006) byla kontrolovana a ¢aste¢né¢ kompenzovana

zahrnutim fluorescen¢ni metody do vysledné kompozice CDS eseje.
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5.2  Stanoveni cytotoxicity SPIONs, SiNPs a CNTCOOHs pomoci CDS eseje

Jednotlivé druhy NPs mohou vykazovat v disledku rozdilného slozeni, tvaru, velikosti
a naboje odlisnou cytotoxicitu (Sohaebuddin S. K. et al., 2010; Surapaneni S. K. et al., 2018;
Tarantola M. et al., 2011). Kovové, kladné nabit¢ SPIONs kulovitého tvaru pouzité v této praci
vykazovaly mirné, piesto signifikantni, zvySeni cytotoxicity u endotelovych bunék HUVEC.
To bylo pravdépodobné zplsobeno kombinaci apoptotické a nekrotické formy smrti, jak
ukazaly vysledky z nami pouzit¢ CDS eseje. Apoptdza indukovana ptisobenim SPIONs byla
potvrzena i dal§imi studiemi (Du S. et al., 2017; Liu Y. et al., 2018). Jeji rozvoj byva davan do
souvislosti s naruSenim mitochondridlnich funkci vedouci k produkci ROS (Du S. et al., 2017).
Ty mohou vznikat vlivem vysoce reaktivnich Fe?" iont (Pelizzoni 1. et al., 2011), k jejichz
potencialnimu uvolnéni by mohlo dojit pii degradaci SPIONSs v prostiedi lyzozomu (Laskar A.
et al., 2012; Schulze E. et al., 1995). Nekroticka forma smrti, kterd byla v mensi mife patrna i
v nasich experimentech, byla v pfiblizn¢ podobné intenzité¢ prokazana u bun¢k HUVEC pfi
pusobeni funkcionalizovanych SPIONs také v jiné studii (Poller J. M. et al., 2017).

Vysetfovani toxického vlivu SiNPs in vitro ukazuje nekonzistentni vysledky v ramci
jednotlivych publikaci (Cao Z. et al., 2017; Tokgun O. et al., 2015). Data namétend v této praci
naznacuji silny cytotoxicky vliv kiemikovych, zaporné€ nabitych SiNPs sférického az
elipsoidniho tvaru u bun¢k HUVEC. Signifikantni, koncentratné a Casové zavisly efekt na
snizeni zivotaschopnosti bun¢k za soucasného zvyseni nekrotického a apoptotického plisobeni
je v dobrém souladu s dfive publikovanou studii vlivu SiNPs o velikosti 62 nm na toxicitu
bun¢k HUVEC. Pouzité¢ SiNPs mély sféricky tvar, zdporny naboj a dobrou stabilitu podobné
100 ug/ml ve srovnani s naSimi daty (Duan J. et al., 2013). Pfi¢inou by mohla byt rozdilna
velikost v pouzitych SiNPs (62 nm vs. 7-14 nm u nami pouzitych SiNPs). U té bylo ukézano,
ze SiNPs menSich rozméri vykazuji vyssi cytotoxické plsobeni nez stejné NPs o vétSich
velikostech (I-Lun Hsiao A. M. G. R.J. M. S. M. G. a Andrea H., 2014; Tokgun O. et al., 2015).
Potencidlnim mechanizmem stojicim za indukci apoptdzy a nekrdézy miize byt schopnost SINPs
narusovat funkce mitochondrii a indukovat produkci ROS ¢i peroxidaci membranovych lipida
(Akhtar M. J. et al., 2010; Duan J. et al., 2013; Kusaczuk M. et al., 2018).

Cytotoxicita uhlikovych provazovitych MWCNTs mtize byt vyhodné sniZena jejich
karboxylaci (Liu Z. et al., 2014; Sweeney S. et al., 2016). Pfi dosazeni urCitych koncentraci

v$ak i1 u karboxylované, zaporné€ nabité formy, dochdzi k bunécné toxicité (Liu Z. et al., 2014).
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Tento poznatek byl potvrzen i nasimi vysledky, ze kterych vyplyva, ze CNTCOOHs
signifikantné indukovaly zvySeny vyskyt apoptotickych télisek, ktery by mohl naznacovat
rozvoj apoptotické¢ formy bunécné smrti u bunék HUVEC. ZvysSena tvorba apoptotickych
télisek mohla byt vyvolana dfive prokdzanou schopnosti MWCNTs naruSovat funkce
mitochondrii vedouci ke zvySené produkci ROS, poklesu mitochondridlniho membranového
potencialu, uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplazmy, aktivaci kaspaz a rozvoji programované
v jehlovitém tvaru CNTs. Dlouha tyCinkovita vlakna vykazuji vyrazn€ vyssi cytotoxicitu ve
srovnani se svymi kratkymi formami (Boyles M. S. et al., 2015). Jehlovitd struktura navic
umoziuje penetraci pres plazmatickou membranu za vzniku tzv. frustrované fagocytdzy (viz
kapitola 1.3.1 Cytotoxicita na Grovni vstupu NPs do bunék) (Boyles M. S. et al., 2015; Poland
C. A. et al., 2008). Ta mtze potencialné indukovat apoptotickou ptipadné nekrotickou formu
bunécéné smrti.

Navozeni nekrézy vlivem CNTCOOHs bylo popsano riznymi studiemi (Hiraku Y. et
al., 2016; Romano-Feinholz S. et al., 2017; Zeinabad H. A. et al., 2016). Nami sestavena CDS
esej by méla byt schopna ohodnotit miru nekrotického piisobeni po aplikaci NPs, ptipadné
jinych agens. Navzdory tomu z naSich experimentt vyplyva, ze CNTCOOHs siln¢ interferuji
s LDH eseji. Tento vysledek je v souladu se studii Zhanga et al., ve které ukéazali, ze MWCNTSs
snizuji enzymatickou aktivitu LDH (Zhang F. et al., 2011). Vzhledem k tomu, Ze CNTs nebo
fulereny patii k pfirozenym akceptoriim elektronti (Fowler P. W. a Ceulemans A., 1995; Guldi
D. M. et al., 2005), je mozné, ze nami pouzité CNTCOOHs vychytavaly elektrony pottebné pro
redukci tetrazoliovych soli obsazenych v LDH eseji. V této interferenci se navic mize uplatnit
také vyrazna adsorp¢ni kapacita CNTCOOHs vzhledem k proteiniim a dal§im molekuldm (Guo
L. et al., 2008), kterd miize mit v konecném diisledku vliv na zménu konformace ptisluSnych
enzymu a ztratu jejich aktivity, jak to bylo ukazano v pfipadé NPs na bazi uhliku (Sanfins E. et

al., 2011).

5.3  Rozsifeny vyzkum typt a mechanizmi bunééné smrti vyvolanych piisobenim

CNTCOOHs

Dalsi vyzkum typli a mechanizmli bunéné smrti provedeny v této praci ukazal, Ze
CNTCOOHs mohou indukovat pfechodné snizeni prokaspazy-3, naznacujici tak jeji mozné
Stépeni (aktivaci). Tato tzv. efektorova kaspaza je ve své aktivni formé schopna Stépit protein

PARP-1 za vzniku 89 kDa fragmentu pti exekuci apoptozy (Gobeil S. et al., 2001; Lazebnik Y.
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A. et al., 1994; Tewari M. et al., 1995). Jeho pfitomnost byla ukdzana po aplikaci nami
testovanych CNTCOOHs. Detekovana exprese tohoto fragmentu byla relativné nizka, nicméné
po jedné hodin¢ plisobeni CNTCOOHSs, IgG-CNTCOOHs a HSA-CNTCOOHs reverzné
korelovala s expresi prokaspazy-3 po aplikaci f{CNTs. Déle byl béhem prvni hodiny ptisobeni
fCNTs identifikovan zvySeny vyskyt 55 kDa fragmentu, ktery je povazovan za marker
nekrozy(Gobeil S. et al., 2001). Jeho pfitomnost podporuje jiz dfive prokazanou indukci
nekrézy (Romano-Feinholz Samuel et al., 2017; Zeinabad H. A. et al., 2016) zfejm¢ vlivem
jehlovité struktury CNTs, ktera navozuje podobné cytotoxické pusobeni jako azbestova vlakna
(Boyles M. S. et al., 2015; Nagai H. et al., 2011).

Jak nekrotické, tak i vySe zminéné apoptotické plisobeni, jsou v naSem piipadé
doprovéazeny narusenim autofagie,které¢ se projevuje zvysenou expresi membranoveé vazané
formy proteinu LC3B, LC3BII, ktera naznaCuje vyrazné¢ hromadéni autofagickych vakuol.
Tento poznatek je v dobrém souladu s cytotoxickymi mechanizmy plisobeni CNTs popsanymi
v jinych studiich (Hamilton R. F. et al., 2018; Liu H. L. et al., 2011; Tsukahara T. et al., 2013).
Autofagie, jako hlavni degradacni systém, ktery se uplatiiuje pii odstrafiovani a recyklaci
vnitrobunéénych komponent nebo pii zuzitkovani proteint béhem hladovéni bunék (Kristensen
A.R.etal., 2008), je tak ziejm¢ vyrazné narusena kontaktem bunék se CNTCOOHs. Dysfunkce
autofagie vyvolava bunéénou cytotoxicitu a vede k akumulaci autofagickych vezikli (Button
R. W. et al., 2017). Pfi¢inou této akumulace mize byt naruseni samotného procesu autofagie
(Tresse E. et al., 2010) nebo poskozeni (zablokovani) fuze autofagozémi s lyzozomy (Mauthe
M. et al., 2018). Snaha buiiky o degradaci nezddoucich MWCNTs vede k jejich distribuci do
lyzozémii (Cohignac V. et al., 2018). Vyrazné acidifikované lyzozémy byvaji spolu s pozdnimi
endozémy umistény do tésné blizkosti jadra (Johnson D. E. et al., 2016; Nakamura S. a
Yoshimori T., 2017). Nami zjisténd perinuklarni lokalizace fluorescentné znacenych
CNTCOOHSs naznacuje inkorporaci téchto NPs do endozdm-lyzozomalniho systému bunék
HUVEC. Ackoli mohou byt CNTs degradovany za vyuziti nékterych enzymi, jakymi jsou napf.
myeloperoxiddza nebo kifenova peroxidaza (Kagan V. E. et al., 2010; Zhao Y. et al., 2011),
vlivem tuhé, vlaknité struktury Casto dochazi k permeabilizaci lyzozomalni membrany a
uvolnéni lyzozomadlnich enzymt, napt. katepsinu B ad., do okoli (Zhu W. et al., 2016). To
navozuje poskozeni fyziologické funkce lyzozémi, které muze vést k zastaveni autofagického
toku a v jeho disledku také k akumulaci autofagozéma (Ma X. et al., 2011; Mizunoe Y. et al.,

2017; Wang J. et al., 2017).
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5.4  Modulace cytotoxicity CNTCOOHs prostiednictvim specifické proteinové korony

a farmakologického piisobeni

V minulosti bylo ukdzano, ze CNTs patii k relativné ucinnym adsorbentiim proteinti
(Guo L. et al., 2008; Morikawa M. et al., 2012). Tato adsorpce mtize vést k vyCerpani nutrientti
z okolniho prostfedi bun¢k (Guo L. et al., 2008) a ptispivat tak, v ptipadé¢ CNTCOOHs, k nami
nameétené cytotoxicité. Adsorbce proteinli na povrch NPs se dé ale také vyuzit ke snizeni jejich
cytotoxicity (Ge C. et al., 2011). Pfi kontaktu NPs s biologickymi tekutinami, napt. krevni
plazmou, dochazi ke kompetici v ni obsazenych molekul, zejména proteinti, o povrch NPs za
vzniku tzv. proteinové korony. Kone¢né slozeni tohoto obalu je velmi dynamické a méni se
v ¢ase nejen v zavislosti na slozeni NPs a jejich povrchovych vlastnostech (Lundqvist M. et al.,
2008), ale také v zavislosti na koncentraci piislusnych proteini a jejich asociacnich a
disocia¢nich charakteristikach (Cedervall T. et al., 2007).

Mezi nejvyrazngji zastoupené proteiny v koroné CNTCOOHs po jejich kontaktu
s lidskou krevni plazmou patii fibrinogen, HSA a IgG (De Paoli S. H. et al., 2014). De Paoli et
al. ukazali, Ze proteinova korona z IgG méla vyrazny vliv na agreagaci, zménu morfologie a
silné uvolnovani LDH u krevnich desticek (De Paoli S. H. et al., 2014). Tento poznatek je
v souladu s ndmi naméfenym signifikantnim sniZenim Zzivotaschopnosti buné€k po obaleni
CNTCOOHs pomoci IgG. Toto silné zvySeni cytotoxicity vSak nebylo potvrzeno pfi vyuziti
fluorescencniho stanoveni poctu intaktnich jader (CDS esej). Popsana nesrovnalost v ptisobeni
proteinové korony z IgG na zivotaschopnost bunék stanovenou pomoci WST-8 eseje a na
zékladé poctu fluorescenéné znacenych bunécnych jader mlze byt zplsobena zvolenou
detekéni metodou. Zatimco WST-8 esej podava informaci o metabolickém stavu bunék
odvozeném na zaklad¢ aktivity bunénych dehydrogendz, pocet intaktnich bunécnych jader
odrazi pouze stav jader jako takovych a netika nic o stavu dalSich organel. Dramaticky pokles
v zivotaschopnosti bunék HUVEC detekovany pomoci WST-8 eseje muze byt také ptipisovan
aglomeracnim tendencim IgG-CNTCOOHs, které zvysuji koncentraci téchto NPs na povrchu
bunék, jak naznacily vysledky ze svételného mikroskopu (Obrazek €. 20). Tato ,,zvySend*
koncentrace muze siln€ji narusovat prenos elektronii, ktery probiha na plazmatické membrané
prostiednictvim meziproduktu — akceptoru elektronti, a je nezbytny pro redukci tetrazoliovych
soli na ve vod¢ rozpustny formazan (Berridge M. V. et al., 2005). Na druhou stranu nase
vysledky naznacuji, Ze proteinova korona zIgG mirné zesiluje nekrotické pilisobeni
CNTCOOHSs reprezentované zvysenym vyskytem 55 kDa §tépného fragmentu proteinu PARP-
1. Moznym vysvétlenim muze byt vazba IgG-CNTCOOHs na IgG receptor pfitomny na
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bunkach HUVEC (Ortiz-Alegria L. B. et al., 2016). Ten by mohl potencidln€¢ umoznit snazsi,
rychlejsi endocytozu (Vidarsson G. et al., 2006), ktera by vedla k intenzivnéj$§imu projevu
nekrotického plisobeni CNTCOOHs spojeného s penetraci a frustrovanou endocytézou.

V minulosti bylo ukazano, Ze proteinova korona z IgG vykazuje spise ,,podpiirny* vliv
na cytotoxické piasobeni CNTCOOHs, naproti tomu obal formovany z HSA zvySuje
biokompatibilitu a prodluzuje cirkulaci NPs v krvi (De Paoli S. H. et al., 2014; Li Z. et al.,
2019). Podobné i naSe vysledky naznacily, Ze proteinova korona z HSA sniZzuje cytotoxicitu
CNTCOOHEs, ktera se projevila jako nizsi mira apoptotického a nekrotického plisobeni a také
mensim hromadénim autofagickych vakuol. Ackoli by buitky HUVEC mély byt schopné
pfijmout HSA, a tim i HSA-CNTCOOHSs na kaveolinu-1 zavislou endocytézou (Pavlides S. et
al., 2014), maze tento protein, na druhou stranu, minimalizovat interakci CNTCOOHs
s buitkami (De Paoli S. H. et al., 2014). Pravdépodobnym disledkem by pak byla snizena
interakce NPs s buitkami, ktera by mohla mit vliv na snizenou internalizaci NPs obalenych
HSA (Lawrence E. N. R. a Chao J.-L., 2017), a vést tak k jejich nizsi cytotoxicité. Nicmén¢ nase
vysledky z TEM ukazaly ptitomnost HSA-CNTCOOHs uvnitt bunck HUVEC, coz je spise
v souladu se studii, kterd ukazala, Ze proteinova korona z albuminu umoznuje vnitrobunécnou
internalizaci SWCNTs (Holt B. D. et al., 2011).

Snizend mira cytotoxicity mlze byt také navozena pomoci nizkych koncentraci
bafilomycinu Al (< 1nM). V minulosti se tato strategie ukézala jako potencidlni zpisob
podpory zachovani autofagicko-lyzozomalni drahy po jejim poskozeni specifickymi Cinidly
nebo proteiny naruSujicimi fyziologické funkce lyzozomia (N Pivtoraiko V. et al., 2010).
Makrolidové antibiotikum bafilomycin Al v koncentracich vy$Sich nez 10 nM selektivné
inhibuje aktivitu protonové pumpy V-ATPazy (Bowman E. J. et al., 1988; Yoshimori T. et al.,
1991). V-ATPaza je v endozoOm-lyzozomalnim systému obecné zodpovédna za udrzovani
kyselého pH (Forgac M., 2007) a potazmo tak 1 za zajiStovani optimalni katalytické aktivity
lyzozomélnich enzymil, mezi které patii napt. hydroldzy katepsin B, D ad. Inihibice V-ATPazy
bafilomycinem A1 vede ke zvySeni lyzozomalniho pH (Yoshimori T. et al., 1991) a naruseni
fyziologické funkce lyzozému, které muze vést az k bunécné smrti (Yan Y. et al., 2016).
Nicméné velmi nizké koncentrace bafilomycinu A1 neindukuji inhibici V-ATPazy, ale naopak
obnovuji autofagii naruSenou zvysenim lyzozomalniho pH po aplikaci CQ (Shacka J. J. et al.,
2006). Nami pouzité nizké koncentrace bafilomycinu Al (0,1 a 1 nM), zfejmé v disledku
podpory autofagického toku, signifikantné zvysily zivotaschopnost bunék HUVEC
v ptitomnosti CNTCOOHs, které maji silny vliv na poskozeni lyzozémii (Zhu W. et al., 2016).

Bafilomycin A1 tak navozoval protektivni efekt viici toxickému pisobeni CNTCOOHs, coz je
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v souladu s neddvno publikovanou praci, kterd u makrofagh prokazala snizenoutoxicitu NPs na
bazi kobaltu vlivem bafilomycinu A1 (Wang S. et al., 2016).

Ve shrnuti vysledky této prace naznacuji, ze ackoli CNTCOOHs vyvolavaji silnou
toxicitu u bunék HUVEC, muze byt tato cytotoxicita vyrazné snizena vyuZzitim specifické
proteinové korony a farmakologického pilisobeni. Kombinace obou strategii by tak
mohlav budoucnu potencialné ptispét k vyuziti unikatnich fyzikalné-chemickych vlastnosti

CNTCOOHS na poli biomediciny.
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6 Zavér

Zakladnim cilem této prace bylo ohodnotit bunéénou toxicitu vybranych NPs, a to
konkrétné CNTCOOHSs, SiNPs a SPIONs, pomoci eseje, kterd do uréité miry omezuje
variabilitu vyplyvajici z pouziti odliSné populace nasazenych bunék testovanych riznymi
esejemi. DalSim cilem prace bylo snizit cytotoxicitu vyvolanou puasobenim CNTCOOHs u
primarnich endotelovych bunék HUVEC a pfispét tak k navrzeni a vyvoji potencialnich

postupti cilenych na snizeni toxického pisobeni nékterych druhi NPs.

Zhodnoceni hypotéz a cilt prace:

Hypotéza €. 1:Cytotoxicitu NPs lze presnéji ohodnotit kombinaci riiznych metod
v ramci jedné detek¢ni eseje provedené na stejné populaci bunék. Zjitili jsme, Ze kombinace
riznych detekcénich pfistupl, kterd v nasem piipadé zahrnovala kolorimetrické stanoveni
metabolické aktivity bunéénych dehydrogenaz a fluorescen¢ni zobrazeni intaktnich bunéénych
jader, miize poskytnout rozdilnou informaci o zivotaschopnosti bun¢k. Celkovy stav bunky by
mél byt tedy urovan na zakladé vice aspekti, které tak komplexnéji zhodnoti jeji skutecny
stav, a tim 1 presnéji stanovi cytotoxické pisobeni NPs. Navic Ize timto pfistupem odhalit

piipadnou interferenci NPs s nékterymi ¢astmi eseje.

Hypotéza €. 2: Cytotoxicitu NPs 1ze ovlivnit preformovanim proteinové korony na
jejich povrchu. V této praci proteinova korona z IgG a HSA vyrazné ovlivnila toxicitu
CNTCOOHSs vzhledem k buitkam HUVEC. Vliv proteinové korony z IgG nelze z této prace
naprosto jednoznacné urcit vzhledem k rozdilnym vysledkiim ziskanym pomoci pouzitych
detekEnich metod. Naproti tomu proteinova korona z HSA umoznila urcité snizeni cytotoxicity
navozené CNTCOOHs vedouci k niz§imu rozvoji apoptotické a nekrotické frormy bunécéné

smrti a niz§i akumulaci autofagickych vacki.

Hypotéza €. 3: Cytotoxicitu NPs lze modulovat farmakologickym puisobenim
zaméifenym na ovlivnéni bunécnych procesi. V nasem piipadé¢ bylo farmakologické
ovlivnéni autofagie jako procesu uplatiujiciho se, alespon v n€kterych ptipadech, pii preziti
bunky, uspésné. Stimulace autofagického toku nizkymi koncentracemi bafilomycinu Al

zvysila zivotaschopnost bunek HUVEC namétenou pomoci WST-8 eseje. Nicméné v ramci
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komplexnéjSiho ptistupu ohodnoceni miry a vyznamu této formy modulace bylo zapotiebi
podrobnéjsiho vyzkumu mechanizmii G¢inku za vyuziti SirSiho spektra metod, coz bylo
pfedmétem spolecné publikace (Orecna M. et al., 2014) vzniklé v ramci mezilaboratorni
spoluprace s Laboratoii bunééné hematologie (Laboratory of Cellular Hematology, Center for

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

Shrnuti dil¢ich vysledkd odpovidajicim cilim préce:

1. Karboxylace MWCNTs smési kyseliny dusiéné a kyseliny sirové umoznila dobrou

rozpustnost vzniklych CNTCOOHs ve vode.

2. Charakterizace CNTCOOHs, SiNPs a SPIONs prokézala zaporny naboj a sféricky az
elipsoidni tvar SiNPs, kladny naboj a kulovitou morfologii SPIONs a zdporny naboj s
vlaknitou (tubularni) strukturou u CNTCOOHs. VSechny testované NPs vykazovaly
vyraznou tendenci k aglomeraci po 24 hodinach inkubace v kultivaénim médiu, a to

v poradi SiNPs > SPIONs > CNTCOOHs.

3. Stanoveni cytotoxicity pomoci nami sestavené ,.tfi v jednom* screeningové (CDS) eseje
bunécné smrti prokdzalo silny cytotoxicky vliv SiNPs a stiedni cytotoxické plisobeni
CNTCOOHSs. SPIONs vykazovaly pouze mirnou toxicitu u primarnich endotelovych
bun¢k HUVEC.

4. Cytotoxické phsobeni SiNPs meéfené pomoci CDS eseje zahrnovalo vyraznou
pritomnost apoptotickych télisek a silny vylev LDH naznacujicich podil apoptozy i
nekrdozy na bunécné smrti. Oba aspekty téchto typii bunééné smrti byly pfitomny
v malém mnozstvi také v ptipadé SPIONs. Aplikace CNTCOOHs na buitkky HUVEC

indukovala tvorbu apoptotickych télisek a prekvapivé téméf nulové uvolinovani LDH.

jejich vyraznou interferenci s LDH eseji. Bylo prokazano, ze pouziti téchto typi eseji

neni pro studium cytotoxicity CNTCOOHs vhodné.
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Detekce fragmentt St€épeného proteinu PARP-1 po aplikaci CNTCOOHs na bunky
HUVEC naznacila podil nekrotick¢ formy bunééné smrti vramci cytotoxického

pusobeni CNTCOOHEs.

Proteinova korona z HSA, nikoli vSak z IgG, snizovala toxicky vliv CNTCOOHs na
primarni endotelové bunky HUVEC.

Protektivni vliv proteinové korony z HSA zahrnoval snizeni apoptotického i

nekrotického pisobeni CNTCOOHs.

Stimulace autofagického toku pomoci bafilomycinu Al snizila toxicitu navozenou

pusobenim CNTCOOHSs naendotelové buitky HUVEC.
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