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Uvod

Optimalizace testu toxicity nanocastic/nanomaterial byla jednim z vyznamnych cild projektu
Nanobio. Do projektu byly zapojeny vyzkumné tymy Hradecko-pardubického regionu (z
Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, z Fakulty chemicko-technologické
Univerzity Pardubice a z Centra material( a nanotechnologii (CEMNAT) Univerzity Pardubice).
Vedle uvedenych organizaci se na vysledcich projektu vyznamné podileli téz kolegové z
Vyzkumného Ustavu veterinarniho lékafstvi, v. v. i. Brno (VUVL) a z ,Molecular & Translational
Medicine, Trinity College, Dublin® (TCD).

Dale uvedené optimalizované metodiky jsou vysledkem prace kolegyn a kolegli z Hradce
Kralové, Brna a Dublinu. Na jejich optimalizaci pracovali (v abecednim poradi): Ctirad Andrys,
Hana Bavorovd, Ale§ Bezrouk, Lenka Borska, Pavel Borsky, Dana Cizkova, Zdenék Fiala, Petra
Hajzlerovd, Drahomira Holmannova, FrantiSek Hubatka, Jana Chvatalovd, Adam Karas, Monika
Kinclova, Martina Kolackova, Zora Komarkova, Véra Kralova, Pavel Kulich, Iva Malitfova, Andrea
Malkova, Josef Masek, Jaroslav Mokry, Rishikaysh Pisal, Emil Rudolf, Ilona Sejkorova, Ladislava
Schréterova, Ondrej Soucek, Adriele Prina-Mello, Blanka Sestakova, Jindra Smejkalova, Tereza
Svadlakova, Jaroslav Turdnek, Pavlina Turdnek Knotigova, Radka Varikova, Petra Vicherkova,
Magda Vobornikova, Yuri Volkov, a Martina Zemanova.



Obsah

Metodiky Ustavu 1ékaFské biologie @ ENELIKY.......cveviviveeeeeeeeeeeeceeeetceeeeeeeccses ettt tenas 6
Test metabolické aktivity alamarBlue (test CytOtOXIiCItY) .....vvvvuverveeiiiieeee e 6
Teoreticky zaKIad METOIKY .......ooiiciiieieeee e e e e rta e e e e saba e e e e aaeeeean 6
[loTo [e] o] Y= t Yl o oT o1 1 4 a =T oo 11 Q2R 6
Pouzitelnost metodiky pro testovani NANOCASTIC .......ueiiiiiiiiiiiiiie e 6
Souhrn nejzajimavejSich VYSIEAKU .......cccveeeeieeeiie ettt e e rae e sbee e 7
Test zachytu neutraini cervené (Neutral red uptake — NRU; test cytotoXiCity) ......cccevvveercieesciveennnenn. 8
Teoreticky zaKIad METOIKY.......ccocuiieieeeie e e e e e rra e e e e saaa e e e e aaeeeean 8
[loTo [e] o] g Y= t Yl o oT o 1l 4 a =T oo 112U 8
Pouzitelnost metodiky pro testovani NANOCASTIC ........eeeeiiuiiieeiiie e e e 9
Souhrn nejzajimavejSich VYSIEAKU .......ccveieiiieiiie ettt e re e e bae e sbee e 9

Pocitani bunék pomoci obrazového cytometru metodou barveni jader DAPI (test cytotoxicity).... 10

Teoreticky zAKIad METOIKY.......ciiiiiieieiee e e ree e s e e e s e eareeas 10
[foTo [e] o] g V=Tt [ o ToT o Il g Y=t oo 11 QTSRS 10
Pouzitelnost metodiky pro testovani NANOCASLIC ........ccecviieieiiiiie e e 11
Souhrn nejzajimavejSich VYSIEAKU .......cccueiieuieeeiie ettt ettt et e e ree e earee s 11

Dlouhodobé sledovani bunécéné proliferace pomoci kumulovaného poctu populacnich zdvojeni

=T oy o] o ) (Tl 1 1Y) [ SRS 13
Teoreticky zaKIad METOAIKY.......oiicciiiieecee et e e e e e e e e e e e e are e e e e areeas 13
[foTo [e] o] g YTty oToT o Il g =t oo 11 QTSRS 13
Pouzitelnost metodiky pro testovani NANOCASLIC ........ccecvuieeieiiiee e e 14
Souhrn nejzajimavejSich VYSIEAKU .......cccueiiiiiiiiie ettt et et re e s bae e earee s 15

Test metabolické aktivity WST-1 (teSt CYTOTOXICITY) ..ueevreeiirieeiieeeciee ettt 16
Teoreticky zAKIad METOIKY ... ...ciiiiiieecee e e e e e s e e e e e eareeas 16
[ foTo [e] o] g V=Tt [ e ToT o Il g =T oo 11 QT PSS 16
Pouzitelnost metodiky pro testovani NANOCASLIC ........ccecvuiieeeiiiee e et 17
Souhrn nejzajimavejSich VYSIEAKU .......cccueiiiuiiiiiee ettt et e rae e aree s 17

=T = UL PP PPRR 20

Metodiky Ustavu klinické imunologie @ @lerg0I0Zie .........cveueueucveueuieeeeeieeeeeeeee ettt 21

PFiprava suspenze nanomaterial(i/nano¢astic pro testovani imunotoxicity (ve spolupréci s VUVel

B0 ittt et e e et e e e e e et—eeeeet—eeeeataaeeeattaaeeattaeaeaattaeaeaattraaeaateaeaeaattaeaeaasteeeeaane 21
Testovani biologické KONtamMINACE .....cccuviiiiciee e e e 23
SO T=To o= T <Y I ST PRPROt 23

(o [oTo [aTeTol= o110 o 10 g o] o ) Tol L AV AR PPPROt 25



B S A e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaeaenns 25
2T QY=Y oI I T PRSP 27
Hodnoceni aktivace NLRP3..... ..o ettt et ettt et s e e sbe e e sbe e e sareesneeesaneeenne 30
(D] o =T U U TSP 33
=T = UL - TSP PP PP P OPPPPON 35
Metodiky Ustavu preventiviiino IEKAFSVT ............c.cueveveveeeeeeeeeeteeeeeeeeceeesesesesesssesesesssssessssssssssssssssssnenas 36
Mikronukleus test (test genotoxicity @ CYTOtOXICITY) ..ceiviriieriiiieecie et s 36
Teoreticky zAKIad METOIKY.......oiiiiiiiieeee e e e e e s e e s e nreeas 36
PodrobnéjSi poPis METOAIKY ......eeeiiiiiieiceiee e e et e e e etae e e e erae e e e areeas 36
Pouzitelnost metodiky pro testovany NaNOCASTIC .......ccecuieeeeiiiiie e e e 39
Souhrn nejzajimavejSich VYSIEAKU .......cccueiiiieeeiie ettt ettt e e v 40
Kometovy test (tEST SENOTOXICITY) ..ueiiieeiiiieiiie et ettt e e et e e are e st e e e eaaeesareeebaeesnreeenes 43
Teoreticky zAKIad MELOIKY.......oiiiciiiiieiee e e e e s abe e e e e nareeas 43
Podrobn&jSi POPis METOIKY ......ueeiiiiiiei it eeree e e s ebee e e e nareeas 44
Pouzitelnost metodiky pro testovani NANOCASLIC ........ccecviieeeiiiiei e e 45
Souhrn nejzajimavejSich VYSIEAKU .......cccueiiiuiieeiie ettt ettt e e ree e earee s 47
Test chromozomalnich aberaci (test EENOTOXICILY) ...ceiiciiieieciiie et 48
Teoreticky zAKIad METOIKY.......ciiiiiieicie e e e e e e e e 48
Podrobn&jSi PoPis METOIKY ......ceeiiiiiiei it rbee e e s ebee e e e nareeas 50
Pouzitelnost metodiky pro testovani NANOCASLIC .......ceiviiieeiiiiiie e 52
Souhrn nejzajimavejSich VYSIEAKU .........ueeieeiiie e et e e e aae e 52
=T = U OO OP PRSP PP PPPPON 54
Metodiky Ustavu histologie @ @MBIrYOIOZIE. ........cvviveuieieiieieeeieieeeee ettt ettt 58
HiStolOZICKA @NAIYZA ..o e s e st e e s sba e e e e bt e e e e ebteeeeeanee 58
Teoreticky zAKIad METOIKY.......ciiiiiieiciee e e e s e e e e e sareeas 58
PodrobnéjSi PoPis METOIKY .......eeiiiiiiei i e e e e ae e e e sareeas 58
Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic a souhrn nejzajimavéjsich vysledkd................. 59
LDH test (1St CYTOTOXICITY) .eeirrieeieitiii e ettt ettt ettt e et e e e et e e e e e bt eeeeebteeeeebbeeeeebsaeaesnseeaesnnes 61
Teoreticky zAKlad METOIKY.......coiiciiieieiee e e e e e e e e e e e 61
PodrobnéjSi PoPis METOIKY .......eiiiiiieee it e e e e e ae e e e eareeas 61
Pouzitelnost metodiky pro testovani nanodastic a souhrn nejzajimavéjsich vysledka................. 62
MTT test (1St CYTOTOXICITY) courrieeeeiiiii ettt ettt e ettt e e ee e e e e e bt e e e e ebeeeeeebbeeeeebseeaesesraeaesnnes 63

Teoreticky zAKIad METOAIKY .......oooiiiiiieeieee et e e e e ree e e eabe e e e e areeas 63



PodrobnéjSi poPis METOAIKY .......eeiiiiieee e e e e rtae e e e ebae e e e nareeas 63

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic a souhrn nejzajimavéjsich vysledka................. 64
Genova kvantifikace prostfednictvim RT-gPCR (molekuldrni biologie, histologie)..........ccccccvveennien. 64
Teoreticky zAKIad METOIKY ... ...oiiiiiiiieiiie e e e e e s e e s e nreeas 64
PodrobnéjSi POPis METOAIKY ......eeeiiiiiiee e e e etee e e e ebae e e s erae e e e areeas 65
Pouzitelnost metodiky pro testovani nanodastic a souhrn nejzajimavéjsich vysledka................. 66
WST-1 test (tEST CYTOTOXICITY) veeiurieiiiieiiieeciee et cteeetee e e et e e rte e et e et e e st e e be e e snteeesseesnseeenseeesaneenn 67
Teoreticky zAKIad METOIKY.......oiiiiiiiiieie e e e e e s e e s e nareeas 67
Podrobn&jSi POPis METOIKY ......uviiiiiiiee it sree e e s sbee e e e sareeas 67
Pouzitelnost metodiky pro testovani nanodastic a souhrn nejzajimavéjsich vysledka................. 68
xCELLigence (bunécna proliferace, adheze, viabilita, morfologie).........ccccccvveieicei e, 69
Teoreticky zaKIad METOAIKY.......ooicciiiieeeee e e et e e e e e e e e are e e e eeareeas 69
Podrobn&jSi POPis METOIKY ......eeeiiiiieee i e s e sbae e e s ebee e e e nareeas 69
Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic a souhrn nejzajimavéjsich vysledka................. 70
Transmisni elektronova MikroSKOPIE .......eiiieiiiii e 72
Teoreticky zaKIad METOAIKY.......ooicciiiieeee e e e e e e e e e e e e e are e e e eeareeas 72
[foTo [e] o] V=Tt [ oToT o Il g Y=k oo 11 QTSRS 72
Pouzitelnost metodiky pro testovani NANOCASLIC .......cccecvuieeeiiiiie e e 73
Souhrn nejzajimavejSich VYSIEAKU .......cccueiiiieiiiie et et e s bae e earee s 73



Metodiky Ustavu Iékafské biologie a genetiky

(odpovédnymi osobami za nize uvedené metodiky jsou Ladislava Schroterova, Véra Kralova a
Blanka Sestdkova)

Test metabolické aktivity alamarBlue (test cytotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

AlamarBlue je netoxicky roztok, oxidacné redukéni indikdtor na bazi resazurinu, ktery je Zivymi
burikami metabolizovdn na fluorescencni resorufin, ktery lze fluorescenéné kvantifikovat pfi
emisni vinové délce 590 nm (excitace 530—-560 nm). MnoZstvi namérené fluorescence je pfimo
umérné aktivité dehydrogenaz, které jsou typické pro Zivé bunky.

Podrobnéjsi popis metodiky
Kultivace:

Bunky se kultivuji v aMEM bez fenolové cervené s 10% FSB, 1% antibiotiky (penicilin,
streptomycin), 10mM Hepes, 1mM pyruvat sodny a 2mM L-glutamin. Buriky se nasadi do
96jamkovych destic¢ek v koncentraci 5 000—-10 000 bunék na jamku, vidy s prvnim sloupcem
jamek bez bunék (blank), a inkubuji se pfes noc. Po 24 hodinach se medium vyméni za medium
s nanomaterialem (NM). Vzdy 100 pl/jamku. Inkubace s NM dle potfeby 1-72 h.

Roztoky: zasobni roztok alamarBlue: Termofischer Scientific DAL1100
Postup:

1) Pridejte 11 pl roztoku alamarBlue do kazdé jamky. (Lze pouzit i druhou variantu, kdy po
inkubaci s nanomateridlem je veskeré medium z jamek odsato, ev. jamky 1x proplachnuty PBS
bez iontl a nahrazeno novym mediem alamarBlue v poméru 1:10 — postup €. 2)

2) Promérte fluorescenci v ¢ase 0 hod ex. 560 nm/em. 590 nm

3) Inkubujte 1 nebo 2 hodiny v termostatu -37 °C, 5 % CO;

4) Zmérte fluorescenci

5) Nejprve vypoctéte rozdil absorbanci v ¢ase 1 h (ev. 2 h) a 0 h. Od namérenych absorbanci
odectéte blank. Namérené hodnoty lze vyjadrit jako % kontroly.

PouZitelnost metodiky pro testovani nanocastic

Metoda je rychl3, citliva, ale je nutno pocitat s mozZnosti zhaseni fluorescence, kterd, pokud se
vhodné zméfi v ¢ase nula jako background, by neméla vyznamné ovlivnit vysledné sledovani
cytotoxicity NM (viz nize).



Souhrn nejzajimavéjsich vysledkd

Z divodu potreby ovéfit moznost ovlivnéni pozadi pfi méreni fluorescence jsme testovali
grafen — GP1 (Plasmachem). Grafen byl inkubovan pouze sroztokem alamarBlue po
metabolické aktivaci bez bunék po dobu 1 a 2 h v koncentracich (5, 15 a 30 ug/ml). Se zvysujici
se koncentraci G1 se snizuje vysledna fluorescence (zhaseni). Ke snizeni dojde hned po pfidani
alamarBlue, proto je mozné €as 0 h v pfipadé testovani cytotoxicity v bunécném systému
pouzit jako background, od kterého se bude sledovat narlst fluorescence zplsobeny
metabolickou c¢innosti bunék. Prfesto musime pocitat s mirnym poklesem fluorescence
v pribéhu méreni (Tab. 1). Tento pokles bude falesné snizovat vysledné hodnoty testu
cytotoxicity. Tomuto poklesu Ize ¢astecné predejit, kdyz po pfidani roztoku alamarBlue bude
nasledovat pétiminutova pauza a teprve poté bude méren ¢as 0 h. Vysledky zhaseni
fluorescence jsou zachyceny v Obr. 1. Interference grafenu byla publikovana v praci
Sestakovd, B. et al. 2022.
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Obr. 1. Interference grafenu s fluorescenci metody alamarBlue v acelularni pokusu, kde byly
testovany pfrislusné koncentrace grafenu

Tab. 1 Hodnoty z grafu vyjadieny v procentech ¢asu 0 h — GP1

K 5 pg/ml 15 pg/m 30 pg/ml
Oh 100 100 100 100
1h 100,5 100,0 96,4 94,3
2h 101,3 100,4 95,6 92,5




Test zachytu neutrdini ¢ervené (Neutral red uptake — NRU; test
cytotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

Princip metody je zaloZen na schopnosti Zivych bunék hromadit neutrdlni cerven
v lysozomech. Ptijem neutralni ¢ervené (supravitdlni barvivo) (3-amino-7-dimethylamino-2-
methylphenazine hydrochloride — Cat.No. N2889 Merck) burfikami do lysozomQ zavisi na
schopnosti bunky tvorit ATP a vytvaret pH gradient. Pfi fyziologickém pH prochazi neutrdlni
Cerven plazmatickou membranou difuzi. Pokud je burika mrtva dochazi k vyplaveni barviva.
Zivé buriky po vychytani barviva do lysozom( jsou lyzovéany a uvolnéné barvivo méfeno
pomoci spektrometrie jako mira absorbance pfi vinové délce 540 nm.

Podrobnéjsi popis metodiky
Kultivace:

Buriky se kultivuji v aMEM bez fenolové Cervené s 10% FSB, 1% antibiotiky (penicilin,
streptomycin), 10mM Hepes, 1mM pyruvat sodny a 2mM L-glutamin. Burky se nasadi do
96jamkovych desticek v koncentraci 5 000—-10 000 bunék na jamku, vzdy s prvnim sloupcem
jamek bez bunék (blank), a inkubuji se pres noc. Po 24 hodinach se medium vyméni za medium
s nanomaterialem (NM). VZdy 100 pl/jamku. Inkubace s NM dle potfeby 1 h-72 h

Roztoky:

e Fixacni roztok: 1 g/100ml CaCl2 v 0,5% formaldehydu
e Lyzacni roztok: 1% CH3COOH v 50% EtOH

e Zasobni roztok: neutralni ¢ervené (0,33 %-3,3 g/l)

e Pracovni roztok Neutralni ¢erver 80 pg/ml v médiu

Postup:

1) Odsajte 100 pl média z jamek

2) Pridejte 100 pl roztoku neutralni ¢ervené (80 pg/ml) do kazdé jamky (konecné koncentrace
neutralni ¢ervené je 40 pug/ml)

3) Inkubujte 3 hodiny v termostatu - 37 °C, 5 % CO;

4) Ve odsajte a pridejte 100 pl fixacniho roztoku

5) Inkubujte 15 minut pfi pokojové teploté

6) Oplachnéte burky dvakrat 100 ul PBS bez iontu

7) Pridejte 200 ul lyza¢niho roztoku

8) Inkubujte 15 minut pfi pokojové teploté

9) Desticky protrepavejte na tfepacce dalSich 15 minut

10) zmérte desticku fotometrem SPEKTRAFluor Plus, Tecan (Salzburg, Rakousko) pti 540 nm.
Od namérenych absorbanci odectéte blank. Namérené hodnoty testovanych latek vyjadrete
jako % kontroly



Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic

Jelikoz metoda zachytu neutralni ¢ervené je zaloZena na schopnosti bunék pfijimat
neutrdlni ¢erven, tak v pfipadé, Ze buriky jsou aktivovany k vyssi absorpci, mlzZe dojit k faleSné
pozitivnim vysledklm. Pravé nékteré nanomateridly zplsobuji tuto aktivaci, a proto je NRU
jako metoda stanoveni cytotoxicity u nékterych nanomaterial(i nevhodna.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledk

Testovali jsme dva druhy grafenu — GP1 Plasmachem a GP2 Trinity College. Oba grafeny
byly inkubovany s bunéénymi liniemi po dobu 24 h v koncentracich (3,06; 6,125; 12,5; 25 a 50
ug/ml).

Z vysledkl (Obr. 1) rozhodné nelze GP1 a GP2 povaZovat za toxicky, nebot hodnoty
dosahuiji vice nez 200 % kontroly. Ve skutecnosti se poc¢ty bunék po expozici grafenim neméni,
naopak nejvyssi koncentrace testovaného grafenu muze snizovat metabolickou aktivitu. Je zde
také patrny rozdil mezi jednotlivymi grafeny, které maji stejné chemické slozeni, ale jiné
fyzikalni hodnoty.

Vysledky prezentovany na XXX. Xenobiochemickém sympdziu 15.-17.5.2019, Pezinok
— Schroterova et al. Testovani biokompatibility nanomaterialG-Grafen.
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Obr. 1 Test zachytu neutralni ¢ervené po inkubaci dvou grafentd GP1 a GP2 se dvéma
bunéénymi liniemi A549 a HaCaT

Pocitani bunek pomoci obrazového cytometru metodou barveni jader
DAPI (test cytotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

Jednoduchy zpUsob, jak kvantifikovat cytotoxicitu, je prosté pocitani bunék. U vétsSiny
jadernych bunék odpovida pfima uméra, kolik jader, tolik bunék. Jadra fixovanych bunék Ize
nabarvit fluorescenénim barvivem DAPI. Fluorochrom DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) se
vaze do dvouretézce DNA v oblasti AT bazi. Po vazbé do DNA se intenzita jeho fluorescence
pfiblizné zdvacetindsobi. Monitorujeme fluorescenci pfi emisnim maximu 461 nm (excitacni
maximum 358 nm)

Podrobnéjsi popis metodiky
Zdsobni roztok DAPI Sigma D9542: 1 mg/1Iml redestilované vody |
Postup:
1. Poinkubaci s nanomateridlem (NM) 1x proplach v PBS bez iont(; 200 ul/jamku
2. Fixace 5 min 70 % EtOH; 100 ul/jamku nebo 15 min pti -24°C ice-cold methanol (typické
pro imunofluorescenci http://www.cellsignal.com/contents/resources-

protocols/immunofluorescence-protocol-with-methanol-fixation-(if-methanol-
fixed)/if-methanol-fixation )



w

Vyklepnout, nechat odpafit nebo 1x proplach PBS + 100 ul PBS a dat do lednice

4. Barveni DAPI 1000x redény zasobni roztok v redestilované vodé; 5 min; 100 ul/jamku
(idealné ten samy den jako je méreni fluorescence)

5. Vyklepnout a 2x proplachnout v PBS bez iont 200 ul/jamku

Proméfit na pristroji ImageXpress

7. Vyhodnotit pocty a vztahnout na kontrolu

o

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic

Jedna se o pfimou metodu pro méreni cytotoxicity, kdy nedochazi k zatizeni vysledku
faleSnym zvySenim hodnot jako u testl zaloZzenych na metabolické preméné substratu. Pocty
bunék lIze stanovit rGznymi zpUsoby — trypanova modf, pocitani v Blirkerové komurce anebo
s vyuzitim vysokokapacitniho zobrazovaciho cytometru. Pocitdni v kom(rce je casové
narocné, test trypanové modfi zase nemusi byt vhodny — napf. burky s akumulovanym
grafenem jsou problematicky rozlisitelné pro optické stanoveni metodou trypanové modfi.
V pripadé zobrazovaciho cytometru musime vzit v Gvahu mozZnost stinéni nebo zhaseni
fluorescence testovanym nanomateridlem. V pfipadé grafenu (Plasmachem) byly vhodné
koncentrace pro testovani cytotoxicity do 30 pg/ml. Vyssi koncentrace grafenu vyzaduji vyssi
expozici. Pfi automatickém snimani nelze parametry nastavit tak, aby bylo mozno pofridit
snimky vSech jamek. Pfi expozici nastavené na kontroly jsou jamky s vyssi vrstvou grafenu
tmavé, pokud se expozice nastavi podle nich, je zase kontrola pfeexponovana. Je tfeba hledat
vhodnou expozici k zachyceni vétsiny jamek — viz obr. 1.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledkd

Kultivovali jsme lidské dermalni fibroblasty HDF s grafenem o koncentracich 6,25; 12,5;
25; 50 a 100 pg/ml 48 h. Po expozici grafenem jsme obarvili jadra DAPI dle vySe zminéného
protokolu. Byla sledovdna zména fluorescence v zavislosti na rostouci koncentraci grafenu
(Obr. 1) a zména fluorescence v zdvislosti na rostouci expozici pfi stejné koncentraci grafenu
100 pg/ml i kontroly (Obr. 2).

PFi expozici vhodné pro grafen se vysoce exponovana jadra u kontrol slévaji a analyza
obrazu je fadné nerozpoznava. Jednotlivé koncentrace lze nasnimat zvlast pfi rlznych
expozicich a také analyzovana po kazdé expozici zvlast, neni to ale potom vhodny postup pro
automatické zpracovani. Metoda je vhodna v pfipadé nizSich koncentraci nanomateriali a u
materialQ, které by opticky nestinily.
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grafen HK 25 pg

grafen HK' 6,25 pg

grafen HK 50 ug

grafen HK' 12,5 pg

grafen HK 100 pg

Obr.1 Expozice 50 ms nastavena podle kontroly, grafen HK v rostoucich koncentracich

grafen HK 100 pg/ml
expozice 20 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 300 ms

kontrola
expozice 20 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 50 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 400 ms

kontrola
expozice 100 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 100 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 200 ms

grafen HK 100 pg/ml
expozice 600 ms

kontrola
expozice 600 ms

kontrola
expozice 300 ms

Obr. 2 Grafen HK 100 pg/ml pfi postupné se zvysujicich expozicich (stejné snimané pole)

véetné jamky s kontrolou



Dlouhodobé sledovani bunécné proliferace pomoci kumulovaného

’

poctu populacnich zdvojeni (test cytotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

Kumulovany pocet populacnich zdvojeni (Population Doubling Level-PDL) oznacuje,
kolikrdt se populace bunék zdvojila od casu izolace (pfipadné od jiného definovaného
Casového bodu v historii bunécné linie). Tento ukazatel se bézné pouziva pfi sledovani stari
primarnich bunécnych linii, Ize jej vSak také vyuzit pro méreni poklesu proliferace v ramci
cytotoxickych a genotoxickych studii (Greenwood, S.K. 2004).

Podrobnéjsi popis metodiky
PDL se pocita podle nasledujiciho vzorce:

PDL(n) = 3.32 (log Cs-log Ci) + PDL(n-1)
PDL(») = hodnota PDL na konci n-té pasaze
log Cs = poCet bunék sklizenych na konci n-té pasaze
log Ci = pocatecni pocet bunék nasazenych na zacatku n-té pasaze
PDL(r-1)= hodnota PDL vypocitana v minulé pasazi

Konecna hodnota PDL po posledni pasazi je tedy souctem vSech hodnot dosazenych
v pribéhu kultivace bunécné linie po celkovou definovanou dobu. V praxi se PDL stanovi
nasledujicim zpldsobem. Buriky jsou pravidelné pasazovany v souladu s jejich pozadavky.
Béhem kazdé pasaze se do kultivacnich nadob nasazuje konstantni pocet (Ci) bunék. Po obdobi
exponencidlniho rlstu jsou buniky sklizeny, spocitdny, je zjiSténa konecna dosazena
koncentrace bunék v ramci pasaze (Cr) a vypocita se PDL.

Pozndmka: Pocdtecni hustotu nasazeni bunék (C;) a interval pasdZovdni kultury je tfeba predem
optimalizovat pro dany typ bunék a kultivacnich podminek. Buriky je tfeba sklizet jesté v obdobi
exponencidlniho ristu, pred dosaZenim konfulence.

Stanoveni PDL u linie normalnich dermalnich fibroblastl béhem chronické expozice
grafenovym nanocdsticim

Buriky a material:

e Lidské dermalni neonatalni fibroblasty (HDFn) byly zakoupeny od firmy ThermoFisher
Scientific (Cat. No. C0045C). Byly kultivovany v médiu Human Fibroblast Expansion
Basal Medium (ThermoFisher Scientific, Cat. No. M106500) s pfidavkem smési
rastovych faktort Low Serum Growth Supplement (LSGS, ThermoFisher Scientific, Cat.
No. S00310), podle doporuceni dodavatele. Pro experiment byly vyuzity burnky od 5.
pasdze.

e Grafenové nanocastice oznaéené GP1 byly zakoupeny od firmy PlasmaChem GmbH
(Berlin, Germany, Cat. No. PL-P-G750), grafenové nanocastice GP2 byly laskavé
darovany institutem CRANN (Trinity College Dublin, Irsko). Zasobni roztok byl



pripraven v koncentraci 250 pug/ml grafenovych nanocastic v 0,02% vodném roztoku
cholatu sodného, sonikovan a skladovan pti pokojové teploté (Svadlakova 2020).

e Pocitaci komlrka BLAUBRAND® Neubauer improved counting chamber (Cat. No.
BR717805), roztok Trypsin-EDTA (Cat. No. 59417C) a trypsin-neutralizacni roztok
(Trypsin Neutralizing Solution, Cat. No. C-41120) byly zakoupeny od firmy Merck.

Postup:

1. V pondéli jsme nasadili buriky do 25 cm? kultivaéni lahve. Po¢ateéni koncentrace byla
1 x 10° bunék na lahev, v 10 ml kultivaéniho média.

2. Ve stfedu jsme médium vyménili za 10 ml Cerstvého média v pfipadé kontrolnich

vzorkd, nebo za 10 ml kultivaéniho média obsahujiciho 10 pug/ml GP1 nebo GP2.

Vsechny varianty jsme testovali v triplikatech.

Buriky jsme nechali proliferovat do pftistiho pondéli.

4. V pondéli, tyden po nasazeni, jsme buriky sklidili:

a. Slili jsme médium a bunky oplachli 2 ml fosfatového pufru PBS (37 °C).

b. Oplachli jsme buriky 2 ml roztoku Trypsin-EDTA a umistili do inkubatoru (37 °C,
5% COz) na 3 min.

c. Uvolnéné buriky jsme opatrné resuspendovali ve 3 ml trypsin-neutraliza¢niho
roztoku prenesli do 50 ml centrifugaéni zkumavky.

d. Bunky jsme centrifugovali 5 min pfi 500 rpm, poté jsme slili trypsin-
neutraliza¢ni roztok a bunécnou peletu jsme resuspendovali ve 3 ml
kultivacniho média.

Pozndmka: Kultivacni médium doporucené pro kultivaci HDFn obsahuje pouze 2% séra,
proto je potfeba pouZivat trypsin-neutralizacni roztok ke véasné inaktivaci trypsinu, aby
nedoslo k poskozeni bunék. V pfipadé, Ze médium obsahuje dostatecné mnoZstvi séra,
je mozné v kroku 4c resuspendovat buriky primo v cerstvém kultivacnim médiu. Je treba
se Fidit doporucenim dodavatele bunécné linie, pripadné vlastnimi zkusenostmi s
danym typem bunék.

5. Po 10 pl vysledné bunécné suspenze jsme napipetovali do kazdé poloviny pocitaci
kom{rky a spocitali pocet bunék v 1 ml suspenze.

6. Spodcitali jsme celkovy pocet bunék ve 3 ml suspenze a ziskali tak hodnotu Cs.

7. Stanovili jsme hodnotu PDL podle vySe uvedeného vzorce.

8. Bunéénou suspenzi obsahujici 1 x 10° bunék jsme pfenesli do nové kultivaéni lahve a
doplnili jsme kultivaéni médium na celkem 10 ml.

9. Kultivaéni lahve jsme umistili do inkubatoru (37 °C, 5% CO,).

10. Kroky 4-9 jsme opakovali po dobu 6 tydn.

11. Po uplynuti této doby jsme ziskali kone¢nou hodnotu PDL.

12. Rozdil v koneé¢né hodnoté PDL mezi ovlivnénymi a kontrolnimi vzorky byl hodnocen
v programu GraphPad Prism 7.0 za pouziti neparového t-testu.

w

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic

Primarni bunécné linie, jako normalni fibroblasty, jsou geneticky stabilni a uchovavaji
si své vlastnosti po mnoho pasazi. Po 60—70 populacnich zdvojenich (pocitdno od izolace



primokultury) vstupuji do stavu senescence (starnuti), kdy dale prezivaji, ale jiz neproliferuji a
vykazuji typicky, se senescenci asociovany fenotyp. Vyzkumnik ma tak k dispozici fadu tydnu
pro provedeni chronického experimentu. Navic je mozné monitorovat bunky az do stadia
senescence a zkoumat vliv testovanych latek na jeji nastup a charakteristicky bunécny fenotyp.
Vyhodou metody je jednoduchost, pocitani koncentrace bunék v pocitaci komdrce je relativné
ekonomicky, a pfitom velice presny zplisob monitorovani bunécéné proliferace. Nevyhodou je
pracnost a ¢asova naro¢nost. Komurku Ize nahradit automatickym pocitaéem bunék, je vsak
tfeba ovéfit, zda poskytuje presné vysledky i pfi nizkych koncentracich bunék. Nevyhodou
metody je nutnost mit k dispozici velkd mnoZstvi testovanych nanomateridll, coZ neni vidy
mozné a muzZe byt ekonomicky narocné.

Je tfeba také mit na paméti, Ze jak se proliferace bunék zpomaluje, zbyva stdle méné
bunék pro nasazeni do dalSich pasazi. Pokud by vyzkumnik mél v imyslu podrobit buriky na
konci experimentu napfriklad testim genové exprese a podobné, musi vcas rozpéstovat buriky
do paralelnich vzork(l, coz dale zvySuje naroky na mnoiZstvi testovaného nanomaterialu a
Casovou ndrocnost experimentll. Nanomateridly pfi chronickém ovlivnéni vSak mohou
vykazovat toxicitu i v koncentracich, které jsou zcela biokompatibilni pfi kratkodobych
experimentech (napf. nami zvolend koncentrace grafenovych nanocastic 10 pg/ml
nevykazovala u bunék HDFn v kratkodobych, 48hodinovych testech metabolické aktivity
zadnou toxicitu). Je proto jen vhodné zaradit také chronické in vitro testy do portfolia test(
cytotoxicity nanomateriald.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledkd

Grafenové nanocastice obou typl béhem Sestitydenni chronické expozice vyznamné
snizily proliferaci bunék stanovenou jako kumulativni pocet populacnich zdvojeni (Obr. 1).
Vysledky byly publikovany v praci Sestakova et al. (2022)

Pozndmka: Smérodatné odchylky byly pro pfehlednost vynechdny; nedosdhly 7% primérné hodnoty
PDL vypocitané ze tii méreni. Statisticky vyznamny rozdil v konecné hodnoté PDL u obou ovlivnénych
vzorku oproti kontrole, nepdrovy t-test, ** statisticky vyznamny rozdil ve srovndni s kontrolou, p<0,05.
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Obr. 1 Vyvoj kumulativniho poctu populaénich zdvojeni (PDL) béhem chronické expozice
normalnich koznich fibroblastd nanocasticim grafenu.

Test metabolické aktivity WST-1 (test cytotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

Stabilni tetrazoliova sGl WST-1 je Stépena na rozpustny formazan komplexnim
bunéénym mechanismem, ktery se vyskytuje primdarné na bunééném povrchu. Tato
bioredukce je do zna¢né miry zdvisla na glykolytické produkci NAD(P)H v Zivotaschopnych
bunikdch. Mnoizstvi vytvofeného formazanového barviva tedy pfimo koreluje s poctem
metabolicky aktivnich bunék v kulture.

Podrobnéjsi popis metodiky
Kultivace:

Buriky se kultivuji v aMEM bez fenolové cervené s 10% FSB, 1% antibiotiky (penicilin,
streptomycin), 10mM Hepes, 1mM pyruvat sodny a 2mM L-glutamin.

Buriky se nasadi do 96jamkovych desti¢ek v koncentraci 5 000-10 000 bunék na jamku,
vzdy s prvnim sloupcem jamek bez bunék (blank), a inkubuji se pfes noc. Po 24 hodinach se
medium vyméni za medium s nanomaterialem (NM). Vzdy 100 pl/jamku.

Inkubace a NM dle potfeby 1 h-72 h

Zasobni roztok WST: Roche 1 644 807

1. Pridejte 5 pl roztoku WST-1 do kazdé jamky. (Lze pouzit i druhou variantu, kdy po
inkubaci s nanomateridlem je veskeré medium zjamek odsato, ev. jamky 1x
proplachnuty PBS bez iontd a nahrazeno novym mediem s WST-1 v poméru 1:20 —
postup ¢. 2)

2. Promérte absorbanciv ¢ase 0 h pfi 450/650 nm (650 nm — referencni vinova délka)



3. Inkubujte 1 nebo 2 hodiny v termostatu 37 °C, 5 % CO»

Nejprve se vypoctéte rozdil absorbanci v ¢ase 1 h (ev. 2 h) a 0 h. Od namérenych absorbanci
odectéte blank, Namérené hodnoty Ize vyjadfit jako % kontroly.

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic

Metoda je rychla, reprodukovatelnd. Je ale nutno zvazit, jakou variantu pridavku WST-
1 provedete (pfidani pouze 5 pl do jamky s testovanym NM nebo vyménite cely obsah media
v jamce) a s tim souvisi i slozeni media — s a bez FBS (fetdlni bovinni sérum) viz vysledky nize.
U 2. postupu prfedpokladdme vyssi zatéz bunék v porovnani s 1. postupem, ale v nékterych
pfipadech je to vhodnéjsi zplsob provedeni testu, protoze je potieba odstranit testovany
material, ktery maze interferovat se samotnym mérenim absorbance.

Nékteri védci pouzivaji ke kultivaci medium bez FBS (z rGznych davod( napfr. FBS, ktery
obali NM a pak vykazuje jiné biologické vlastnosti), u NM bychom peclivé zvazili, zda je
opravdu nutné medium bez FBS pouZivat, nebot FBS je dlleZité pro kultivaci bunék a zaroven
zlepsuje disperzi nanomateriall v médiu. U NM jako je grafen dochazi také ke zvysovani pozadi
absorbance, které, pokud ho vhodné zmérime, Ize odecist beze zmény vysledného hodnoceni
NM viz nize.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledk

Porovnavali jsme dvé provedeni metody WST-1 lisici se ve zpUsobu pridani substratu,
a to bud ptidani 5 pl roztoku WST-1 do kazdé jamky po kultivaci bunék s NM (1. postup), nebo
odsatim media s NM z kazdé jamky a nahrazeni novym s roztokem WST-1 v poméru 1:20 (2.
postup). Testovali jsme TiO, (Plasmachem) v koncentracich 1, 10 a 100 pg/ml s bunécnou linii
A549 (5 tis bb/ml) v mediu bez FBS. Inkubace bunécné linie s NM byla 4 a 24 h (Tab. 1). Na obr.
1 jsou zobrazeny vysledky rozdilu pouziti obou metod ve dvou inkubacnich ¢asech. PFfi pouZziti
2. postupu dochazi v mediu bez FBS ke zvyseni metabolické aktivity bunék exponovanych TiO,.
Z této skutecnosti Ize usuzovat na zatéz bunék mediem bez FBS a zaroven vyménou media pfi
provedeni testu WST-1.

Tab.1 Hodnoty z grafu vyjadreny v procentech kontroly — TiO>

4h 24 h
1. postup 2. postup 1. postup 2. postup
K 100,0 100,0 100,0 100,0
1 101,0 104,5 105,9 105,2
10 98,0 119,7 103,6 116,7
100 98,6 149,1 104,7 158,5
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Obr. 1 Rozdilné provedeni testu WST-1 — dva rizné postupy

Dale jsme porovnavali vliv media na vysledky testovani vlivu NM na bunécnou linii.
Testovali jsme TiO; (Plasmachem) v koncentracich 1, 10, 100 a 200 pg/ml s bunécénou linii
A549 (5 tis. bunék/ml) v mediu s /bez FBS. Inkubace bunécné linie s NM byla 1, 4, 24 a 48
h. Na obr. 2 jsou zobrazeny vysledky rozdilu pouZiti riznych medii (rozdil pouze v pridavku
FBS) pfi pouziti jedné metody (2. postup). Na rozdil od media bez FBS v mediu s FBS
nedochdzi kvyznamnym zméndam metabolické aktivity u testované bunécné linie
exponované TiO, v porovnani s kontrolou. Ucinek r@izného provedeni testu WST-1 a
zpUsobu kultivace je také publikovan v odborném ¢lanku: Jana Bacova et al. (2022)
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Obr. 2 Kultivace A549 s TiO v rozdilném mediu (s/bez FBS) pfi pouZiti stejné metody WST-1

Z divodu potreby ovérit moznost ovlivnéni pozadi pfi méreni absorbance jsme
testovali grafen GP1 (Plasmachem). Grafen byl inkubovan pouze s roztokem WST-1 po
metabolické aktivaci bez bunék po dobu 1 a2 h v koncentracich (5, 15 a 30 pg/ml). Vysledky

jsou shrnuty v tab. 2 a obr. 3.

Tab. 2 Hodnoty obrazku 3 vyjadreny v procentech kontroly — GP1

K 5 pg/ml 15 pg/m 30 pg/ml
1lh 100 100,6 104,6 110,6
1h- 100 99,1 99,2 99,7
background
2 h- 100 98,7 99,2 99,0
background
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Obr. 3 Interference grafenu s absorbanci u metody WST-1 v acelularni pokusu, kde jako
pozadi jsou ptislusné koncentrace grafenu v roztoku.
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Metodiky Ustavu klinické imunologie a alergologie

(odpovédnymi osobami za nize uvedené metodiky jsou Ctirad Andrys, Tereza Svadldkova a
Martina Kolackova)

Pfiprava suspenze nanomateriald/nanocastic pro testovani
imunotoxicity (ve spolupréci s VUVel Brno)

Pfed vlastnim testovanim biologickych ucink( musi byt veskeré nanomaterialy (NMs)
a nanocastice (NPs) fadné charakterizovany a prevedeny do takové suspenze, aby
nedochdzelo k nadmife agregace a samotné suspenzni médium neovliviovalo viabilitu a
aktivacni stav modelovych bunék. Idealni je suspenze ve vodé, nebo biokompatibilnim pufru,
napt. PBS. V pfipadé hydrofobnich NMs je nutné pfistoupit ke stabilizaci rznymi detergenty
(idealné, které se nevaii kovalentné, napt. sodna sll kyseliny cholové), pfipadné proteiny. Je
proto vhodné, aby pfiprava suspenze vychazela ze spoluprace s materidlovymi fyziky a
chemiky, ktefi zajistuji i spravnou fyzikalné-chemickou charakterizaci a hodnoceni stability
NMs a NPs v zasobnich suspenzich. Detailni postup pfipravy a charakterizace
nemodifikovanych grafenovych platka (GPs) a karbonovych nanotrubic (MWCNTSs) lze najit
v nasi publikaci (Svadlakova et al. 2020).

Priklad:

Ukdzka uvodni optimalizace suspenze nemodifikovanych GPs (Plasmachem) — dvodni
méreni, porovnani hodnot. Hodnoceni stability suspenze probihalo na zdkladé hodnot
hydrodynamického priméru (Z-average) a hodnot polydisperzniho indexu (Pdl) ziskanych na
zakladé méreni dynamického rozptylu svétla (DLS) a dale hodnot Zeta-potencidlu (7). Vysledky
Z-average byly porovnavany s transmisni elektronovou mikroskopii (hodnoty ziskané pomoci
DLS v pfipadé planarnich ¢astic byvaji spiSe orientacni).

Grafenové platky (Plasmachem):

Velikost (lateralni dimenze): <2 um
Tloustka: 1-4 nm
Ptistrojové vybaveni: analytické vahy s ionizérem (Ohaus), tyCovy sonikator (QSonica
700/Bandelin), Zetasizer Nano-Ultra (Malvern Panalytical Ltd)
1. NavaZeni, cca 200 pg /ml 0,25 % cholat sodny v destilované vodé
2. Sonikace 30 min, pulzy 1s on/ 1s off — amplituda 75 %, tyCovy sonikator
3. Rozdéleni do vialek, kazda fedéna jinym solventem, méfeni DLS

Z-average
0,25% cholat | 186,5_Pdl 0,203 |- - 25°C
Teplota

Redénodo: |0h 20 h 96 h m.

voda filtr. 198,4 Pdl 0,226 |187,7 _Pdl 0,215 |179,4 PdI 0,213 |37°C
10% FBS 264,4 Pdl 0,250 |247,7 Pdl 0,221 |210,6_Pdl 0,226 |37°C
PBS 239,7 Pdl 0,235 |1173_Pdl 0,529 |2602_Pdl 0,438 |37°C
RPMI 1640 227,9 Pdl 0,214 |767,9 Pdl 0,422 |1125 Pdl 0,354 |37°C




Titrace koncentrace cholatu:
1. Pfiprava 250 pg/ ml suspenze GP, rozdéleni do vialek s rozdilnymi koncentracemi
cholatu
2. Sonikace kazdé vialky 30 min, pulzy 1s on/ 1s off — amplituda 75 %, tyCovy sonikator
3. Meéreni DLS, kontrola okometricky — agregaty

Z-average
c cholatu
(%) Oh 20 h
786,4_PdI
0,001 - 0,936
205,5_PdI 215,7_PdI
0,005 0,216 0,175
204,4_Pdl
0,007 175_Pdl 0,102 0,257
184,7_PdI
0,01 0,195 187,7 Pd1 0,017
0,02 244 _Pdi 0,006 | 196_Pdl 0,347

Okometricky pozorovatelné agregaty rychle klesajici ke dnu, zejména nasledujici den, proto
vybrdno 0,02 %

Meéfeni {-potencialu, porovnani rtiznych solventu:
1. Priprava 250 pg/ml suspenze GP v rlznych detergentech (cholat, triton) nebo ve

fosfatu
2. Sonikace 30 min, pulzy 1s on/ 1s off — amplituda 75 %, tyCovy sonikator
3. Méreni
Z_
Suspenze GP, 250 pg/ml ve: a(\r/]en:a)\ge C-potencial (mV)
H20 bez cholatu 942,5 -31
0,25% chol, dale 5x fedéné - -30,4
0,25% chol, dale 3x centrifugace 20000g 5min, 5x fedéné 119,9 -27,3
5mM fosfatu 800,3 -31,9
5mM fosfatu, dale centrifugace 1000g 10 min, 486,6 35,8
supernatant
5mM fosfatu + 0,125 % choldtu, dale 10x fedéné fosfatem 166,6 -40,7
5mM fosfatu + 0,125 % choldatu, dale fredéné kys. pH 2,5 - -5,49
p o T v 1
SmM fosfatu + 0,02% Triton X 100, dale fedéno 10x 320,2 37,7
fosfatem
5 5 p . —
O,.125A> chol +0,1% BSA, dale centrifugace Air-fuge 3x 30 2125 333
min, peleta
0,02% chol, dale fredéno 2x ¢istym RPMI bez FBS 754,6 -30,3
0,02% chol, dale redéno 2x plnym RPMI bez FBS 1012 -23,8
redéno 2x plnym RPMI bez FBS ale s 0,1% BSA 768,1 -23,5
0,02% chol, dale fedéno 2x plnym RPMI + 10 % FBS 226,3 -10,8




Suspenze grafenu pro nasledujici testovani bunék:

1. Ptiprava 250 ug GP na 1 ml 0,02% cholatu.

2. Sonikace, pulzy 1s on/ 1s off — amplituda 65 %, tyCovy sonikator

3. Autoklavovani, 121°C, 20 min (dle méfeni nema vliv)

4. Naredéni 1:1 s plnym RPMI + 10% FBS

5. Méreni

Z-average (-potencial

Suspenze GP (nm) (mV)
v 0,02% cholatu, dale 2x fedéno H20 175,5 -33,3
v 0,02% cholatu, dale fedéno 1:1 pln. RPMI + 10 % FBS 212,8 -9,35
po expozici (50 ug/ml) 196,5 -6,95

Testovani biologické kontaminace

Hodnoceni kontaminace zasobni suspenze nanomateridli nebo nanocastic by mélo
predchdazet veSkerému testovani imunotoxicity a obecné toxicity. PfestoZe suspenze nemusi
byt nutné kontaminovany celymi mikroorganismy, ¢asto se na jejich povrsich nachazeji jejich
Casti, jako je napt. lipopolysacharid (LPS), ktery patfi mezi nejbéinéjsi kontaminace
vyzkumnych laboratofi. Jeho pfitomnost prokazatelné ovliviiuje, jak pohlcovani nanocastic
napf. makrofdgy, tak vyslednou imunitni odpovéd. Logicky tak dochazi ke zkresleni a
chybnému vyhodnoceni vysledkd.

Nejcastéji pouzivany test na hodnoceni pfitomnosti LPS je LAL (Limulus Amoebocyte
Lysate), ktery ovsem €asto s nanomateridly interferuje. LAL test je zaloZen na LPS-indukované
koagulacni kaskadé vedouci k tvorbé gelové sraZzeniny. Bylo vsak zjiSténo, Ze napf. oxidované
karbonové NMs adsorbuji pfitomny zymogen, cozZ vede k aktivaci koagulace i v nepfitomnosti
LPS. Jind alternativa navrzena (Mukherjee et al. 2016) je zaloZzena na nepfimém prlkazu LPS
pomoci detekce TNF-a produkovaného primarnimi lidskymi makrofagy v pfitomnosti nebo
nepfitomnosti polymyxinu B, inhibitoru LPS. Tento test je vSak omezen cytotoxickym
potencidlem testovanych nanomateridld. Podobné vhodnou alternativou je vyuZiti

......

je praveé LPS.
Bunécna esej — TLR

Esej vyuziva reportérové bunécné linie vychazejici z HEK293 (Human Embryonic Kidney
Carcinoma), které maji vneseny gen pro sekretovanou alkalickou fosfatazu (AP), ktery je
navazan na signdlni drahu NF-kB, ktera je vylu¢né spojena s konkrétnim TLR (v naSem pfipadé
TLR4 nebo TLR2). Po navazani pfislusného agonisty dochazi k aktivaci a produkci AP do
supernatantu, kde se detekuje detekénim médiem, které v pfitomnosti AP modra. Vysledna
absorbance je pfimo umérna hladiné agonisty (LPS, peptidoglykan(, atd.)



Priklad:

Postup stanoveni LPS v suspenzich nanomaterialt

1.

HEK-Blue™-4 (150 pl, Invivogen) se v bezfenolovém médiu (DMEM, 10 % FBS s nizkym
obsahem endotoxinu, 2 mM glutamin, ATB) nasadi do 96jamkové kultiva¢ni desticky
(5%10* bunék/jamka) a inkubuji se 20-24 h pfi 37 °C a 5 % CO2 s 50 ul vzork( GP,
MWCNTs, TiO2 — pouzivaji se nejvyssi pracovni koncentrace, pfipadné nejvyssi
necytotoxické koncentrace, které by mély spadat do testovaného koncentracniho
rozmezi pri vlastnim hodnoceni imunotoxicity. Bunky bez expozice (pfidani pouze
média), buriky kultivované s ultra cistym lipopolysacharidem (LPSyp, 100 ng/ml) slouZzi
jako kontroly.

Desticka se stoci pfi 1000 g, 10 min a 20 pl supernatantl se prenese do nové
96jamkové desticky

K supernatantdm se prida 180 pl detekéniho média a desti¢ka se nechd 30 min —3 h
(pribézné kontrolujeme zbarveni) inkubovat pfi 37 °Ca 5 % CO2.

Vysledna absorbance se méfi na destickovém readeru pfi vinové délce 630 nm proti
referencni vinové délce 750 nm, ktera se odecita

Podobné jako u LAL eseje je nutné kontrolovat mozné interference, zaroven je nutné,

aby dané NMs nebyly pro HEK toxické. Limitaci je i nutnost pouZiti FBS s certifikovanym ultra
nizkym endotoxinem, coz déla metodu vice finan¢né naro¢nou. Na druhou stranu se jedna o
velmi citlivou metodu (0,01 EU/m), kdy hranice detekce byva nizsi nez u zminéné LAL eseje.
Zaroven Ize hodnotit i absenci nespecifickych interakci s konkrétnimi TLR receptory. V pfipadé
pozitivni odpovédi je nutné doplnit metodu jinou alternativou.
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Dostupné rlzné varianty TLR bunék nabizi moZnost hodnoceni vétsiho po¢tu moznych
kontaminant(. V ptipadé HEK-Blue™-4 Ize metodu i kvantifikovat pomoci koncentracni fady
standardniho LPS. Pomoci HEK-Blue™-4 a HEK-Blue™-2 (Invivogen) byla pribéiné
kontrolovana sterilita vSech dostupnych suspenzi nanomateriali. Pomoci bunék byla pozitivni
odpovéd nalezena pouze u SiO2 nanovldken, které byly na zakladé toho z testovani
imunotoxicity na monocytech a makrofazich vyrazeny.

Vysledek testovdni suspenzi NMs a NPs:

Hodnoceni aktivace HEK-Blue™-4; Data jsou prezentovdna jako medidn s 95 % CI; ***
p <0,001; ** p <0,01 zddraznuji statistickou vyznamnost ve srovndni s neexponovanou
kontrolou (DMEM).

Hodnoceni imunotoxicity

Imunotoxicita predstavuje negativni (toxicky) vliv daného faktoru nebo castice na
imunitni systém. Obecné zahrnuje cytotoxické, imunosupresivni a imunostimulacni reakce.
Hlavnim projevem imunotoxického plsobeni je zanét.

Hodnoceni cytokinl jako medidtor( zanétu

Akutni zanét je komplexni obrannd reakce organismu na naruseni vnitfniho prostredi.
Za fyziologickych podminek odezniva bez nasledkl. Jestlize dojde k selhani regulacnich
mechanismu, nebo pretrvdva-li stimula¢ni agens v organismu, prechazi akutni zanét do
chronického zdnétu. Dlouhodobé pretrvavajici chronicky zanét je patologicky proces, ktery
muzZe vyustit v nevratné poskozeni tkani, rozvrat imunitnich funkci a nadorové bujeni. Mezi
klicové medidtory zanétu patii cytokiny a zejména interleukiny (IL), signdlni molekuly (obvykle
polypeptidy a proteiny) produkované imunokompetentnimi ale napf. i epitelovymi i
endotelidlnimi burikami.

Na zdkladé stanoveni jejich hladiny plazmé a séru, potaimo v supernatantech lze
NMs a NPs jsou profesionalni fagocyty, tedy monocyty, které cirkuluji v krvi, a z nich
diferencované makrofagy a tkanové (rezidentni) makrofagy. Z toho dlivodu je vhodné
pouzivat jako bunéény model pravé tyto buriky, pfipadné jejich varianty. Pfi pouziti
nadorovych linii je vhodné doplnit méfeni na vice typech, nebo Iépe na primarnich bunkach.

ELISA

Enzymova imunosorbéni analyza ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
je standardni metoda vyuzivana ke stanoveni protilatek nebo antigen(, véetné interleukind,
v biologickém vzorku. Principem je specificka interakce antigenu a protilatky, pricemz jeden
z této dvojice nese kovalentné navazany enzym (nejCastéji peroxiddazu nebo alkalickou
fosfatazu). Enzym katalyzuje chemickou preménu bezbarvého substratu, ktery je pfidan do
reakéni smési, na barevny produkt. V pfipadé klasické sendvicové ELISY je pak vyslednd
absorbance barevného produktu pfimo iumérna koncentraci testovaného cytokinu.

Pfiklad:



Postup stanoveni hladiny IL-10 v supernatantu metodou sendviCové ELISY (Quantikine,

Biotechne) u primarnich monocytl exponovanych karbonovym NMs a nasledné teplem
usmrcenym bakteriim — sledovani modula¢niho ucinku NMs na reaktivitu vici bakteriim

1.

2.

Sebrané supernatanty je nutné stocit pti 300 g, 5 min, aby se odstranily buriky (v nasem
pfipadé i nepohlcené bakterie) a pfenést do novych zkumavek. Pokud jsou stale
pfitomné nanocastice, které by mohly interferovat s metodou, je nutné je znovu stocit
pfi 10 000 g, 10 min.

Vysledné supernatanty lze rovnou pouzit nebo pfipadné uschovat zamrazenim pti— 80
°C (IL-10 Ize ponechat i pfi 4 °C cca po dobu tfi tydnu)

Nasledny postup vychazi z protokolu vyrobce:

10.

11.
12.

13

Vsechny reagencie véetné dodané 96jamkové desticky se dle pokynl nahteji na
pokojovou teplotu (21 °C) pfipadné pripravi dle pokyna.

Do dCistych polypropylenovych vialek se pripravi kalibra¢ni fada standardu postupnym
(dvojkovym) fedénim. Posledni (8.) vialka obsahujici pouze pufr/rozpoustédlo slouzi
jako standard o koncentraci O.

Testované vzorky se predem pétkrat nafedi pomoci rediciho pufru.

Ptipravené standardy a testované fedéné vzorky se po 200 ul pfenesou do pfichystané
96jamkové desticky, kterd se zalepi ptiloZzenou félii a necha se inkubovat 2 h v pokojové
teploté.

Vsechny jamky se odsaji a tfikrat promyji (300 ul) promyvacim pufrem pomoci
promyvacky, pripadné multikandlové pipety. Po poslednim promyti se desticka
dikladné ale kratce vyklepe proti buniciné (nesmi zcela vyschnout).

Do vsech jamek se nepipetuje 200 ul konjugatu a desti¢ka zalepena novou félii se
nechd 1 h inkubovat.

Promyti jako v bodé 7.

Do vSech jamek se nepipetuje 200 pl substratu a destic¢ka zalepena novou félii se necha
inkubovat ve tmé, kdy se pfileZitostné kontroluje vznikajici modré zbarveni, max 30
min.

Do vSech jamek se ptrida STOP roztok po 50 pl.

Vysledna absorbance se odeditda pomoci readru pfi 450 nm proti 570 nm jako
referenc¢ni vinové délce

. Koncentrace se vypocita pomoci hodnot kalibrac¢ni fady standardu

Ukdzka vystupu méreni:

Kalibraéni kfivka, vzorky

5 6 7 8 9 10 11 12
A 081 | osss [ 1,022 Detia
B 0503 | 0473 | 0487 Detta
g 0,617 0828 | 0576 | 0778 Detia
D 0,327 0282 | 0281 | 0395 Delta
E 0,173 0025 | 0024 | 0,025 Detia
F 0,094 0026 | 0024 | 002 Detta
G 005 | 1,853 0027 | 0027 | 0028 Detia
H 002 | 1,256 0022 | 0022 | 0,023 Detia




Kalibracni k¥ivka-graf
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ELISA je nejvice vyuzivanou metodou ke stanoveni hladiny cytokin(i v supernatantech.
Vyhodami jsou vysoka citlivost a kvantifikace vysledku, dale moZnost automatizace a
rozmanity vybér v testovanych antigenech. Vétsina eseji nevyzaduje sloZitou pripravu vzorku,
nicméné zejména sendviCova Uprava muZe byt ¢asové ndarocna v kontextu navazani na
predchozi experiment, coz limituje pouZziti Cerstvych supernatant(. V zavislosti na typu
sledovaného analytu mize béhem uchovavani v mrazaku dochazet k degradaci vzorku, coz
snizuje kvalitu vysledku. Pfi velkém mnozstvi vzork(, napf. u in vitro testovani nanocastic na
bunéénych liniich, kdy se testuje nékolik koncentraci, pfipadné typd NMs/NPs, dochazi téz
k vyznamné finan¢ni zatézi. Problémem u testovani imunotoxicity nanocastic maze byt i
interference, pokud NMs/NPs z(stanou pfitomné ve vzorku, nicméné vzhledem k nékolika
promyvacim kroklm dochazi béhem testu k jejich odstranéni.

Na druhou stranu, nékteré NMs/NPs mohou mérené cytokiny vyvazovat, ¢imZ
v dUsledku dochazi k faleSné negativnimu vysledku. Z tohoto ddvodu je nutné provadét test
interference, kdy se vzorek s definovanou koncentraci cytokinu (napf. se standardem) nebo
vzorek ziskany z bunék predem stimulovanych definovanym stimulantem inkubuje s NMs/NPs
a nasledné se vzorek porovnava s totoznymi vzorky bez NMs/NPs. V pripadé prokazané
interference je nutné pristoupit k alternativnim metodam detekce proteinu a molekuldrnim
metodam. V nasem pripadé testovani nemodifikovanych karbonovych nanomaterialt
k vyznamné interferenci nedochazelo.

Bunécna esej

Alternativou hodnoceni cytokini je bunécénd esej zaloZena na reportérovych burikach,
u nas konkrétné systému HEK-Blue™ (Invivogen). Princip spocivd ve vneseni genu pro



sekretovanou alkalickou fosfatazu (AP), ktery je navazan na signalni drahu NF-kB, ktera je
spojena s povrchovym receptorem specifickym pro konkrétni cytokin. Po navazani cytokinu
dochazi k aktivaci této drahy a nasledné k produkci AP, kterd se detekuje v supernatantu
pomoci detekéniho média obsahujiciho substrat a dochazi k barevné zméné. Vysledna
absorbance je pfimo umérna koncentraci pavodniho cytokinu.

Priklad:

Postup stanoveni hladiny IL-10 v supernatantu _metodou HEK-Blue™ IL-10 u primarnich
monocytll exponovanych karbonovym nanomateriallm a ndsledné teplem usmrcenym
bakteriim — hodnoceni modulaéniho ucinku

1. Sterilné sebrané supernatanty je nutné stocit pfi 300 g, 5 min, aby se odstranily buriky
(v nasem pripadé i nepohlcené bakterie) a prenést do novych zkumavek/desticky.
Pokud jsou stdle pfitomné nanocastice, které by mohly interferovat s metodou, je
nutné je znovu stocit pfi 10 000 g, 10 min.

2. Vysledné supernatanty lze rovnou pouzit nebo ptipadné uschovat zamrazenim pti — 80
°C (IL-10 Ize ponechat i pfi 4 °C cca po dobu tfi tydnu).

Nasledny postup vychazi z protokolu vyrobce, nutno dodrZovat sterilni podminky: Soucasti

je predchozi kultivace reportérovych bunék v selekénim bezfenolovém médiu (DMEM)

s obsahem 2 mM glutaminu, 10 % FBS, které musi byt inaktivované kvali eliminaci

pfirozené se vyskytujici AP, a s obsahem selekcnich antibiotik danych vyrobcem.

3. Kontroly a vzorky se po 20 ul prenesou (v triplikdtech) do 96jamkové kultivacni
desticky.

4. Ke vsem vzorkim se pfida 180 pl bunééné suspenze (0,28x10° bunék/ml) v kultivaénim
bezfenolovém médiu (bez selekénich antibiotik) a buriky se nechaji 20-24 h inkubovat
pri37°Ca5 % CO2.

5. 20 pl supernatantu ze vzork( a kontrol se pfenese do nové 96jamkové desticky.

6. Prida se 180 ul detekéniho média (pfedem pripraveno smichanim 1 ml reagentu, 1 ml
pufru s 98 ml destilované vody) a necha se inkubovat 30 min — 3 h.

7. Vyslednd absorbance se méfi na readeru pfi vinové délce 630 nm.

Ukdzka vystupu méreni:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 630
B 0,6 0,654 0,643 630
c 12,024 | 0311 | 0203 [ 0325 630
D 0,596 0,354 0,473 630
E 0,233 0,262 0,256 630
F 0,137 0,159 0,149 0,158 0,144 0,17 0,15 0,146 0,112 630
G 0,105 0,147 0,106 630
H 630

Bunécné eseje jsou plivodni metodou testovani cytokint. Na rozdil od ELISY nejsou
kvantitativni a mivaji nizsi citlivost. Soucasti je i udrZzovani bunécnych linii a prace s nimi.
Naproti tomu je vyhodou specifické detekovani pouze bioaktivnich forem cytokint, coz neni u
nékterych ELIS zajiSténo, pripadné neni jasné uvedeno, co se konkrétné testuje. V ramci
testovani vysokého poctu vzorku je bunécna esej idedlni jako screeningova, a navic vyznamné
levnéjsi metoda pro porovnani rtiznych koncentraci stimulantd, NMs/NPs. Vlastni nasazeni
supernatantt k burnkam trva obvykle do 30 min. (sendvi¢ova ELISA trva obvykle 4—6 h), tudiz



je to také vhodna metoda pro testovani rychle degradujicich cytokin( a nékolika cytokin(
zaroven.

Béhem naseho testovani IL-1B dochazelo k jeho snizeni v zamrazovanych vzorcich,
tudiz byla zvolena metoda detekce formou bunécné eseje, kdy se supernatanty ihned
prenasely do nové desticky a nechaly inkubovat s reportérovymi burikami. Takto mohly byt
jednou osobou soucasné provadény dalsi analyzy, napf. detekce LDH (viz viabilita) ve zbylych
supernatantech. Podobné jako u ELISA metody je zde nutné kontrolovat interference,
pfipadné je nezbytné, aby testované supernatanty neobsahovaly cytotoxické koncentrace
stimulantd, coz se v pripadé nanocastic fesi jejich sto¢enim na 10 000 g, viz postup.

Béhem nasi prace byly vyuzivdny obé metodiky detekce cytokinli zejména pro
ovérovani vysledkl u hodnoceni modulace imunitnich ucinkl jak GPs, karbonovych nanotrubic
(MWCNTSs), tak nanocastic TiO2. Pouzivani bunéénych eseji ndm pak umoznilo soucasny

.....

v publikaci (Svadlakova et al. 2021).

Porovndni ELISA a bunécné eseje v rdmci méreni hladiny IL-10 pfi testovdni
modulacnich ucinkt nemodifikovanych karbonovych NMs na prozdnétlivou odpovéd monocytu
vuci bakteriim:

Produkce IL-10 u izolovanych monocyti stimulovanych GPs (60 ug/ml), MWCNTs (30
ug/ml) a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1x10’); Data jsou prezentovdna jako krabicovy graf
od minima do maxima se vsemi body. Hodnoty ** p <0,01 a * p <0,05 znadi statistickou
vyznamnost ve srovndni s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns — nesignifikantni.
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Bunécnd esej:
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Hodnoceni aktivace NLRP3

V rdmci testovani medidtord zanétu u sledovani imunotoxickych ucinkd nanomateriala
se za nejvyznamnéjsi cytokin povazuje prozanétlivy cytokin IL-1B jakoZto produkt aktivace
intracelularniho  makromolekuldrniho komplexu - inflamazomu. Konkrétné NLRP3
inflamazom je klicovym zprostfedkovatelem imunotoxicity NMs/NPs. Dlvodem je jeho
,univerzalnost” a Siroké spektrum moznych aktivator(, které maji charakter PAMPS/MAMPS,
tedy vzory spojené s mikrobidlni kontaminaci, ale i DAMPs, vzory spojené s poskozenim bunék.
Hodnoceni aktivace NLRP3 odhali sterilni zanét, ke kterému ¢asto vlivem NMs/NPs dochdzi.

Nejjednodussim zplisobem detekce aktivace NLRP3 je méreni cytokinu IL-1B. Nej¢astéji
se hodnoti kanonickda aktivace NLRP3, ktera probihd u makrofagu. Za timto ucelem je vhodné
vyuZit jako in vitro bunéény model pravé lidské primdarni makrofagy, které ovSem nejsou
snadno dostupné. Alternativou jsou ndadorové linie, které vSak nemusi stoprocentné
odpovidat odpovédi nepozménénych bunék. Vtomto pfipadé jsou idealni geneticky
modifikované (transfekované) linie specificky ur¢ené k hodnoceni daného mechanismu.
Béhem nasi prace byly z téchto ddvodl zvoleny modifikované lidské monocyty THP1-null a
THP1-deff, které byly navrZzeny tak, aby byla specificky monitorovana aktivita NLRP3. Prace
s témito liniemi je analogicka s praci s klasickymi THP-1 (bezfenolové RPMI1640, 10 % FBS, 2
nM glutamin, 10 mM HEPES) s vyjimkou poufZiti selekénich antibiotik v kultivacnim médiu,
které zajistuji pozadovany genotyp. Jako viechny imunitni buriky je vhodné, aby pouZité FBS
bylo inaktivované a s certifikovanym nizkym obsahem endotoxinu, aby nedochazelo
k nechténym predaktivacim bunék a ndsobeni reakci. Postup hodnoceni vychazi z doporuceni
dodavatele bunék.

Priklad:
Postup stanoveni kanonické aktivace NLRP3 po expozici karbonovym nanomateridlim

1. THP1-null/deff (Invivogen) se v koncentraci 3,6x10° bunék/jamka/200 pl nasadi do
96jamkové kultivaéni desticky




2. Ke vSsem bunkam vcetné negativni kontroly se prida ultracisté LPS ve vysledné
koncentraci 1 pg/ml a buriky se nechaji 3 h inkubovat pfi 37 °Ca 5 % CO2 (,,priming“ —
nezbytny 1. signal predchazejici kanonickou aktivaci, ktery ale k samotné aktivaci
nevede).

3. Ze vSech jamek se opatrné odsaje médium s LPS a pfida se 200 pl cerstvého média
s riznymi koncentracemi nanomaterial(. K negativni kontrole se pfida pouze cerstvé
médium. Jako pozitivni kontrola muze slouzit ATP, krystaly kyseliny mocové, nebo
nanocastice SiO2. Buriky se nechaji 24 h inkubovat pfi37 °Ca 5 % CO2.

4. Supernatanty se dle potieby stoci (viz zpracovani supernatantl vyse) a pfenesou se po
50 ul do nové 96jamkové desticky, do které se prida po 150 pl suspenze HEK-Blue™ IL-
1B (0,33x10° bunék/ml).

5. Dalsi postup analogicky se stanovenim IL-10, viz vySe. Pfi slabé odpovédi Ize nechat
buriky inkubovat 48 h.

Postup zahrnuijici vyuziti modifikovanych THP1 bunék s naslednou detekci IL-1B pomoci
bunécéné eseje byl vyuzit i v pfipadé hodnoceni TiO2 nanocastic. V prabéhu hodnoceni nebyla
prokdzana zadna interference testovanych nanomaterial(i a nanocastic s esejemi. Problém by
mohl nastat u ¢astic, které jsou vyrazné cytotoxické, kdy je nutné optimalizovat testovanou
koncentraci, a dale v pfipadé vyvazovani, viz vySe. MoZnou nevyhodou této metody je vyssi
pofizovaci cena modifikovanych bunék, nicméné dané buriky Ize namnoZit a uchovavat témér
neomezené v parach dusiku nebo kapalném dusiku, kdy pti ¢astém opakovani testl se vstupni
investice velice rychle navrati. Je moZzné vyuzivat i zakladni linii THP-1, nicméné je nutna vétsi
optimalizace. Deficientni burky lze nahradit pouZitim specifického inhibitoru MCC950.
Samotnd metoda pak neni ndrocna na pfistrojové vybaveni, kdy je nutné vlastnit pouze
destickovy spektrofotometr s monochromatorem, ptipadné s filtry pro dané vinové délky.

Vysledek hodnoceni kanonické aktivace NLRP3, detailni vysledky shrnujici prozanétlivy
potencidl karbonovych nanomateridlt Ize najit v publikaci (Svadlakova et al. 2020).
THP1-null: Produkce IL-18 po expozici GP1, GP2 a MWCNTs; CH — choldt sodny, Data jsou
prezentovdna jako podil produkce IL-18 exponovanych bunék a neexponované kontroly (RPMI)
a zobrazena jako primér + standardni odchylka; ** p <0,01 a *** p <0,001 zdiraznuji
statistickou vyznamnost ve srovndni s RPMI.
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THP1-deff — ovéreni specifity pomoci deficientnich bunék: Produkce IL-16 u THP1-defNLRP3 a
THP1-defASC po expozici GP1, GP2 a MWCNTs. Data jsou prezentovdna jako podil produkce IL-
18 exponovanych bunék a neexponované kontroly (RPMI) a zobrazena jako primér +
standardni odchylka
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Zasadni vyznam hodnoceni IL-1B se potvrdil béhem porovnavani nékolika rGzné
modifikovanych MWCNTs. Zatimco cytokiny neasociované s inflamazomem jako jsou IL-6
nebo TNF-a byly produkovany pouze v jednom ptipadé, IL-1B byl produkovan vidy, tudiz
pouze na zakladé IL-1B byl potvrzen prozanétlivy efekt u vSech typd MWCNTSs. Z toho vyplyva,



Ze hladina IL-1B by méla byt hodnocena vidy pfi testovani imunotoxickych Gcinkd. Vysledky
byly prezentovany formou plakatového sdéleni na mezinarodni konferenci 1UIS2019 v Ciné.
Abstrakt vysel v konferenénim sborniku s ISBN (Svadlakova et al. 2019).

Hodnoceni viability

Nezbytnou soucdsti sledovani imunotoxicity je hodnoceni viability bunék. Vedle
sledovani intracelularni distribuce je nutné sledovat, zda danou cytokinovou odpovéd
nedoprovazi i zvySend umrtnost, zejména pyroptdza, ktera je nefyziologickou soudasti
aktivace NLRP3 a byva soucasti chronického zanétu.

LDH esej

Méreni laktatdehydrogendzy (LDH) v supernatantu exponovanych bunék patti mezi
klasické metody hodnoceni cytotoxicity. LDH se za fyziologickych podminek nachazi
v cytoplazmé vSech bunék a po poskozeni bunééné membrany se dostava do okolniho média,
kde mlze byt detekovana pomoci sprazené enzymatické reakce. LDH katalyzuje preménu
laktatu na pyruvat pomoci redukce NAD+ na NADH. Nasledna oxidace NADH vede k redukci
tetrazoliové soli na ¢erveny formazanovy produkt, ktery lze mérit spektrofotometricky pfi 490
nm. Hladina formazanu (mira absorbance) je pfimo Umérna mnozstvi uvolnéného LDH do
média, a tedy cytotoxicité.

Priklad:

Postup méreni LDH v supernatantu u primdrnich monocytl exponovanych karbonovym
nanomaterialiim

1. Monocyty se v koncentraci 2x10° bunék/jamka/100 pl média nasadi do 96jamkové
kultivaéni desti¢cky — koncentrace bunék zavisi na bunééném modelu, kdy je vhodné
predem udélat optimalizaéni pokus s lyzaty, viz postup vyrobce.

2. Kbunkdam se pfidda po 100 ul bezfenolového kultivaéniho média s poZzadovanymi
koncentracemi nanomateriall (triplikaty). Ke dvéma dalSim triplikatiim se pfida pouze
bezfenolové kultivacni médium (negativni kontrola a pozdéji lyzat) a buriky se nechaji
inkubovat 24, 48 nebo 72 h pfi37°Ca 5 % CO2.

3. 45 min pred koncem inkubace se do triplikatu pro lyzat ptidd 20 ul lyzaéniho pufru (10x
koncentrovany, obvykle soucasti kitu (CyQUANT™, Invitrogen), pfipadné lze bunky
stocit na 15 000 g, 10 min, aby doslo k naruseni bb membran)

4. Sebrané supernatanty, je nutné stocit pfi 300 g, 5 min, aby se odstranily buriky a
prenést do novych zkumavek. Pokud jsou stale pfitomné nanodastice, které by mohly
interferovat s metodou, je nutné je znovu stocit pfi 10 000 g, 10 min.

5. Vysledné supernatanty vcetné lyzatd se po 50 ul prenesou do nové 96jamkové
desti¢ky, do tfech volnych jamek se napipetuje po 50 ul kultivaéni médium — blank

6. Ksupernatantlm, lyzatdm a blanku se prida 50 pl LDH mixu, pfedem pfipraveného dle
pokynU vyrobce a necha se 30 min inkubovat v pokojové teploté ve tmé.

7. Do vsech jamek se ptida po 50 ul STOP roztok a desticka se zméri pomoci readeru pfi
490 nm proti 680 nm jako referencni vinové délce

8. % cytotoxicity se vypocitaji z hodnot absorbance po odecteni blanku (Ass0 — Aeso)
pomoci nasledujici rovnice




o (test.vzorek — negativni kontrola)
% cytotoxicity = 7 — x 100
(lyzat — negativni kontrola)

LDH esej je pomérné casto vyuZivanou metodou pro stanoveni miry cytotoxicity
vyvolané zejména karbonovymi NMs. Vyhodou je mozné ,parovani“ s detekci IL-1B, kdy
pozitivni nalez produkce cytokinu a zdroven Uniku LDH lze hodnotit jako pyroptézu, tedy
specifickou smrt bunky, pfi niz dochazi k jejimu prasknuti a vyliti silné prozanétlivého obsahu
do svého okoli. Ddle LDH esej, konkrétné u nemodifikovanych karbonovych nanomateriald,
pfedstavuje jednu zmala robustnich cytotoxickych metod, pfi které nedochazi
k interferencim. Nicméné je nutné pfedem NMs odstranit, jelikoZz mohou vyvazovat formazan
a branit tak barevné zméné. Z toho dlvodu byl jako jeden z klasickych cytotoxickych testu
vyfazen test MTT. U WST-1 byly vysledky variabilni v zavislosti na pouZitych burikach.
Nevyhodou LDH eseje je nizka citlivost, kdy nedochazi k odhaleni metabolickych zmén ani
prvnich fazi apoptdzy.

Naopak vyhodou je moZnost zakoupeni predpfipraveného kitu, kdy vlastni postup je
velmi jednoduchy a ¢asové nendrocny. LDH esej byla vyuzivana v testovani vSech bunécénych
modell a vSech dostupnych NMs a NPs (GPs, MWCNTs, TiO2, SiO2). Esej byla vyuZita i pro
stanoveni pyroptdzy, kdy jeji spolehlivost byla ovéfena pomoci reportérovych bunék THP1-
HMGB1-Lucia™ (Invivogen). V ramci testované cytotoxicity TiO2 byla metoda doplnéna
hodnocenim WST-1, viz cytotoxicita). Obé metodiky prokazaly mirnou cytotoxicitu pouze u
nejvyssich koncentraci (u monocytli a makrofagt)
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Vysledek hodnoceni cytotoxicity nemodifikovanych grafenovych pldatki (GPs) a karbonovych
nanotrubic (MW(CNTs), detailni vysledky shrnujici cytotoxicky potencial karbonovych
nanomateridli Ize najit v publikaci (Svadlakova et al. 2020).

Viabilita primdrnich monocytii hodnocend jako %unik LDH po 24 h expozice GP1, GP2 a
MW(CNTs; CH — choldt sodny; Data jsou zobrazena jako primér + standardni odchylka; *** p
<0,001 zddrazriuje statistickou vyznamnost ve srovndni s neexponovanou kontrolou (RPMI).
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Metodiky Ustavu preventivniho Iékafstvi

(odpovédnymi osobami za nize uvedené metodiky jsou Andrea Malkova, Jindra Smejkalova a
Martina Zemanova)

Mikronukleus test (test genotoxicity a cytotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

Mikronukleus test s blokaci cytokineze (Cytokinesis Block Micronucleus Test; CBMN)
pomoci Cytochalasinu B pfedstavuje jednu z nejrobustnéjsich, levnych, rychlych a senzitivnich
metod pro hodnoceni cytotoxického ¢i cytostatického a genotoxického potencidlu chemickych
latek i NPs v podminkdch in vitro i in vivo Ci pfi expozici osob v ramci biomonitoringu
(Sabharwal et al. 2015, Ruiz-Ruiz et al. 2020).

Metoda je zaloZena na detekci az deviti biomarkerd cytotoxického a genotoxického
uCinku testovaného materidlu v cytoplasmé interfazickych bunék. V pfipadé hodnoceni
cytotoxického potenciadlu se konkrétné jedna o cytokinesis-block proliferation index (CBPI),
replikacni index (RI), index déleni jader (nuclear division index; NDI), a s nimi asociované
procento cytostazy (% cytostasis), dale pak pocet ¢i procentuadlni zastoupeni nekrotickych a
apoptickych bunék. K hodnoceni genotoxického potencidlu je vyuZivana detekce poctu Ci
procentudlniho zastoupeni binukledrnich bunék (BNC) s pfitomnosti mikrojadra (MN),
jaderného pupenu (nuclear bud; NBUD) ¢i nukleoplasmatického mustku (nucleoplasmic
bridge, NPB) v cytoplasmé (Fenech 2007).

Biomarkery pouzivané k hodnoceni cytotoxického potencialu odrazeji pocet jadernych
déleni (a tim moznych bunécénych déleni) realizovanych po pfidani Cytochalasinu B, ktery
blokuje déleni bunky, nikoli vsak jadra. Napfiklad pfitomnost BNC znaéi probéhlé jedno
jaderné (bunécné) déleni a pritomnost tfi- ¢i Ctyfjaderné bunky probéhld dvé jaderna
(bunécénd) déleni. Porovnanim poctu BNC, tfi- a ¢tyfjadernych bunék mezi exponovanou a
kontrolni bunéénou populaci umoziuje urdit cytostaticky potencial testované NP.

Pocet MN v BNC umozZnuje hodnoceni jak poskozeni DNA ve smyslu indukce
chromozomovych zlomud (klastogenniho potencialu), tak naruseni migrace chromozomu
béhem déleni (aneugenniho potenciadlu) pripadné i epigenetické mechanismy narusujici
spravné déleni bunék, jako je hypomethylace opakujicich se sekvenci DNA v
pericentromerické oblasti vedouci k nespravnému napojeni déliciho vieténka a dalsi. Pocet
NPB v BNC odrazi predevsim indukci chromozomovych zlomd, tedy zejména klastogenni
potencial testované NP, ale mohou indikovat i napfiklad poruchy v oblasti telomer (Fenech et
al. 2011, Mateuca et al. 2012). Pocet NBUD v BNC mUze odrazet zmény osmolarity v burice,
poruchu syntézy jaderné membrany (Utani et al. 2011) ¢i aktivni proces eliminace
nadpocetného jaderného materidlu (Fenech et al. 2011).

Podrobnéjsi popis metodiky

Expozi¢ni scénar vychazi z doporuceni OECD (2016). CBMN je provadén podle metody
popsané Fenechem (Fenech 2007) s drobnymi modifikacemi.



Bunécna linie (v nasem pripadé THP-1) je vobjemu 2,5 ml a koncentraci bunék
2 x 10° bunék/ml nasazena do 6jamkové desti¢ky a exponovana zvolené koncentraci NPs (k
dosaZzeni je smichano 1,25 ml bunécné kultury o dvoundsobné koncentraci (tedy
4 x 10° bunék/ml) a 1,25 ml suspenze NPs s rovnéz dvoundsobnou koncentraci, nez je kone¢na
testovand koncentrace NPs). Jsou zafazeny i pozitivni kontroly s genotoxickou latkou (v nasem
pripadé cytosin arabinosid v kone¢né koncentraci 5 a 20 ng/ml) a negativni kontrola (bunéc¢na
linie v médiu bez ovlivnéni). Doba expozice NPs je zvolena na 1,5 az 2ndsobek délky
bunécného cyklu, aby byl zajistén i kontakt NPs s jadernym obsahem a mitotickym aparatem
buniky béhem déleni. Dobu expozice je tedy nutné vidy upravit dle pouZzité linie. V nasem
pfipadé THP-1 bunécné linie je doba expozice 40 h.

Kultivace bunék probiha vinkubdtoru pfi teploté 37 °C a 5% koncentraci CO.. Po
skonéeni expozice jsou bunky sto¢eny na 300 x g po dobu 5 min a celkové dvakrat oplachnuty
PBS za sterilnich podminek. Médium je vyménéno za cerstvé, je pfidan Cytochalasin B
v konecné koncentraci 5 pg/ml do vSech kultur a kultivace pokracuje po dobu potfebnou
k pfitomnosti alesport 60 % BNC ze vSech bunék (v pfipadé THP-1 po dobu dalSich 30 h).
Nasledné jsou kultury premistény do konickych zkumavek, centrifugovany po dobu 8 min pfi
200 x g a fixovany v prvnim kroku 8 ml roztoku methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
3:1 spfidavkem 225 uL 36-38% formaldehydu a v dalSich dvou krocich v8 ml roztoku
methanol a ledové kyseliny octové v poméru 3:1 pro kazdy vzorek (pfi pfipravé tésné pred
zpracovanim je vhodné jeho uchovani v lednici). Mezi kazdym fixa¢nim krokem probiha
centrifugace po dobu 8 min pri 200 x g. Po opétovné centrifugaci (8 min, 200 x g) je odstranén
témér vSechen supernatant s vyjimkou cca 1 ml nad peletou, ve kterém je bunécnd peleta
resuspendovana.

Nasledné je suspenze nakapdana na dvé vychlazena navlhéenad vodorovné uloZena
podloZni skla a ponechdna schnout pres noc pfi pokojové teploté. Fixaci vzork( je vhodné
provadét v digestofrivzhledem k drazdivym a toxickym ucinkiim pouzitych roztok( a s pouzitim
zakladnich osobnich ochrannych pracovnich prostfedkd (pracovni odév, rukavice, ochranné
bryle). Nasledujici den jsou vzorky obarveny 5% Giemsa-Romanowski roztokem ve vodé po
dobu 10 min, oplachnuty pod tekouci vodou a na zavér v demineralizované vodé a po uschnuti
ulozeny do boxu na mikroskopické preparaty (OOPP je vhodné pfi barveni doplnit o gumovou
zastéru). Dalsi skladovani je mozné v boxech pfi pokojové teploté.

PodloZni skla jsou predem myta specidalnim zplsobem. Podlozni skla jsou po dobu
minimalné 24 h ponofena do chromsirové smési v kadince, nasledné premisténa do kbeliku s
kohoutkovou vodou, kde jsou tfikrat proplachnuta a ponechana minimalné 2 h pod tekouci
vodou. Nasledné jsou podlozni skla oplachnuta tfikrat v aqua demineralisata a ponechana v
Cisté aqua demineralisata do druhého dne, kdy jsou z vody vyjmuta, vyleSténa latkou
nepoustéjici vlakna, uloZzena do boxu na mikroskopické preparaty a uchovana v mraznicce do
pouZziti.

Analyza vzorkd je provadéna pomoci svételného mikroskopu pfi 400nasobném
zvétseni. V pfipadé hodnoceni cytostatického potencidlu je hodnoceno nejméné 500 bunék.
Pfi hodnoceni genotoxického potencidl je analyzovano 1 000 BNC. K pocitani BNC je pouzit
rucni ¢itac.



Pfi hodnoceni cytostatického potencialu jsou vyuZity pocty mononuklearnich
(MONOC), binuklearnich (BNC), trinuklearnich (TRINC) a tetranukledrnich (TETRC) bunék a
nasledné vypocteny parametry dle nasledujicich vzorcu:

nMONOC + 2 *nBNC + 3 * (nTRINC + nTETRC)

CBPI =
(celkovy pocet bunék)

(nBNC + 2% (nTRINC + nTETRC)) T
(celkovy pocet bunék)

(nBNC ¥ 2 « (nTRINC + nTETRC)) «
(celkovy pocet bunék)

RI =

_ (MMONOC + 2 +nBNC + 3 *nTRINC + 4 x nTETRC)

NDI
(celkovy pocet bunék)

T se vztahuje ke kulturam exponované testované NP a K se vztahuje ke kontrolni kultufe bez
expozice (kultura pouze v kultivaénim médiu).

Procento cytostazy (% cytostasis) je pak vypocteno dle vzorce:

(CBPDT
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K hodnoceni genotoxického potencidlu jsou pouzita skérovaci kritéria dle Fenech (2007) mirné
modifikovana dle AHEM (2003).

BNC, vzniklé v disledku cytokinetického bloku po aplikaci Cytochalasinu B, vhodné pro analyzu
pfitomnosti MN, NBUD a NPB musi splfiovat nasledujici kritéria:

e Obéjadra v BNC majiintaktni jadernou membranu a jsou umisténa v cytoplasmé stejné
buriky ohrani¢ené bunéénou membranou.

e Obé jadra ve BNC maji pfiblizné stejnou velikost, strukturu a barvitelnost.

e Jadra mohou byt spojena chromatinovym mustkem, ktery ovsem nesmi byt SirSi nez
1/4 priméru jadra.

e Obé jadra se nedotykaji. Pfi doteku nelze hodnotit pfitomnost NPB.

e Cytoplasmatickd membrana BNC je intaktni a bunka je jasné odlisitelna od sousednich
bunék.

MN maji shodnou morfologii s hlavnimi jadry, ale jsou mensi nez hlavni jadra, a musi splfiovat
nasledujici kritéria:
e Pridmér MN se pohybuje mezi 1/3 az 1/16 pridméru jednoho hlavniho jadra, coz
odpovida 1/9 az 1/256 plochy jednoho hlavniho jadra BNC.
e MN nejsou refrakterni a mohou byt, proto odliSena od artefaktd jako jsou partikule
barviva ¢i NPs.
e MN nejsou spojena s hlavnim jadrem.

e MN se mohou dotykat, ale nesmi se prekryvat s hlavnimi jadry. Hranice MN musi byt
jasné odlisitelna od hranice hlavnich jader.



e MN maji obvykle stejnou barvitelnost jako hlavni jadro, ale ob¢as mohou byt vice i
méné barvitelna.
e Vjedné BNC mUzZe byt maximalné Sest MN

NPB je neprerusovand struktura obsahujici DNA, kterd spojuje hlavni jddra ve BNC. Musi
splfiovat nasledujici kritéria:

e Sitka NPB nepfesahuje 1/4 priiméru jader.

e NPB ma obvykle stejnou barvitelnost jako jadra.

e Vzdacné se mohou vyskytovat dva a vice NPB v jedné BNC.

e V BNC s NPB se muzZe vyskytovat jedno nebo vice MN.

e Ve BNCs jednim nebo vice NPB se nemusi vyskytovat Zzadné MN.

NBUD musi splfiovat nasledujici kritéria:

e NBUD vypada obdobné jako MN, ale je spojen s jednim z hlavnich jader pomoci
mustku, ktery je uzsi, nez je primér NBUD az velmi jemny v zavislosti na stadiu procesu
extruze (puceni).

e NBD ma obvykle stejnou barvitelnost jako MN.

e PrileZitostné se muZe zdat, Ze je NBUD umistén ve vakuole pfiléhajici k hlavnimu jadru.

Doporucuje se testovat nejméné tfi koncentrace testované NP, pficemZ cytotoxicita
(cytostaticky potencidl) nejvyssi pouZité koncentrace by méla byt do 5515 %.

VSechny testované koncentrace a pozitivni kontroly by mély byt realizovdany minimalné
v duplikdtu a negativni kontrola v tetraplikatu v pribéhu jednoho experimentu. V pripadé
negativniho vysledku (NP nevykazuje cytostaticky ani genotoxicky potencidl) jsou nutna
minimalné dvé opakovani pokusu. Pfi pozitivnim vysledku (NP vykazuje cytostaticka a/nebo
genotoxicky potencidl) jsou nutna minimalné tfi opakovani pokusu.

Pouzitelnost metodiky pro testovany nanocastic

Vyhodou CBMN (ve srovnani s jinymi testy detekujicimi poSkozeni DNA) je: (1) CBMN
umoznuje hodnotit jakoukoli populaci bunék bez ohledu na karyotyp, (2) konecny bod je
jednoduse identifikovatelny (dvoujaderna burika), coz poskytuje pomérné presna data, (3)
odpovéd muze byt zjistovana po delsi dobé, (4) je moiné detekovat i latky, které poskozuji
mikrotubuly déliciho vieténka (aneugenni latky) a (5) bazalni frekvence MN je obvykle stabilni
(Hayashi 2016).

Vlastni provedeni expozice se nelisi od provedeni u jinych testd. Mezi dal$i vyhody
CBMN patfi relativni jednoduchost provedeni, finanéni nenarocnost, statisticka sila, moznost
ziskani rady parametrd z jednoho vzorku (velkd vytéZnost) a nendrocnost na laboratorni
vybaveni. Neni napfiklad nutné fluorescencni barveni a zobrazeni. V soucasnosti je vyhodnéjsi
manualni analyza, kterd umoznuje detekci vSsech deviti biomarker(i. Automaticka analyza



zatim umoznuje pouze detekci BNC s MN. Pfi manudlni analyze je také redukovano riziko
zameény klastru NPs a MN.

Mezi nevyhody testu patfi vyskyt pseudo-mikrojader (Hayashi 2016), pfi pouziti
Cytochalasinu B ovlivnéni uptake NPs burikou vlivem inhibice aktinu(Gonzalez et al. 2011),
zaména klastru NPs za MN, nutnost pouzit pouze délici se buriky a naro¢nost na laboratorni
Cas a lidskou praci pfi manualni analyze. Riziko ovlivnéni uptake lze minimalizovat pfidanim
Cytochalasinu B aZ po ukonceni expozice bunék NPs in vitro (protokol , delayed co-treatment”
¢i , post-treatment”)(Gonzalez et al. 2011).

Pfi dodrZeni tohoto postupu (,delay co-treatment” ¢i ,post-treatment”) jsme
nezaznamenali Zadnou interakci s pouZitymi NPs a ani nebyla interakce dosud popsdna
v literatufe. Rizikové z hlediska vypovédni hodnoty mizie byt zejména kombinace
fluorescenéniho barveni s automatickou analyzou, kdy je riziko zhaseni fluorescence popsané
u nékterych NPs a zaména shluku NPs za MN.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledk

Pri testovani dvou typua grafenovych platk( (GP 1 a GP 2) ve tfech koncentracich (60;
30 a 5 pg/ml) na THP-1 bunécné linii, dobé expozice 40 h, jsme pfi hodnoceni pomoci CBMN
nezaznamenali vyznamny cytostaticky potencial ani jednoho z nich (Obr. 1). Ve vsech
pfipadech se parametry cytostatického potenciadlu pohybovaly do 20 % negativni kontroly, coz
vSak neni povazovdno za vyznamny cytotoxicky efekt (Burgum et al. 2021). V Zadném
parametru pokles nedosahl statistické vyznamnosti. Detaily v Malkova et al. (2021).

Pfesto méreni cytostatického potencidlu se zdd byt citlivéjsi nez klasické metody
hodnoceni cytotoxického efektu NPs zaloZzené na detekci poskozeni bunécné membrany (LDH,
trypanovd modr a dalsi) ¢i na metabolické aktivité bunék (WST-1, MTT a dalsi). V pripadé
detekce cytostatického (antiproliferacniho) potencidlu jsou buniky Zzivé, maji intaktni
bunéfnou membranu a jsou metabolicky aktivni, avSak neschopné efektivniho jaderného
(bunécéného) déleni, pripadné dochdzi i k prodlouzeni bunééného cyklu (coz mlze byt
zplUsobeno i nutnosti reparace poskozené DNA). Bunky také mohou byt poskozeny méné
zavaznym zpusobem a kjejich smrti dojde az v delSim casovém horizontu. Akumulace
xenogennich NPs, zejména pokud nejsou biodegradabilni, mdzZe narusit normalni mitoticky
proces. Pfi stejném testovani jsme zaznamenali na davce zavisly nardst poskozeni DNA,
zejména narust poctu BNCs MN, NBUD i NPB, ktery jiz dosahoval statistické vyznamnosti (Obr.
2). Ukdzky hodnocenych parametrl Ize nalézt na Obrdzku 3. Detaily v Malkova et al. (2021).

Bazalni poskozeni DNA bunécné linie vhodné pro testovani genotoxického potencialu
by se mélo pohybovat do 2 % (Burgum et al. 2021). V naSem pfipadé se pocet BNC s MN
pohyboval v priiméru kolem 0,6 % (v maximu kolem 0,9 %). MzZeme tedy predpokladat, ze
nami pouzitd THP-1 bunécna linie je vhodna pro testovani genotoxicity NPs.

evvs

genotoxic effect level; LOGEL) byla pro GP 1 nad 5 pg/ml a pro GP 2 30 pg/ml.
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Obr. 1 zobrazuje vysledky hodnocenych parametri cytostatického potencidlu dvou typl
grafenovych platkd (GP 1 a GP 2) po 40 h expozice THP-1 bunécné linie tfem koncentracim (5—
60 ug/ml) pomoci CBMN. Hodnoceni a) Cytokinesis-Block Proliferation Index (CBPI); b) Index
déleni jader (nuclear division index; NDI); c) Replika¢ni index (RI) a d) Odhad cytostazy (%
cytostasis). Data jsou prezentovana krabicovymi grafy s medianem a kvartilovym rozpétim ci
sloupcovymi grafy s prdmérem z standardni odchylka. CH — cholat sodny (v koncentraci
odpovidajici v 60 pg/ml GP); H,0 (v koncentraci odpovidajici v 60 pg/ml GP); AraC 5 ¢i 20 —
Cytosin arabinosid (v koncentraci 5 ¢i 20 ng/ml)

V pfipadé nami pouzitych GP prfedpokladame, Ze moznym mechanismem poskozeni
DNA je pfima interakce GP sjadernym materidlem odkrytym béhem bunééného déleni,
naruseni jaderného déleni vlivem epigenetickych mechanismu ¢i vliv na cytoskelet buriky a
mitoticky aparat. VSechny tyto interakce mohou byt spojeny s naristem poctu BNC s MN.
Interakce s jadernym materidlem ¢i cytoskeletem buriky mize vést ke zvySeni poctu BNC
s NBUD. Interakce s jadernym materidlem prispiva k narustu poc¢tu BNC s NPB.

Nesignifikantné vyssi pocty sledovanych genotoxickych parametr( byly zaznamendany
v pfipadé mensiho GP 1. Pro nékteré NPs se tedy mliZe objevovat nejen davkové ale i
velikostné podminéna genotoxicita.
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Obr. 2 zobrazuje vysledky hodnocenych parametr(i genotoxického potencidlu dvou typl
grafenovych platk( (GP 1 a GP 2) po 40 h expozice THP-1 bunécné linie tfem koncentracim
(5-60 pg/ml) pomoci CBMN. Hodnoceni poctu a) Binuklearnich bunék (BNC) s mikrojadrem
(MN); b) BNC s jadernym pupenem (NBUD) a c) BNC s nukleoplasmatickym mustkem (NPB).
Data jsou prezentovdna krabicovymi grafy s medianem a kvartilovym rozpétim. CH — cholat
sodny (v koncentraci odpovidajici v 60 pg/ml GP); H,0 (v koncentraci odpovidajici v 60 pg/mL
GP); AraC 5 ¢i 20 — Cytosin arabinosid (v koncentraci 5 ¢i 20 ng/ml)

Rovnéz jsme pozorovali, Ze jadra bez cytoplasmy jsou castéji obklopena shluky GP nez
jadra s cytoplasmou (Obr. 3c a 3d). Je otazkou, zda tyto shluky GP kolem jaderné membrany
jsou pri¢inou ¢i nasledkem ztraty cytoplasmy.



Obr. 3 ukazuje priklady hodnocenych parametrl poskozeni DNA. a) Binuklearni burika (BNC)
s mikrojadrem (plnd Sipka); b) BNC s jadernym pupenem spojenym s hlavnim jadrem tenkou
stopkou (pInd Sipka); ¢) BNC s nukleoplasmatickym mustkem (pInd Sipka) a malymi agregaty
GP v cytoplasmé (na bunécném povrchu; prazdné Sipky); d) Jadro bez cytoplasmy béhem
CBMN obklopené shluky GP (prazdné Sipky)

Kometovy test (test genotoxicity)

Teoreticky zdklad metodiky

Kometovy test (Comet assay, CA, single cell gel electrophoresis) je metoda pouzivana
k detekci zlomG DNA v jadrech(OECD 2016). Jednd se o vSestranné vyuZitelnou, relativné
jednoduchou a citlivou metodu, ktera je v zavislosti na varianté schopna detekovat jedno- i
dvouretézcové zlomy DNA, alkali labilni mista (apurinovéd/apyrimidinova mista) ¢i inkompletni
reparaci DNA, ale i oxidované purinové ¢i pyrimidinové bdze, cross-link vazby ¢i apoptické
buriky(Olive and Banath 2006, OECD 2016).



Béhem CA jsou bunky umistény v agarézovém gelu. Po lyze bunééné a jaderné
membrany v solném roztoku dochazi vlivem elektroforézy k vycestovani fragmentli DNA
z jadra, presnéji re¢eno z nukleoidu, (,hlavy“) do ,,ohonu”, ¢imZ po vizualizaci vhodnym
barvivem vznikd typicky obraz komety, ktery celé metodé dal své jméno. Cim vice je DNA
fragmentovand, tim je ,ohon“ vétsi a delSi (Dusinska and Collins 2008, OECD 2016).
Fragmentovand DNA diky svému negativnimu naboji putuje smérem k anodé (AHEM 2003).
V zavislosti na pH elektroforetického roztoku dochazi pfi nizSim (,,neutrdlnim®) pH k detekci
pouze dvouretézcovych zlomU bez zaznamenani jednoretézcovych zlomd DNA, zatimco pfi
vy$sSim pH (,alkalickém®) jsou detekovany zlomy jednoretézcové. Pfi pouZiti enzymu
endonukleaz lze detekovat poskozené baze(Olive and Banath 2006).

Jednoretézcové zlomy se objevuji asi 25krat ¢astéji nez zlomy dvouretezcové (Osipov
et al. 2014), ale zmény chromozomu vznikaji na podkladé dvouretézcovych zlom{(Olive and
Banath 2006), které jsou navic reparovany vice nez 6-krat pomaleji nez zlomy jednoretézcové
(Rapp and Greulich 2004). Jednoretézcové zlomy a alkali labilni mista perzistuji pouze nékolik
hodin(Faust et al. 2004). CA tedy umoziuje detekovat mensi poSkozeni DNA nez CBMN, ale
toto poskozeni mlze byt velmi rychle reparovano a byt pro buriku bez ndsledkd a nemusi byt
tedy preneseno do dcefinych bunék, stejné tak ale pfi nedspésné reparaci mlze vést ke vzniku
permanentni mutace ¢i i smrti bunky.

Podrobnéjsi popis metodiky

Expozice bunék vybranym NPs probéhla identicky jako v pfipadé CBMN. Rovnéz byly
voleny tfi koncentrace NPs bez vyznamného cytotoxického ucinku. Pro kazdou testovanou
koncentraci a pozitivni kontrolu byly kultury nasazeny v duplikdtu, pro negativni kontrolu
v tetraplikatu. Celkem byla provedena tfi opakovani pokusu.

Pfiprava podloZnich skel zahrnuje jejich vyvareni po dobu 30 min ve smési peroxidu
vodiku a vody (1:10), po oschnuti ve svislé pozici po dobu nejméné 3 h ponoreni do podkladové
agarozy (1% roztok standardni agardzy v tridestilované vodé) o teploté 95 °C na asi 10 vtefin,
otfeni prebytku agardzy ze spodni strany skla, uloZzeni na vodorovnou podlozku, zaschnuti a
dosuseni pfi 60 °C po dobu 60 min. Po zchladnuti (nejlépe druhy den od dosuseni) skla
rozloZzime na chladici podlozku, aplikujeme 85 ul agardzy s vysokou teplotou tani (1% roztok
agardzy v PBS) a ihned pfikryjeme krycim sklickem. Kryci sklicko odstranime po Uplném
ztuhnuti agardézy (neklade odpor pti snimani). Takto pfipravena potazend podlozni skla Ize
skladovat v boxu na mikroskopické preparaty v lednici po dobu maximalné jeden mésic.

Ke zpracovani vzork( je potfeba pfipravit fada roztok(. Jedna se o PBS pufr skladajici
se 28,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH;PO4 a 2,898 g NaaHPO4.12H,0. Po navaZeni jednotlivych
slozek se pfidd 800 ml vody, pH se upravi na 7,4 a voda doplni do 1000 ml. Lyza¢ni roztok se
pripravi z 146,0 g NaCl, 29,2 g EDTA, 1,2g Tris a vody, pH se upravi na 10 a doplni se do 1000
ml vodou. V den pokusu se pfida na 100 ml lyza¢niho roztoku 1 ml Tritonu X-100 za neustalého
michani. Elektroforeticky roztok se sklada z 24 g NaOH a 4 ml 0,5 M EDTA doplnit do 2000 ml
didestilovanou vodou. Neutralizaéni roztok se pfipravi z 48,456 g Tris a vody. Po Upravé pH na
7,5 se doplni do 1000 ml vodou. Barvici roztok ethidium bromidu se pfipravuje z 250 pl
zasobniho roztoku (2 mg ethidium bromidu v 5 ml vody) a 6 ml vody. Ve vSech roztocich, pokud
neni vedeno jinak, se pouziva tridestilovand voda a vysledny roztok se uchovava v lednici.



Po skonceni expozice v délce trvani 1,5 az 2 bunécné cykly jsou buriky centrifugovany
(300 x g, 5 min), spocitany pomoci Birkerovy komurky, nafedény na koncentraci 8 x 10°
bunék/ml a 35 ul této bunécné suspenze je smichano s 85 ul agardzy s nizkou teplotou tani
(1% roztok agardzy v PBS) o teploté 38 °C a nasledné je aplikovano 85 pl této smési na pfedem
pfipravena podlozni skla potazena agardézami, polozend na vodorovnou chladici podlozku a
ihned pfiklopeno krycim sklickem, kryci skla opatrné sejmeme po ztuhnuti agarézy (nekladou
odpor pti pokusu o sejmuti). Tento a nasledujici kroky doporucujeme provadét v zatemnéné
mistnosti pfi zZlutém i oranzovém svétle k minimalizaci arteficidlniho poSkozeni DNA.

Skla s aplikovanou bunécénou suspenzi v agaréze umistime do sklenénych barvicich
kyvet typ Hellendahl, do kterych nalijeme 100 ml lyzaéniho roztoku s 1 ml Tritonu X-100
pfidanym tésné pred nalitim do kyvet, a nechame 60 min lyzovat v lednici. Po dokonceni lyzy
roztok wvylijeme, podloZini skla sbunénou suspenzi vagardéze premistime do
elektroforetického tanku umisténého v lednici a naplnéného chlazenym elektroforetickym
roztokem (roztok ma pH kolem 13, nutné pracovat v rukavicich, sklicka na okraji Ize
primacknout sklenénou tycinkou, aby neplavala) a nechdme po dobu 40 min rozplétat DNA.
Po skonceni rozplétani DNA probiha elektroforéza (25 V, 300 mA, 30 min).

Po skonceni elektroforézy sklicka vyjmeme z elektroforetického tanku, umistime do
kyvet typ Hellendahl, nalijeme 100 ml chlazeného neutraliza¢niho roztoku a nechame po dobu
5 min neutralizovat pfi pokojové teploté. Neutraliza¢ni krok opakujeme tfikrdt (3x 5 min).
Nasledné skla opladchneme v tridestilované vodé po dobu 5 min pfi pokojové teploté, skla
rozlozime na filtracni papir a nechdme uschnout pfi pokojové teploté (nejlépe do druhého
dne). Analyza probihd po rehydrataci skel v tridestilované vodé v kyveté typ Hellendahl po
dobu 60 min, aplikaci 20 pl barviciho roztoku ethidium bromidu a pfikryti krycim sklickem
pomoci fluorescenéniho mikroskopu s CCD kamerou pfi 200nasobném zvétSeni s pouzitim
zeleného excitacniho filtru (excitace 510-550 nm a emise 590 nm) a softwaru MetaSystems
Cometlmager.

Vysledky analyzy jsou vyjadieny jako primérna hodnota parametru procenta DNA
v ohonu (% tail DNA; %tDNA) z 50 hodnocenych komet pomoci softwaru pro kazdy vzorek.
Tento parametr uddva, kolik procent DNA vycestovalo z ,hlavy” do ,ohonu”. Je povaZzovéno
za nejvice obecné uziteény parametr pro kvantitativni hodnoceni poskozeni (nabyva hodnot
0-100 %) a je nejméné variabilni v rdznych studiich a rovnéZ linedrné narUstd s davkou
ionizujiciho zafeni (v intervalu 0 az 10 Gy). Z téchto vSech dlvod( je %tDNA povaZovano za
preferovany parametr hodnoceni rozsahu poskozeni DNA pomoci CA (Mgller 2006, Collins et
al. 2014).

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic

Poskozeni DNA Ize pomoci CA detekovat v suspenzi kvasnic, protozoalnich, rostlinnych
i Zivocisnych bunék (bezobratli i obratlovci) (Olive and Banath 2006), a to jak délicich se tak i
nedélicich se bunék (Dvorak and Matejovicova 2008). Z toho plyne velkd univerzalnost a
moznost testovat Ucinky NPs na teoreticky jakoukoli tkan ¢i organismus. Jak bylo zminéno
v Uvodu, metoda je velmi citlivd na detekci méné zdvainého poskozeni DNA jako jsou
jednoretézcové zlomy DNA, alkali labilni mista (apurinovd/apyrimidinova mista), ale i
oxidované purinové Ci pyrimidinové baze a cross-link vazby a dalsi (Olive and Banath 2006,



OECD 2016). Tyto zmény indukované testovanymi NPs mohou byt v prabéhu zpracovani
vzorkU opraveny, a proto je potfeba vzorky béhem zpracovani udrZovat za sniZzené teploty.

Nejvhodnéjsi je vyjadreni vysledku analyzy CA jako median ¢i aritmeticky primér
vybraného parametru pro cely vzorek, ktery by mél byt hodnocen v duplikatu (Mgller 2006).
Automatické ¢i semiautomatické systémy analyzy obrazu obvykle udavaji parametry jako je
délka ohonu (tail leght; um) a moment ohonu (tail moment; soucin % DNA migrované v ohonu
a vzddlenosti DNA migrace v ohonu)(Collins et al. 2014). Délka ohonu, je ovsem ponékud
problematicka. Jeji hodnota je ovlivnéna nejen podminkami elektroforézy (Dusinska and
Collins 2008), ale i mistem odkud se méfi (jako vychozi bod se pouziva jak stfed , hlavy”, tak i
misto pfechodu , hlavy” v ohon)(Mgller 2006).

Rovnéz je mozné vizualni skérovani komet do kategorii 0—4 (kdy O znamena veskerou
DNA v ,hlavé”, tedy kometa bez ohonu, a 4 naopak veskerou DNA v ohonu). Po vyhodnoceni
100 komet na vzorek je pak vysledek udavan jako soucet v intervalu 0—400 arbitrarnich
jednotek. Skére pfi vizualnim hodnoceni velmi dobfe koreluje s %tDNA (Dusinska and Collins
2008). Kazdy stupen ve vizudlnim hodnoceni odpovidd asi zéné 20 % poskozeni DNA
v hodnoceni pomoci %tDNA (Collins et al. 2014).

CA je metoda relativné finan¢né nenarocnd a jednoducha na provedeni. V porovnani
s CBMN a testem chromozomalnich aberaci (ABC) je naro¢néjsi na laboratorni vybaveni
(fluorescenéni mikroskop, CCD kamera, specidlni software pro hodnoceni). Pouziti
hodnoticiho SW snizuje lidskou chybu a subjektivni hodnoceni, ale v nékterych pfipadech
mUzZe sniZovat i citlivost metody v zavislosti na jeho nastaveni. Metoda CA je relativné naro¢na
na laboratorni praci. Je velmi citlivd na kvalitu vody (je potfeba tridestilovana voda), pfipadné
i na stari podloznich skel (neméla by byt starsi néz 2 roky od data vyroby). DNA bez jaderného
obalu a bunéc¢nych komponent (po lyzacnim kroku) je velmi citliva na arteficialni poskozeni
modrou slozkou svétla (denniho i bilého zafivkového svétla)(Dvorak and Matejovicova 2008),
proto je nutné metodu provadét v zatemnéné (a nejlépe i chlazené) mistnosti za osvétleni
Zlutooranzovym svétlem (pfi Cerveném svétle se zhorSuje presnost laboratorni manipulace).
Mezi mozné limitace metody patii i nemoznost urcit velikost fragmentt DNA. Vétsi fragmenty
by vsak teoreticky mély putovat ddle od hlavy komety (Olive and Banath 2006).

DalSim problémem muze byt replikace bunék béhem elektroforézy. Za alkalickych
podminek se replikacni vidlice chovaji jako jednoretézcové zlomy, coz zvySuje mnozstvi DNA
v ohonu komety, zatimco za neutralnich podminek dochdzi naopak k snizeni migrace DNA do
ohonu (Olive and Banath 2006). Problémem muze byt také ucinnost lyzy u bunék s velmi dobre
strukturovanou cytoplasmou (napf. epitelidlni bunky), které vyzaduji k Uspésné lyze pouziti
protedz, které vsak mohou ovliviiovat vysledek analyzy (Afanasieva and Sivolob 2018). Rovnéz
interpretace vysledkl analyzy byva nesnadna, protoZe neni dostatecné popsany vztah mezi
rozsahem poskozeni DNA a jeho biologickym dopadem (pravdépodobnost reparace poskozeni
pokud by bunka byla vystavena NPs in vivo)(Olive and Banath 2006). Limitaci muze
predstavovat i klesajici senzitivita pfi nartstu poctu zlomU nad 10 000 zlomG DNA na diploidni
savéi bunku (Olive and Banath 2006). Rizikové je pocitani bunék po expozici pomoci
automatickych pocitacek bunék, kde shluky NPs mohou imitovat bunky a vést k pouziti
nedostatecné koncentrace bunék pro analyzu. Popsany jev zhaseni fluorescence nékterymi
NPs muZe pri pouZiti automatické analyzy vést ke zkresleni vysledkl. Toto riziko Ize
minimalizovat semiautomatickou ¢i plné manualni analyzou vzorka.



Dale mlze problém predstavovat i dosud nelspésna standardizace metody, kdy stale
rdzné laboratore pouzivaji rizné sloZeni lyzaénich roztokd, riznou dobu lyzy (nékolik hodin ale
i dnl) ¢iinkubace v alkalickém prostredi a elektroforézy (v rozmezi 20 az 60 min), coZ vede ke
znacné inter-laboratorni variabilité vysledkl a nemoZnosti jejich primého porovnani
(Afanasieva and Sivolob 2018).

Souhrn nejzajimavéjsich vysledk

PFi testovani tfi typl TiO2 NPs (TiO2 1-3) ve tfech koncentracich (120; 60 a 30 pg/ml)
na THP-1 bunécné linii, dobé expozice 40 h, jsme pfi hodnoceni pomoci CA zaznamenali
signifikantni genotoxicky potencidl vSech t¥i testovanych TiO, NPs (Obr. 4). TiO2 1 a TiO2 2 jsou
NPs oznacované jako P25 od dvou rlznych vyrobc(, tedy by se mélo jednat o NPs s velikosti
¢astic kolem 25 nm. V pfipadé TiO2 3 by se velikost ¢astic méla pohybovat v rozmezi 4 az 8 nm
dle vyrobce. Obr. 5 zobrazuje pfiklady hodnocenych nélez(.
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Obr. 4 zobrazuje vysledky nasobku % DNA vycestované do ,ohonu” komety (%tDNA)
hodnocené pomoci kometového testu po expozici tfrem typlm TiO, NPs (TiO2 1-3) po 40 h
expozice THP-1 bunécné linie tfem koncentracim (30—120 pg/ml) v porovnani s negativni
kontrolou (0). Data jsou prezentovana krabicovymi grafy s aritmetickym prlimérem,
kvartilovym rozmezim a minimem a maximem. H,O (v koncentraci odpovidajici v 120 pg/ml
TiO2 NPs); AraC 20 — Cytosin arabinosid (v koncentraci 20 ng/ml)



Obr. 5 zobrazuje priklady hodnocenych ndlezi béhem CA: a) Bunécné jadro (nukleotid)
s vycestovanymi asi 10 % jaderné DNA do ,,ohonu“; b) Nukleotid s vycestovanymi asi 40 %
jaderného obsahu do ,,ohonu”

V ptipadé TiO 1 byl signifikantni genotoxicky potencidl zaznamenan pouze pro nejvyssi
testovanou koncentraci a u TiO2 2 pro koncentraci 120 a 60 pg/ml. TiO; 3 vykazal signifikantni
potencidl ve vSech trech testovanych koncentracich. Tento genotoxicky potencidl navic
ukazuje zfetelnou zavislost na davce. Hrani¢ni davkova zavislost byla pozorovédna rovnéz pro
TiO; 2. LOGEL pro TiO2 1 se tedy pohybuje kolem 120 pg/ml, pro TiO2 2 pod 60 pg/ml a pro
TiO; 3 pod 30 pg/ml (publikace v pripravé).

Ponékud rozdilné vysledky chovani TiO2 NPs mohou byt zplisobeny rozdilnou velikosti
jednotlivych TiO2 NPs ¢i rozdilnym pomérem anatasu a rutilu (krystalické typy TiO;). TiO; 1 by
dle vyrobce mél obsahovat pouze krystalicky typ TiO2 anatas, zatimco TiO, 2 obsahuje dle
provedené analyzy 9 % rutilu krystalického typu. Nizsi toxicita anatase typ pfi vylouceni
expozice UV zareni byla pozorovana i v dalSich studiich (Numano et al. 2014, Yu et al. 2017).
TiO3 3, ktery ma nejmensi rozmér krystalQ a je tvoren pouze ,anatasem® krystalickym typem
(dle provedené analyzy), vykazoval nejvyraznéjsi genotoxicky potencidl. Mizeme se tedy
domnivat, Ze rovnéz v pripadé TiOz hraje v indukci poskozeni DNA svou roli také velikost ¢astic.

Test chromozomalnich aberaci (test genotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

Jako chromozomalni aberace (ChA) jsou oznacovany zmény struktury &i poctu
chromozomu. Mohou se objevovat spontanné ¢i byt indukovany pdsobenim chemickych latek
¢i radiace (Mateuca et al. 2012).

ChA jsou hodnoceny v metafazickych burkach, tedy burnikach pravé prodélavajicich
déleni. V této fazi bunécného cyklu jsou zastaveny pomoci mitotického jedu colcemidu, ktery
narusi délici vieténko (AHEM 2007). Pfi pouZiti barveni testu chromozomalnich aberaci (ABC)
pomoci roztoku Giemsa-Romanowski lze detekovat zlomy, gapy, acentrické fragmenty,
dicentrické chromozomy ¢i vymény (Gruijicic et al. 2016).

Obecné se rozlisuji strukturdlni a numerické chromozomalni aberace.



Registre and Proudlock (2016) rozlisuji dvé hlavni skupiny strukturalnich aberaci: (a)
zlomy (véetné deleci), které vznikaji v dlisledku neopravenych dvouretézcovych zlom( DNA a
(b) vymény, které vznikaji chybnou opravou ¢i spojenim dvou a vice dvouretézcovych zlomu
v pribéhu jednoho (,intravymény” — ,intrachange”) ¢i mezi dvéma a vice chromozomy
(,intervymény“ — interchange”).

Dale se strukturdlni aberace déli na chromozomové, kde dochazi k poskozeni obou
chromatid, a chromatidové, kde je poskozena pouze jedna chromatida daného chromozomu
(Mateuca et al. 2012). Celkové tak rozliSujeme Ctyfi zakladni kategorie strukturalnich aberaci
sefazené dle obvyklé cetnosti: (a) chromatidové zlomy, (b) chromozomové zlomy, (c)
chromatidové vymény a (d) chromozomové vymeény. Rovnéz Ize zaznamenavat tzv. gapy, které
se ovSem nezapocitavaji do celkového poctu aberovanych bunék (Sram et al. 2004, Danford
2012). Mezi chromatidové a chromozomové zlomy lze fadit i tzv. ,minute a double minute”,
které vznikaji odlomenim malych koncovych casti chromatid (Danford 2012). Dale lze
pozorovat komplexni strukturalni zmény, jako jsou pulverizace (fragmentace chromozomu,
kterd m(ze vznikat i vdusledku predcasné kondenzace chromozomu nejen poskozenim
chromozomu) ¢i mnohocetné aberace (vice neZz pét aberaci v jedné bunce)(Registre and
Proudlock 2016).

Hlavni pfic¢inou vzniku strukturdlnich ChA je poSkozeni obou retézci DNA, které miize
byt zplsobeno pfimo, ale ¢astéji vznika nepfimo jako nasledek chyby v replikaci ¢i reparaci
DNA. V ptipadé indukce |éze pouze jednoho fetézce DNA miize dochazet béhem reparace k
preméné na zlom obou retézcl DNA za vzniku chromatidového zlomu. Pokud pak zlstane
chromatidovy zlom neopraveny, mlze byt béhem syntézy DNA replikovan za vzniku
chromozomového zlomu (Registre and Proudlock 2016). Aberace se obvykle objevuji az
béhem dalsiho cyklu, a proto je pravdépodobné, Ze k jejich vzniku je pravé potreba, aby
probéhla S faze bunééného cyklu (Natarajan and Palitti 2008).

Pfi zlomech obou vlaken DNA se objevuji tzv. , lepivé” konce, které se mohou vzdjemné
spojovat. Pokud je v bunce pfitomen pouze jeden zlom muzZe bud zlstat nespojeny a je
detekovatelny jako chromatidovy zlom ¢i delece, nebo se spoji bez detekovatelné aberace.
Pokud se v burice objevi vice dvouretézcovych zlom( a je v ni tedy i dvakrat vice , lepivych”
koncu nez zlomd, mohou se tyto , lepivé” konce vzajemné nahodné spojovat za vzniku vymén
pozorovatelnych v mikroskopu (Danford 2012).

Nékteré chromozomy jsou vice citlivé na posSkozeni, a proto nemusi byt distribuce
poskozeni DNA v genomu nahodna. Frekvence a typ a aberaci jsou dany fazi bunécného cyklu,
kdy dochazi k poskozeni, dynamikou chromatinu, a genetickou &i epigenetickou alteraci
(Venkatesan et al. 2015).

V pfipadé, Ze jsou zlomy DNA opraveny chybné ¢i zUstanou neopraveny, jsou
pozorovatelné jako strukturdlni aberace v metafazickych burikach. Buriky obsahujici nestabilni
aberace, jako jsou napf. dicentrické a prstencité (ring) chromozomy ¢i fragmenty, obvykle
vedou k p53 dependentni cesté indukce apoptdzy. Bunky se stabilnimi strukturdlnimi
aberacemi, jako jsou napf. balancované translokace, méné efektivné navozuji apoptdzu, a
proto mohou vést k poSkozeni organismu (Mateuca et al. 2012).

Jako numerické aberace se oznacuji zmény v poctu chromozom(, které vznikaji
v dUsledku abnormalni segregace chromozom. Mohou vznikat i spontanné nebo v dlsledku
pUsobeni aneugenl (Mateuca et al. 2006). Ve standardni verzi ABC nemusi byt nutné



zpUsobeny genotoxickym plsobenim agens, ale mohou vznikat artificidlné béhem zpracovani
materialu. Normalni lidské diploidni buriky obsahuji 22 part autozomu a jeden par gonozomu
(Registre and Proudlock 2016).

RozliSujeme dvé hlavni skupiny numerickych aberaci: (a) polyploidie (zmény v poctu
celych chromozomovych sad), které se dale déli na jednoduché polyploidie a endoreduplikace
a (b) aneuploidie (zmény v poctu jednotlivych chromozomu), které se déli na hyperploidie
(pfebyvani chromozomu/() a hypoploidie (chybéni chromozomu/()(Danford 2012).

Po plisobeni NPs se mohou objevovat i dalsi ndlezy, které ovSsem nejsou zahrnovany
mezi aberace, jako jsou rozestup centromer, tedy disociace sesterskych chromatid, ktera muze
znadit cytostaticky ¢i cytotoxicky ucinek, ¢i endoreduplikace, tedy stav, kdy homologni
chromozomy leZi tésné vedle sebe a je jich tetraploidni pocet (AHEM 2007, Registre and
Proudlock 2016).

Podrobnéjsi popis metodiky

Expozice bunék vybranym NPs probihd identicky jako v pfipadé CBMN. Rovnéz je nutné
volit alespon tfi koncentrace NPs bez vyznamného cytotoxického ucinku. Pro kazdou
testovanou koncentraci a pozitivni kontrolu by kultury mély byt nasazeny v duplikatu, pro
negativni kontrolu v tetraplikatu. Celkem je vhodné provést tfi opakovani pokusu. PodloZni
skla pred aplikaci zpracovaného vzorku jsou pfipravena identickym zplsobem jako v ptipadé
CBMIN.

Po ukonéeni expozice NPs je k burikam pridan roztok colcemidu ve findlni koncentraci
0,241 pg/ml kultury a kultivace pokracuje po dobu dalSich 1,5 az 3 h v zavislosti na pouzité
bunécné kulture, respektive délce jejiho bunééného cyklu (u THP-1 po dobu 2 h). Pfed aplikaci
colcemidu lze zaradit odmyvaci krok k odstranéni NPs obdobné jako u CBMN. Po ukonceni
kultivace jsou bunky zpracovany centrifugaci (300 x g; 3 min), je odstranén supernatant, a
postupné fixovany pomoci tfi fixacnich krokd. Mezi kazdym fixacnim krokem probiha
centrifugace (300 x g; 3 min) a odstranéni supernatantu. K pfipravé roztoku prvniho fixa¢niho
kroku je pouzito 92 ml aqua demineralisata, 3 ml methanolu a 5 ml ledové kyseliny octové.

V druhém fixacnim kroku je pouzit pouze methanol a ve tfetim fixacnim kroku je pouzit
roztok methanolu a ledové kyseliny octové (3:1). Roztoky obsahujici methanol a ledovou
kyselinu octovou je vhodné po pripravé uchovavat v lednici. Roztoky jsou pfipraveny tésné
pfed zahajenim zpracovani vzorkd. Po tfetim fixatnim kroku probéhne opét centrifugace (300
X g; 3 min) a je odstranén supernatant s vyjimkou cca 1 ml nad peletou, ve kterém je bunécna
peleta resuspendovdna. Nasledné je suspenze nakapana na dvé vychlazend navlhéena
vodorovné uloZzend podloZni skla a ponechana uschnout pres noc pfi pokojové teploté. Fixaci
vzorkd je vhodné provadét v digestofi vzhledem k drazdivym a toxickym ucinkiim pouzitych
roztokd a s pouzitim zakladnich osobnich ochrannych pracovnich prostredkud (pracovni odév,
rukavice, ochranné bryle). Nasledujici den jsou vzorky obarveny 5% Giemsa-Romanowski
roztokem v demineralizované vodé po dobu 5 min, oplachnuty pod tekouci vodou a na zavér
v demineralizované vodé a po uschnuti uloZzeny do boxu na mikroskopické preparaty (OOPP je
vhodné pfi barveni doplnit o gumovou zastéru). Dalsi skladovani je mozné v boxech pfi
pokojové teploté.



Analyza vzork( je provedena pomoci svételného mikroskopu s pouzitim imerzniho
oleje pfi 1000nasobném zvétsSeni. Je hodnoceno 100 dobfe rozestoupenych mitotickych
metafazickych bunék. K hodnoceni jsou pouzivana skérovaci kritéria dle (AHEM 2007):

e Zlom je naruseni kontinuity jedné nebo obou chromatid, pficemz plati alespon jedno:

o Mezera v preruSeni chromatidy je vétsi nez Sirka chromatidy
o Fragment je dislokovany mimo osu chromatidy
o Jedna chromatida je znatelné kratsi (delece)

e Fragment (zlom) je ¢ast chromozomu bez centromery. MuUZe byt jednoduchy
(poskozeni pouze jedné chromatidy = chromatidovy zlom) nebo dvojity (poskozeni
obou chromatid = chromozomovy zlom)

e Minute je kulovita ¢ast chromatidy, jejiz primér je mensi, neZ je Sitka chromatidy

e Kruhovy fragment je kruhovitd ¢ast chromatidy bez centromery o priaméru stejném
nebo vétsim, nez je Sitka chromatidy

e Chromozomové vymény jsou vymeény c¢asti chromozomU (jedné nebo obou
chromatid):

o Dicentricky chromozom je charakterizovan pfitomnosti dvou centromer a
pfipadné 0 az 2 dvojitymi fragmenty

o Translokace je charakterizovana pfipojenim chromatidovych fragmenta
k jinému nez origindlnimu chromozomu. P¥i translokaci jsou pfitomny bud’ dva
chromozomy s translokaci ¢i jeden chromozom s translokaci a jeden dvojity
fragment

o Prsténcity chromozom (ring) je kruhovy Utvar s pfitomnosti centromery

e Polyploidni burika je burika s po¢tem centromer vys$im nez tfi- a vicendsobek haploidni
sady (pro lidské buriky s 23 chromozomy tedy vice nez 69 centromer)

e Aneuploidni burika je burika v metafazi s vice ¢i méné nez dvéma haploidnimi sadami
chromozoml (vice ¢i méné nez 46 centromer pro normalni lidské burky)

e Gap je poruseni kontinuity jedné nebo obou chromatid, pokud je mezera v preruseni
chromatidy stejna nebo mensi, nez je Sitka dané chromatidy

e Endoreduplikace je stav, kdy homologni chromozomy leZi tésné u sebe

e Neanalyzuji se metafaze:

o nedostatecné nebo nestejnomérné obarvené a prebarvené
s nedostatecné oddélenymi chromatidami
s prometafazickymi chromozomy
pozdni (s od sebe oddélenymi chromatidami v centromere)
nedostatecné rozprostiené (chromozomy se prekryvaji)
splyvajici (dvé metafazické bunky blizko sebe, kdy nelze odliSit ktery
chromozom patfti do které metafaze)
o s mechanickym poskozenim chromozom (vzniklym artificialné pfi zpracovani
nebo poskrabanim natéru)
o (sjinym poctem centromer nez 46 + 2 — plati pro normalni lidské buriky)

0O O O O O



Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic

ABC je metoda relativné levna. Jeji materidlni i pfistrojovd narocnost je srovnatelnd
s CBNM. Vyhodou je standardizace provedeni testu a vyuZitelnost v epidemiologickych
studiich s pouZitim zejména perifernich lymfocytl vcetné standardizace bazalni hladiny
poskozeni DNA v ceské populaci (AHEM 2007, Cerna et al. 2012).

ABC je metoda narocna na laboratorni praci, ¢as a zejména na zkusenosti hodnotitele.
PFi hodnoceni ABC se vyrazné uplatnuje i subjektivni komponenta hodnotitele, kdy i zkuSeni
hodnotitelé se lisi v interpretaci stejné metafazické burky. Z tohoto dlvodu se ustupuje od
vyjadreni vysledku analyzy jako konkrétni ChA (zlomy, fragmenty, dicentrické chromozomy a
dalsi na 100 bunék) a uptednostriuje se vyjadrfeni v poCtu aberovanych bunék na 100
metafazickych bunék bez blizsi specifikace(Registre and Proudlock 2016). Gapy se do
celkového poctu aberovanych bunék nezahrnuji, ale lze je prezentovat jako samostatnou
kategorii na 100 metafazickych bunék (AHEM 2007). Pfi detekci numerickych aberaci je ABC
provedeny ve standardni verzi vhodny pouze pro hodnoceni polyploidii. Pfi analyze aneuploidii
mUlzZe dochazet knadhodnoceni vlivem arteficidlni ztraty chromozomu/d v dasledku
zpracovani(Registre and Proudlock 2016). RovnéZ pfi standardnim provedeni nelze detekovat
balancované translokace(Clare 2012).

Dosud se nepodafilo vytvorit metodu automatického hodnoceni. Je mozné pouze
semiautomatické hodnoceni pomoci vyhleddvace metafazickych bunék a dicentrickych
chromozom (Mateuca et al. 2012). Navic je ABC relativné malo citlivy ve srovndni s jinymi
metodami detekce poskozeni DNA. Diky tomu vSemu se stava stdle méné populdrni a
pouzivany (Sram et al. 2004). Dosud se ovSem s Uspéchem pouZiva zejména pfi odhadu
absorbované davky pfi radiacnich nehodach (Natarajan 2002, Tichy et al. 2018). Dalsi
nevyhodu spatfujeme v neuniverzalnosti metody, zejména pro bunécéné linie s variabilnim
poctem chromozom. Pfi pouZiti s NPs je riziko pfekryti metafazickych chromozom shluky
NPs, zejména pfi testovani vysSich koncentraci. Tomuto problému se da ¢astecné predejit
zarazenim odmyvaciho kroku mezi kultivace. Rizikova je rovnéz zaména malych shluk( NPs za
minute, coZ je ovsem obvykle odliSitelné na zakladé rozdilné barvy a refrakce.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledk

ABC se ukazal byt nevhodnym pro pouziti na bunécné linii THP-1. Nejcetné;jsi pocet
centromer (chromozomu) v jedné metafazické bunce byl u ndami pouZité linie 48. THP-1
bunécna linie je povaZovana v soucasnosti ze témér diploidni bunécnou linii s 49 chromozomy
(Odero et al. 2000), ale pGvodné byla popsana jako diploidni linie s karyotypem 46 XY
(Tsuchiya et al. 1980). Rovnéz se dochazi k zavéru, Ze se linie ziskana z rznych zdroj mirné
odlisuje (Adati et al. 2009). U nami pouzité linie jsme zachytili vysoky bazalni pocet
aberovanych bunék (pres 50 %). Proto bylo rozhodnuto, Zze ABC je nevhodny test pro THP-1
bunécénou linii. Z obdobnych ddvodl neni ABC vhodny pro A549 bunécnou linii, kterd je
hypotriploidni (pocet chromozom{ se pohybuje kolem 66) a vykazuje rovnéz vysoky bazalni
pocet mutaci (Peng et al. 2010). ABC zUstava vSak vyznamnym testem s pouzitim perifernich
lymfocytl, zejména pak v epidemiologickych studiich, spole¢né s CBMN a CA. Obr. 6 ilustruje



nejcastéji hodnocené ndlezy na lidskych monocytech po expozici in vivo riznym skodlivinam.
SlouZi pouze pro orientaci v moznych nalezech.

Obr. 6 Priklady skérovanych nalezl: a) normalni mitoticka burika, b) polyploidni burika, c) zlom
(oznacen sipkou), d) dvojity fragment (oznacen Sipkou), e) minute (oznaceno Sipkou), f)
prstencity (ring) chromozom (oznacen Sipkou), g) translokace (oznaceno Sipkou), h)
mezichromozomovd vyména (oznaceno Sipkou), i) dicentricky chromozom (oznaceno
prazdnou Sipkou) a dvojity fragment (oznaceno plnou Sipkou)
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Metodiky Ustavu histologie a embryologie

(odpovédnymi osobami za nize uvedené metodiky jsou Hana Bavorova, Ales Bezrouk, Dana
Cizkova, Petra Hajzlerova, Jana Chvétalova, Zora Komarkova, Magda Vobornikovd, Jaroslav
Mokry, Rishikaysh Pisal)

Histologicka analyza

Teoreticky zaklad metodiky

Techniky histologické analyzy se pouZivaji pro sledovani mikroskopické morfologie
tkdni a organul, které mohou byt zcela fyziologické nebo se v nich projevovat vlivy exo- nebo
endogennich faktor(, které vedou ke zméné prostorového usporadani tkané nebo organu.
Vysetfovany orgdn ¢i tkan mohou byt odebrany z Zivého (biopsie) ¢i nezivého (nekropsie)
organismu.

Peroperacéni biopsie se provadi béhem chirurgického vykonu a odebrany vzorek je
rychle zfixovan, aby nedoslo k iniciaci autolytickych procesut, a nasledné zpracovan do podoby
zmrazeného rezu. Takto pripraveny fez je pfipraven k okamZitému zhodnoceni a je mozné tak
sdélit operatorovi béhem vykonu, zda je vzorek fyziologicky ¢i obsahuje patologické zmény.

Podrobnéjsi popis metodiky
Postup zpracovani organ( po vystaveni mysi C57BI/6 vlivu grafenovych ¢astic (PlasmaChem):

1. Poté, co byla mysS usmrcena prostrednictvim letalni davky isofluranu, jsou odebrany
pozadované organy (plice, srdce, Zaludek, tenké stfevo, jatra, ledviny) a ty jsou
fixovany prostfednictvim 10% formalinu (timto procesem dochazi k denaturaci
bilkovin, ktera inhibuje aktivitu autolytickych enzym, které by v pfipadé aktivace
mohly poSkodit morfologii organu ¢i tkané).

2. Organy jsou fixovany po dobu 3-4 dn( (délka fixace je Umérna velikosti a komplexnosti
organu).

3. Poté jsou organy zpracovany prostifednictvim tkdriového automatu (autotechnikonu),
ktery organy nejprve odvodni vzestupnou alkoholovou fadou (60-100% etanol) a poté
se prosyti xylenem, ktery zlepSuje prostup parafinu orgdnem.

4. Organ se pak zalije do parafinového blocku, zchladi se a nasledné se nakraji na 5 um
fezy na mikrotomu. Tyto fezy jsou preneseny na podlozni sklo potazené Zelatinou,
ktera usnadni pfilnuti fezu na povrch skla.

5. Rezy se pred obarvenim musi zbavit parafinu a poté zavodnit, a to prostiednictvim
roztoku Ottix plus (2x 7 minut), poté Ottix shaper (2x 7 minut). Pak se rfezy oplachuji
destilovanou vodou a pokracuji do hematoxylinu, ktery obarvi bazofilni struktury
organu (jadra, drsné endoplazmatické retikulum atd.). V hematoxylinu jsou fezy 3—10
minut (délka barveni zdavisi na cerstvosti a typu hematoxylinu). Poté jsou fezy
oplachovéany po dobu 10 minut v tekouci vodé. Dobarveni eosinofilnich struktur
(cytoplazma, mitochondrie) probiha diky eosinu, kde jsou fezy barveny po dobu 3-5
minut (doba barveni se odviji od ¢erstvosti eosinu). Poté jdou fezy opét do Ottix shaper
a Ottix plus. Poslednim krokem je zamontovani syntetickymi montovadly (DPX), které



umozni dlouhodobé uchovavani preparati. Preparat je tak opatfen na povrchu krycim
sklem.

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic a souhrn nejzajimavéjsich
vysledkd

Histologické zpracovani je rutinni zaleZitosti, které je pouzivano ve vsech histologickych
laboratofich a jedna se o ¢asem provérenou metodu, ktera doznava zmén pouze v roztocich,
které se pouZivaji pro pfipravu preparatl. Pfipravené preparaty mohou byt zpracovany
imunohistochemicky, coZ umoZiuje vyhodnocovat pfitomnost antigenu pritomnych na
bunéénych povrsich (Kolesova et al. 2021). Vyhodou parafinovych fez(i je dlouhodobé
skladovani, barveni Sirokou Skalou metod, zachovani morfologie orgdn(i. Nicméné u nesetrné
fixace mlze dojit k poruseni antigennich epitopli, coz mlzZe znesnadnovat jejich analyzu
prostfednictvim imunohistochemie. Alkoholova rada slouzi k odvodnéni, coz mlze mit za
nasledek svrasténi tkané, coz vede k tvorbé artefaktd.

Histologickou analyzu jsme pouZili pro zhodnoceni vlivu grafenovych nanocastic (firma
PlasmaChem) na Zivy organismus, konkrétné na mysi kmene C57BI/6. Zvifata byla vystavena
vlivu grafenovych ¢astic dvéma cestami vstupu: intratrachealné a perordlné. V obou ptipadech
jsme vyuzili dvé rGzné koncentrace grafenu (5 a 50 pg/ml), a to bud' v akutni expozici (jedna
davka) nebo chronické (expozice grafenu kazdy pracovni den). Organy byly zvifatim odebrany
v rliznych ¢asovych intervalech (1, 7 nebo 21 dni).

Akutni expozice se nijak neprojevila na morfologii odebranych organ(, at uz u
intratrachedlni nebo peroralni expozice. V pfipadé chronické expozice jsme pozorovali
ztlusténi alveolarni stény a vyliti erytrocyt do intersticidlni plicni tkané (Obr. 1, 2). Nedoslo
k akumulaci grafenovych nanocastic v plicni tkani, tak jak se popisuje v literature (Gao et al.
2021, Kim et al. 2016), nicméné v nasem in vivo experimentu doslo k vytvoreni zanétlivé
reakce, kterd vyustila ve zesileni alveolarnich sept. V srdci doslo ¢astecné k akumulaci malych
depozit grafenovych ¢astic ve vazivu endokardu.

Perordlni expozice pfi akutni a chronické expozici nedoznala Zadnych zmeén
v morfologii. Zmény morfologie byly popsany v literatufe (Shin et al. 2015), ovSem v nasem
experimentu bylo pouZita nizSi koncentrace nanoclastic, coz mélo za nasledek pfijeti
nanomateridlu do organismu bez vyvolani zanétlivych ¢i morfologickych zmén na srdecni
tkani. Vysledky in vivo studie jsou publikovany v ¢lanku , The dose- and time-dependent
cytotoxic effect of graphene nanoplatelets: in vitro and in vivo study”.



Obr. 1 Histopatologicky efekt grafenovych nanodastic na plicni tkan po chronické expozici (21
dni). A) znazornuje kontrolni vzorek bez morfologickych zmén; B) Sipkami oznacuje mista
alveolarniho ztlusténi; C) hvézdi¢kami ilustruje misto vyplaveni erytrocytl do intersticia plic.
Méfitko je 50 um, barveno hematoxylin-eosinem.

, N ) SRR
Obr. 2 Histopatologicky efekt grafenovych nanocastic na srdec¢ni tkan po chronické expozici
(21 dni). A) znazornuje kontrolni vzorek bez morfologickych zmén; B) Sipkami oznacuje mista
akumulace grafenovych nanocastic ve vazivu endokardu. Méfitko je 50 um (A) a 20 um (B),
barveno hematoxylin-eosinem.
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LDH test (test cytotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

Jedna se o kolorimetrickou metodu, kterou lze kvantitativné analyzovat bunécnou
cytotoxicitu. Jeji princip je zalozen na méfeni mnozstvi extraceluldrni laktatdehydrogendazy
(LDH). Tento enzym je pritomen v Siroké Skale savéich bunék a konkrétné je lokalizovan
v bunécném cytosolu. Extraceluldrni vyskyt LDH je spojovan s naruSenim integrity bunécné
membrany, a proto se tato metoda pouziva pro kvantifikaci bunécné viability. Unikly enzym
LDH je konvertovan na pyruvat prostfednictvim NAD* redukce na NADH, ktera je nasledné
redukovdna na tetrazoliovou s(l, jejiz mnoistvi koreluje s mnoistvim LDH uniklého
v kultivaénim médiu. LDH assay byva pomérné casto pouzivdno pro stanoveni vlivu exo- i
endogennich agens na bunécnou populaci sjasné definovanymi vlastnostmi (proliferacni
aktivita, diferenciacni potencial atd.).

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup CyQUANT™ LDH (ThermoFisher) cytotoxické analyzy pro zjisténi vlivu grafenu firmy
PlasmaChem na adherentni linii myoblast(i C2C12.

1. Nasazeni C2C12 myoblast( na 96jamkovou desti¢ku (0,5-2x10* bunék/jamka) ve 100 pl
bezfenolového kultivaéniho média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB). Bezfenolové médium
snizuje faleSnou pozitivitu vysledku. Mnozstvi bunék na jamku je nutno volit dle konkrétni
bunécné linie; prilis vysoka denzita bunék se mlze projevovat faleSnou pozitivitou ve
smyslu vyssi cytotoxicity. Bunééné médium musi obsahovat sérum = endogenni aktivita
LDH v séru muzZe zpUsobovat faleSnou pozitivitu. Na destice je nutné si vyclenit dvé
skupiny bunék, které slouzi jako kontrola (spontanni LDH reakce (SLR), maximalni LDH
aktivita (MLA).

2. Inkubovat bunky po dobu 24 h pti 37 °C a 5% CO,.

3. Odsati média tak abychom neporusili adherovany monolayer bunék a nasledné pridani
grafenu rozpusténého v bezfenolovém kultivaénim médiu v poZzadované koncentraci (5—
100 ug/ml; triplikat). Inkubace nésledujicich 24-48 hodin.

4. Do jamek, kde je triplikat pro SLR se aplikuje 10 pl sterilni, ultra-Cisté vody. Do jamek s MLA
se aplikuje 10 pl lysis buffer (10x). Obé reagencie se inkubuji 45 minut pfi 37 °Ca 5% CO..

5. Odsati 50 pl média z kazdé jamky, transfer do jiné 96jamkové desti¢ky (i SLR, MLA) a
pridani 50 ul reaction mixture. Reaction mixture se pfipravi dopredu a obsahuje Substrate
mix (vznikne smichanim 11,4 ml k Substrate mix, kterd je v podobé prasku) a Assay Buffer
(600 pl), které se smichaji a vytvori tak Reaction mixture, ktera vystaci ptiblizné na dvé
96jamkové desticky. Tento mix vydrzi pfi -20 °C pfiblizné 3—-4 tydny. Centrifugacni
zkumavku s timto mixem je potreba chranit pred svétlem (zabaleni do alobalu).

6. Inkubovani bunék s Reaction mixture po dobu 30 minut pfilaboratorni teploté bez dosahu
svétla (zabalit do alobalu).

7. Pridani 50 ul Stop solution

Promichat po dobu 1 minuty na shakeru.

9. Méreni absorbance pfi 490 nm na spektrofotometru; referenéni vinova délka by neméla
byt vys$si nez 680 nm.

o0



absorbance oSetitenych bunék —SLR
MLA-SLR

10. Vypocet pro stanoveni cytotoxicity: * 100. Takto vychazi

cytotoxicita v procentech.

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic a souhrn nejzajimavéjsich
vysledk

LDH analyza je pomérné casto vyuzivanou metodou pro stanoveni miry cytotoxicity
bunéénych populaci vyvolané prostfednictvim nanocastic. Jeji vyhodou je sensitivita, ktera je
vyssi nez u puavodné uzivanych metod podobného principu (XTT, MTT). Také je stabilnéjsi a
rychlejsi nez zminéné MTT nebo XTT (Worle-Knirsch et al. 2006). Navic tato metoda neni
narocna na pristrojové vybaveni, ale ve standartné vybavené laboratofi ji lze snadno
praktikovat. S vyhodou je mozné provést jak LDH, tak WST-1 analyzu najednou. U LDH assay
se spotfebovava pouze cast ovlivnéného kultivaéniho média, naproti tomu u WST-1 se
pouzivaji ovlivnéné bunky. Timto zplUsobem se usetfi ¢as pro analyzu dvou metod, sniZi se
pocet bunék a je mozné vysledky obou metod srovnat a vyhodnotit. Nevyhodou poufziti této
metody mUZe byt uZiti bezfenolového média, které by mohlo zpUsobit faleSnou pozitivitu; je
zde tedy ,vysSi“ investice v podobé specifického typu kultivaéniho média. Navic je nutné
pocitat s kultivaci bunék v kultivaénim médiu s obsahem séra, coz mlze byt problém u
bunécénych linii, které se standartné kultivuji v bezsérovych podminkdach. Toto jsme Fesili u
embryondlnich kmenovych bunék, které se zacinaji diferencovat v pritomnosti séra
v kultivaénim médiu (Balbasi et al. 2021); nicméné existuji varianty séra, které nezpUsobuji
diferenciaci bunék, ale jejich pofizovaci cena je mnohondsobné vys$si nez u béZnych
kultivacnich médii.

LDH analyzu jsme poufZili pro kvantitativni stanoveni cytotoxicity rlznych bunécnych
populaci (C2C12 myoblasty, mysi embryonalini fibroblasty, plicni alveolarni epitelové buriky,
embryondlni kmenové burky). Tyto bunécné linie jsme vystavili plGsobeni 3 druh
nanomateridld = grafen firmy PlasmaChem, grafen TCD a komercné dostupny TiO» firmy
SigmaAldrich. Metoda byla snadno aplikovatelnd pro nase Ucely a diky ni jsme prokazali snizeni
viability bunécnych linii v pfipadé, Ze byly vystaveny plsobeni vyssich davek grafenu (50 — 100
ug/ml) a delsi doby plsobeni (48 hodin dlouha expozice); viz nize uvedeny graf (Obr. 3). Tyto
vysledky jsou shrnuty v publikaci ,, The dose- and time-dependent cytotoxic effect of graphene
nanoplatelets: in vitro and in vivo study”. V pfipadé TiO; jsme neprokazali Skodlivy vliv
nanomateridlu na bunécné linie ani pti vysSich ddvkach nebo delsi dobé plisobeni nanocastic.
Podobné vysledky byly popsany v publikacich Li et al. 2012, Zhang et al. 2010.
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Obr. 3 Cytotoxicita nanomateridlu analyzovdana metodou LDH. Procento poskozenych bunék
se zvySovalo v zavislosti na koncentraci a délce plsobeni grafenovych nanocastic (firma
PlasmaChem). Data jsou prezentovana v procentech. Kontrolni vzorek nebyl oSetfen
grafenem. Data jsou zndzornéna se smérodatnou odchylkou, * p-value < 0,05; *** p-value <
0,001; **** p-value < 0,0001.

MTT test (test cytotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

Jednd se o kolorimetrickou metodu, kterou lze kvantitativné analyzovat bunécnou
viabilitu, proliferaci a cytotoxicitu. Tato metoda je zaloZena na metabolické aktivité
zkoumanych bunék. Béhem analyzy dochazi ke konverzi MTT, které je rozpustné ve vodé,
prostfednictvim mitochondridlnich dehydrogenaz na nerozpustny formazan. Schopnost
pfemény MTT na formazan je vazano na metabolicky aktivni bunky; ¢im vice metabolicky
aktivnich bunék kultura obsahuje, tim véts$i mnozstvi formazanu je formovano. Krystaly
formazanu jsou déle rozpustény v DMSO a pak je desticka mérena na spektrofotometru. MTT
se pouziva v testovani cytotoxicity farmaceutik.

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup MTT (SigmaAldrich) cytotoxické analyzy pro zjisténi vlivu grafenu firmy PlasmaChem
na adherentni linii myoblastd C2C12.

1. Nasazeni C2C12 myoblastl na 96jamkovou desticku (0,5-2x10% bunék/jamka) v 100 pl
kultivacniho média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB).

2. Inkubovat bunky po dobu 24 h pti 37 °C a 5% CO,.

3. Odsati média tak abychom neporusili adherovany monolayer bunék a nasledné pridani
grafenu rozpusténého v kultivaénim médiu v pozadované koncentraci (5-100 ug/ml;
triplikat). Inkubace nasledujicich 24-48 hodin.



4. Do kazdé jamky se napipetuje 100 pl zasobniho MTT roztoku (1 g tetrazoliové soli MTT +
200 ml PBS pufru). Hotovy MTT roztok se prefiltruje a uchovava rozpipetovany po 10 ml
v mrazaku pfi -20°C; takto pripraveny roztok je mozné skladovat po dobu 6 mésic(.
Inkubovani bunék MTT roztoku s burikami po dobu 4 hodin pfi 37°C a 5% CO,.

Odebrani média a pfidani 100 ul DMSO (rozpusti formazanové krystaly)

Promichat po dobu 10 minut na shakeru.

Méreni absorbance pfi 490 nm na spektrofotometru; referencni vinova délka by neméla
byt vy3$si nez 680 nm.

® N W

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic a souhrn nejzajimavéjsich
vysledk

MTT analyza je pomérné Casto vyuzivanou metodou pro kvantifikaci bunécné viability.
Jeji vyhodou je sensitivita, ale neni srovnatelnd s jinymi metodami podobného principu (WST-
1, WST-8, LDH). Nevyhodou je nizka stabilita formazanové soli, interference v pfipadé pouziti
metabolicky aktivnich bunék (maji vy$si mnozstvi mitochondrii, tudiz je zde pravdépodobnost
zvysSené premény MTT na formazan, a tim vyssi riziko falesné pozitivniho vysledku), u bunék
podléhajicich apoptdze dochdzi kredukci MTT diky intaktnim mitochondriim, néktera
farmaceutika mohou ovlivnit funkci mitochondrii, coZz se mlze odrazit na vysledné produkci
formazanovych krystall (Grela et al. 2015). Je nutné mit tyto limity na paméti a spravné zvolit
uziti MTT analyzy. Nicméné je tato metoda pomérné rychld, jednoducha a neni naro¢na na
pfistrojové vybaveni, ale ve standartné vybavené laboratofi ji Ize snadno praktikovat.

MTT analyzu jsme zpocatku uZivali pro kvantifikaci bunécné viability, ale vysledky
nebyly validni v porovnani se stabilnéjsimi a sensitivnéjSimi metodami jako bylo LDH nebo
WST-1. Proto jsme tuto metodu dale nevyuzivali pro zhodnoceni vlivu nanocastic na kmenové
buriky.

Genova kvantifikace prostrednictvim RT-gPCR (molekularni biologie,
histologie)

Teoreticky zaklad metodiky

Informace potiebné k tvorbé funkénich proteind jsou transferovany z DNA do RNA a
nasledné do podoby aminokyselin. Pfenos informace z DNA do RNA a z RNA do aminokyselin
je nazyvano transkripci a translaci. Transkripce spolecné s translaci patfi mezi tzv. genovou
expresi. Genova kvantifikace je mozna diky kvantifikaci mnozstvi RNA. Samotna RNA nemuze
byt pfimo stanovena, proto je nejprve transformovdna do podoby DNA reverzni
transkriptdzou. Takto vznikla DNA se nazyvad jako komplementarni DNA (cDNA) a je
amplifikovana prostfednictvim genové specifickych primerd v pfitomnosti interkalacnich
barviv (SYBR green) nebo hybridizacnich sond (Tagman). Generované mnozstvi
fluorescenéniho signalu koreluje s genovou expresi. Casteéné kvantifikaéni metody genové
kvantifikace jsou ¢asto vyuzivany pro rychlé stanoveni mnoistvi genové exprese. V téchto
metoddach je mnoistvi RNA stanoveno pouZitim pfedem charakterizovanych , housekeeping”
genu, které tvofi vnitfni standard pro normalizaci hladiny genové exprese cilového genu. Real-
time gPCR je vykonny a sensitivni nastroj pro studium malych zmén v genové expresi. Diky



tomu se jednad o idedlni metodu pro studium vlivu nanocastic na rlizné geny v rGznych
bunécénych liniich.

Podrobnéjsi popis metodiky

RNA je ziskana lyzou bunék prostfednictvim TRI reagencie nasledovanou purifikaci pres silica
spin columns (Zymo research RNA isolation kit).

N

Lyza bunék prostfednictvim 500 ul TRI Reagent.

500 pl Cistého etanolu (bez pfitomnosti nukledz) je pridano k lyzovanému vzorku.

Smés je prenesena na silica spin columns (ten zachyti vzorek) spole¢né s eppendorfkou
(pro zachyceni odpadu) a je centrifugovana pfi 16,000 x g po dobu 30 sekund.
Eppendorfka s odpadni ¢asti vzorku je odstranéna a silica spin column je opatfen novou
eppendorfkou. Poté se prida 400 ul RNA Wash buffer do silica spin column a centrifuguje
se pfi 16,000 x g po dobu 30 sekund. Déle se prida 75 ul DNA digestion buffer k 5 ul DNazy
I, obé reagencie jsou promichany a pridany do silica spin column. Natraveni DNA probiha
po dobu 15 minut pfti laboratorni teploté. Tento krok napomaha k odstranéni genomické
DNA, kterd by mohla pfi kvantifikaci vytvaret faleSnou pozitivitu.

Do silica spin column se prida 400 pl Pre-wash buffer a centrifuguje se pti 16,000 x g po
dobu 30 sekund.

Poté je odstranéna eppendorfka s odpadnim vzorkem a krok 5. je znovu opakovan.

Do silica spin column se prida 700 ul RNA Wash bufferu, centrifuguje se po dobou 2 minut
pfi 16,000 x g pro kompletni odstranéni pufru. Odpadni vzorek je vyhozen a silica spin
column je prenesen do eppendorfky, kterd je prosta nukleaz.

RNA je extrahovano prostfednictvim pridani 50 ul ultracisté vody (bez pfitomnosti
nukledz) a centrifugovano pti 16,000 x g po dobu 30 sekund.

Poté se pristupuje k syntéze cDNA a zbylda RNA je uchovavana pfi -80 °C.

Syntéza cDNA

PwnNPE

Izolovana RNA je kvantifikovana prostfednictvim spektrofotometru.

500 ng celkové RNA je pouzito pro cDNA syntézu.

RNA je rozpusténa v ultracisté vodé (bez pfitomnosti nukleaz) a vysledny objem je 10 pl.
Komponenty a jejich mnozstvi pro syntézu cDNA enzym mixu je nasledujici:

Komponenty Objem pro jednu reakci
10X RT buffer 2 ul

25X dNTP mix (100 mM) 0,8 ul

10X RT Random primer 2 ul
MultiScribe Reverse transcriptase enzyme 1l

Ultracista voda 4,2 ul

Celkem 10 ul

5. O ul cDNA enzym mixu je pridano k 10 ul rozpusténé RNA

6.

Nastaveni pro cDNA syntézu:



Nastaveni  Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
Teplota 25 °C 37 °C 85 °C 12 °C
Cas 10 min. 120 min. 5 min. oo

Real-time qPCR

1. Volba zkoumanych genUl zdavisi na experimentu, coz je nutné si stanovit pred zacatkem
analyzy genové exprese.

2. Real-time gPCR je realizovdna prostiednictvim kitu firmy Roche (Roche LightCycler 480

SYBR Green | master mix) a to v pfitomnosti primeru komplementarniho ke zkoumanému

genu v koncentraci 400 nM. Celkovy objem roztoku je 15 pl.

Genova exprese je vztazena k referenénimu genu B-aktinu.

4. 10 ng cDNA je pouzito pro kvantifikaci a data jsou prezentovana jako smeérodatna
odchylka prdméru (vzorky se analyzuji v triplikatech).

5. Real-time gPCR je realizovdna na pfistroji firmy BioRad CFX96 Touch s takto nastavenymi

w

parametry:
Nastaveni  Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4 Krok 5
Opakovani Krivka tani
Teplota 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C kroku; 40 (60°Caz95
cykla °C)
. . 30 sec. Kontinualni
Cas 5 min. 10 sec. 20 sec. o o
(ptirGstek) prirastek

6. Vysledky jsou vyjadieny prostfednictvim grafu, ktery koreluje s CT hodnotami kazdého
genu ve vzorku.

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic a souhrn nejzajimavéjsich
vysledk

Pouziti RT-gPCR muze byt zatiZzeno chybou, ktera je zaloZena na interferenci nanocastic
s pribéhem RT-gPCR, proto je nutné vidy ovérovat vysledné stanoveni genové exprese.
Nékteré referencni geny jsou v pfitomnosti nanocastic nestabilni, proto je nutné toto zvazit
pred planovanim experimentu zahrnujiciho RT-qPCR a najit stabilni referencni gen.

Béhem naseho vyzkumu jsme izolovali neuralni kmenové buriky z mysich embryi, a to
prostfednictvim malych molekularnich inhibitord a LIF. Nicméné studium pUsobeni nanocastic
na tuto bunécénou linii je v soucasné chvili rozpracovano.

Kombinace CHIR99021, XAV939, LDN 193189, SB431542 a LIF indukuje
neuroektodermovy potencial v embryonalnich kmenovych burikach. Tyto buriky pak exprimuji
neurogenni markery jako je Sox1 a Pax6, spolecné s pluripotentnimi markery Pou5f1, Sox2 a
Nanog (Obr. 4). Tyto markery by mohly slouZit k analyze zmén genové exprese po pusobeni
vlivu nanocastic.
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Obr. 4 Analyza genové exprese riznych bunék linie embryondlnich mysich bunék (ES) D3
linie. Vysledky prezentuji rozdil v genové expresi diferenciovanych ES D3 bunék a
nediferencovanych ES D3 bunék. B-aktin byl pouzit jako referencni gen a vysledek je po 6
dnech od za¢atku bunécéné diferenciace. Data jsou vyjadfena se smérodatnou odchylkou
praméru. Toto bylo publikovano v ¢lanku ,,BMP inhibition in the presence of LIF
differentiates murine embryonic stem cells to early neural stem cells”.

WST-1 test (test cytotoxicity)

Teoreticky zaklad metodiky

Jednd se o metodu, kterou lze kvantitativné analyzovat bunéénou proliferaci, viabilitu
nebo cytotoxicitu. Jeji princip je zaloZen na rozloZeni tetrazoliové soli na formazan
prostfednictvim mitochondridlni dehydrogenazy. Generované mnozstvi barviva je pak pfimo
umérné mnozstvi zZivych bunék. WST-1 se hojné pouZiva pravé pro stanoveni vlivu exo- Ci
endogennich agens na bunécnou populaci s jasné definovanymi vlastnostmi (proliferacni
aktivita, diferenciacni potencidl atd.).

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup WST-1 analyzy pro zjisténi cytotoxického vlivu grafenu firmy PlasmaChem na
adherentni linii myoblastl C2C12.

1. Nasazeni C2C12 myoblastl na 96jamkovou desti¢ku (0,5-2x10* bunék/jamka) v 100 pl
bezfenolového kultivacniho média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB). Bezfenolové médium snizuje
falesnou pozitivitu vysledku. MnozZstvi bunék na jamku je nutno volit dle konkrétni bunécné
linie; prilis vysoka denzita bunék se mlzZe projevovat faleSnou pozitivitou ve smyslu vyssi
cytotoxicity.



2. Inkubovat bunky po dobu 24 h pti 37 °C a 5% CO,.

3. Odsati média tak abychom neporusili adherovany monolayer bunék a nasledné pridani
grafenu rozpusténého v bezfenolovém kultivatnim médiu v poZzadované koncentraci (5—
100 ug/ml; triplikat). Inkubace nésledujicich 24-48 hodin.

4. Pfidani 10 ul WST-1 Cell Proliferation Reagent a inkubovat po dobu 4 hodin pfi 37 °Ca 5%
COa.

5. Promichat po dobu 1 minuty na shakeru.

6. Méreni absorbance v rozmezi 420-480 nm na spektrofotometru; vzorky méfit proti blanku.
Referenéni vinova délka by méla byt vyssi nez 600 nm.

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic a souhrn nejzajimavéjsich
vysledk

WST-1 analyza je pomérné casto vyuzivanou metodou pro stanoveni miry cytotoxicity
bunéénych populaci vyvolané prostfednictvim nanocastic. Jeji vyhodou je sensitivita, ktera je
mnohem vyssi nez u plivodné uzivanych metod podobného principu (XTT, MTT). Také je
stabilnéjsi a rychlejsi nez zminéné MTT nebo XTT. Navic tato metoda neni ndroc¢nd na
pristrojové vybaveni, ale ve standartné vybavené laboratofi ji lze snadno praktikovat.
Nevyhodou pouZziti této metody muize byt uZiti bezfenolového média, které by mohlo zpUsobit
falesnou pozitivitu; je zde tedy ,vyssi“ investice v podobé specifického typu kultivaéniho
média.

WST-1 analyzu jsme poutzili pro kvantitativni stanoveni cytotoxicity riznych bunécnych
populaci (C2C12 myoblasty, mysi embryonalni fibroblasty, plicni alveolarni epitelové burky,
embryonalni kmenové buriky). Tyto bunécné linie jsme vystavili plsobeni 3 druhl
nanomateridll = grafen firmy PlasmaChem, grafen TCD a komerc¢né dostupny TiO; firmy
SigmaAldrich. Metoda byla snadno aplikovatelnd pro nase Gcely a diky ni jsme prokazali snizeni
viability bunécénych linii v pfipadé, Ze byly vystaveny pusobeni vyssich davek grafenu (50-100
ug/ml) a delsi doby plsobeni (48 hodin dlouha expozice); viz nize uvedeny graf (Obr. 5). Tyto
vysledky jsou shrnuty v publikaci ,, The dose- and time-dependent cytotoxic effect of graphene
nanoplatelets: in vitro and in vivo study”. V pfipadé TiO; jsme neprokazali Skodlivy vliv
nanomaterialu na bunécéné linie ani pfi vyssich davkach nebo delsi dobé plsobeni nanocastic.
Podobné vysledky byly popsany v publikacich Wang et al. 2011 a Chang et al. 2011.
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Obr. 5 Cytotoxicita nanomateridlu analyzovana prostfednictvim WST-1. Procento
poskozenych bunék se zvySovalo v zavislosti na davce a délce inkubace s grafenem (firma
Plasmachem). Data jsou prezentovana v %, kdy kontrola nebyla oSetfena grafenem a jsou
znazornény se smérodatnou odchylkou. ** p-value < 0,01; *** p-value < 0,001.

XCELLigence (bunécna proliferace, adheze, viabilita, morfologie)

Teoreticky zaklad metodiky

Systém xCELLigence firmy Roche je elektronicky systém s biosensory, které umoznuji
v realném case sledovat bunécnou proliferaci, adhezi, viabilitu a morfologii. Pro sledovani
tohoto ,biologického statutu” bunky neni zapotfebi Zadného znaceni bunék, ale méfi se
zména elektrické impedance prostfednictvim zabudovanych mikroelektrod na dné specidlnich
desti¢ek uréenych pfimo pro tuto metodu. Sledovani téchto zmén v redlném case je
umoznéno prostrednictvim specialniho softwaru, ktery uZivateli poskytuje analyzovat data
v pribéhu experimentu. Jakmile burnky pfisednou na dno jamek s mikroelektrodami, dojde ke
zméné tzv. cell indexu (Cl). Jestlize bunky neptisednou na dno jamky, hodnota Cl je O; jestlize
dojde k adhezi, hodnota Cl roste s mnozZstvim adherovanych bunék. Zména tvaru, viability a
proliferace se také promitd do celkové hodnoty Cl. Timto zplsobem je mozné evaluovat
bunécnou proliferaci, cytotoxicitu, adhezi, viabilitu nebo kvantifikaci ICs,

Podrobnéjsi popis metodiky

Protokol pro RTCA DP systém xCELLigence pro zjisténi vlivu grafenu firmy PlasmaChem
na adherentni linii myoblasti C2C12

1. Nejprve je nutné si predem pfipravit a promyslet rozlozeni desticky (layout). Kazda desticka
ma 16 jamek, ktera pojme az 200 ul kultivacniho média s burikami. Také je potfeba nastavit
parametry experimentu (mérfeni vSech desti¢ek najednou/separatné, kolik bunék bude
v jedné jamce, koncentraci grafenu, jak dlouho se bude méfit, kdy se pfidaji nanoéastice,
pocet sweeps za hodinu/minutu). Je nutno dopfedu védét za jakou dobu burky dosahnou
faze platé — v této fazi se obvykle pridavaji nanocastice.



2. Nasazeni C2C12 myoblast( na desticku pro RTCA DP systém (100—-1500 bunék/jamka) v 100
pl kultivaéniho média (DMEM, 10% FBS, 1% ATB).

3. Inkubovat bunky po dobu 24 h pfi 37 °C a 5% CO,.

4. Priprava média s riznymi koncentracemi grafenu ((5-100 ug/ml; triplikat). Poté je 100 pl
kultivaéniho média srozpusSténym grafenem opatrné pfiddno na desticku. Neni
doporuceno zcela odsat plvodni kultivaéni médium a pridat nové médium s nanocasticemi,
protoze dojde k poruseni adherovaného monolayeru, coz ma za nasledek zménu Cl.
Inkubace nasledujicich 24—-48 hodin.

5. Vyhodnoceni plotu a hodnot CI.

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic a souhrn nejzajimavéjsich
vysledk

xCELLigence neni rozsitenou metodou pro sledovani bunécné proliferace a cytotoxicity
jako bézné dostupné testy (WST-1, LDH, XTT, MTT atd.), a to predevsim diky vyssi investici do
pfistrojového vybaveni a desti¢ek s mikroelektrodami, které lze pouZit pouze jedenkrat.
Nicméné tato metoda znacné vynikd v zachyceni zmén v bunééné viabilité, proliferaci, adhezi
a morfologii v redlném c¢ase a neni tak omezena jako klasické end-point analyzy. Jestlize je
dobre pfipraven cely experiment, tak data poskytuji validni vysledky o pomérné Siroké Skale
bunécnych vlastnosti.

Sledovani viability a adheze bunék jsme pouzivali pro vyhodnoceni cytotoxického vlivu
grafenu (PlasmaChem, TCD) a oxidu titani¢itého na rGzné bunécné linie (C2C12 myoblasty,
plicni alveoldrni epitelové buriky, embryonalni kmenové bunky). Metoda byla snadno
aplikovatelnd pro nase ucely a diky ni jsme prokdzali snizeni viability bunécéné linie plicnich
alveolarnich epitelovych bunék v pripadé, Ze byly vystaveny plsobeni vyssich davek grafenu
(50-100 pg/ml) a delsi doby plsobeni (48 hodin dlouhd expozice); viz nize uvedeny graf (Obr.
6, 7). Tyto vysledky jsou shrnuty v publikaci ,The dose- and time-dependent cytotoxic effect
of graphene nanoplatelets: in vitro and in vivo study”. V pripadé TiOz jsme neprokazali Skodlivy
vliv nanomateridlu na bunécné linie ani pfi vysSich davkach nebo delsi dobé plsobeni
nanocastic. Monitorovani biologického statutu bunék bylo pouzito i v jinych studiich, které
zkoumaly potencialné toxicky vliv nanocastic na bunécné kultury (Kvakova et al. 2021).



Cell Index

LR R LA B i
00 70 140 210 280 350 420 430

Time (in Hour)
Obr. 6 Sledovani Cl plicnich alveolarnich epitelovych bunék v redlném case. Buriky byly
vystaveny vlivu grafenovych nanocastic po 24hodinové inkubaci a byly sledovany ndsleduijicich
24 hodin. Legenda k obrazku: tmavé modra (5 pg/ml), tmavé ¢ervena (10 pg/ml), zelena (20
ug/ml), fialova (50 pg/ml), tyrkysova (100 pg/ml).
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Obr. 7 Sledovani Cl plicnich alveolarnich epitelovych bunék v redlném case. Buriky byly

vystaveny vlivu grafenovych nanocastic po 24hodinové inkubaci a byly sledovany nésledujicich
48 hodin. Legenda k obrazku: tmavé cervena (5 pug/ml), zelend (10 pug/ml), tmavé modra (20
ug/ml), fialova (50 pg/ml), tyrkysova (100 pg/mil).



Transmisni elektronova mikroskopie

Teoreticky zaklad metodiky

Transmisni elektronovd mikroskopie predstavuje klicovou metodu umoznujici
vizualizovat nanocastice a identifikovat jejich lokalizaci v burikdch kultivovanych in vitro nebo
ve tkanich laboratornich zvifat vystavenych plsobeni nanocastic. Po fixaci a zaliti
kultivovanych bunék nebo vzork( tkani do pryskyfice se zhotovi nejprve polotenké rezy, které
Ize pozorovat ve svételném mikroskopu a slouzi k vyhledani oblasti fezu vhodné pro vysetreni
v transmisnim elektronovém mikroskopu. Poté se zhotovi ultratenké rezy o tloustce 50—60
nm, ktera je nutna pro prichod elektron(i fezem. Transmisni elektronovy mikroskop funguje
na principu prozareni ultratenkého fezu svazkem urychlenych elektronl, pficemz nékteré
elektrony fezem prochazeji bez ovlivnéni a u jinych dochazi k interakcim s atomy soucasti
bunék a k jejich rozptylu. Vysledny obraz vznika na fluorescenénim stinitku. ZvétSeni a rozliseni
dosahovana transmisnim elektronovym mikroskopem poskytuji moznost pozorovat ¢astice o
rozméru nékolika nanometru.

Podrobnéjsi popis metodiky

Postup zpracovani bunécénych kultur pro transmisni elektronovou mikroskopii a vySetfeni
v transmisnim elektronovém mikroskopu:

1. Fixace bunék je chemickda a probihd ve dvou krocich. Nejprve se bunky fixuji 3%
glutaraldehydem v 0,1 M kakodylatovém pufru (pH 7,2; Sigma) po dobu 3 hodin pti pokojové
teploté. Po oplachu v 0,1 M kakodylatovém pufru (pH 7,2) jsou buriky dofixovany 1% oxidem
osmicelym v 0,1 M kakodylatovém pufru (pH 7,2; Sigma) po dobu 1 hodiny pfi pokojové
teploté. Nasleduje dlkladny oplach v 0,1 M kakodylatovém pufru (pH 7,2). Fixace bunék je
provedena primo v kultivaénich nadobkach.

2. Po fixaci jsou bunky dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou (50%, 75%, 96% a
100%) a propylenoxidem a infiltrovany smési pryskyfic Epon 812 a Durcupan ACM (Sigma). Po
infiltraci jsou bunky zality do Zelatinovych kapsli a pryskyfice polymeruje po dobu 3 dni pfi 60
°C za vzniku tzv. blocku.

3. Na ultramikrotomu (Ultrotome Nova, LKB, Svédsko) se z blo¢k{l kraji ru¢né zhotovenym
sklenénym nozem polotenké fezy o tloustce 0,5 nebo 1 um, které jsou preneseny na sklenéné
podlozni sklicko, barvi se toluidinovou modfi a pozoruji ve svételném mikroskopu. Na
polotenkém fezu se identifikuje oblast vhodnd pro vysetfeni v transmisnim elektronovém
mikroskopu. Poté se blocek zmensi zkrojenim, aby se zredukovala plocha fezu, pficemz oblast
zajmu zUstava zachovana.

4. Poté se na ultramikrotomu kraji diamantovym nozem ultratenké rezy o tloustce 50 az 60
nm, které jsou preneseny na specialni médéné nebo niklové sitky potazené ,formvarovym*



filmem a naprasené uhlikem. Pro zvysSeni kontrastu se ultratenké rezy dobarvuji, tzv.
kontrastuji, uranyl acetatem a citrdtem olovnatym.

5. Ultratenké fezy jsou vySetreny v transmisnim elektronovém mikroskopu JEOL JEM 1400Plus
pfi 120 kV. Vysledné obrazy jsou nasnimany integrovanou 8Mpix CCD kamerou a zpracovany
pomoci softwaru TEM Center (Ver. 1.7.3.1537, JEOL, Japan).

Pouzitelnost metodiky pro testovani nanocastic

Transmisni elektronovd mikroskopie ma vyznamnou ulohu pfi testovani toxicity
nanocastic, nebot umoznuje jejich identifikaci, charakterizaci tvaru a velikosti a potvrzeni
jejich internalizace v bunikach kultivovanych in vitro, popf. ve tkanich laboratornich zvirat po
expozici nanocdsticim. Je to jedind metoda, kterd poskytuje presnou informaci o vyskytu
nativnich, tzn. neznadenych, nanocastic v jednotlivych bunéclnych kompartmentech, napft.
v cytosolu, mitochondriich, autofagosomech, jadfe. Vhodna je predevsim pro elektrondenzni
anorganické nanocastice, jako je TiO2, nicméné nanocastice grafenu dosahuji dostate¢ného
kontrastu nezbytného k jejich vizualizaci. Nevyhodou transmisni elektronové mikroskopie je
¢asova i finanéni naro¢nost a nezbytnost provedeni na specializovaném pracovisti vyskolenymi
pracovniky.

Pfi zpracovani bunécénych kultur exponovanych nanodasticim pro transmisni
elektronovou mikroskopii je diskutabilni pouziti diamantového noze ke krdjeni ultratenkych
fezl a kontrastovani ultratenkych fezl. Pti krdjeni ultratenkych rezl, které obsahuji buriky
s internalizovanymi nanocdsticemi, dochdazi ve vétsi mire ke wvzniku zubl na ostfi
diamantového noze. Vzhledem k tomu, Ze brouseni diamantového noze je financéné velmi
nakladné, nabizi se alternativa krajet ultratenké fezy ru¢né zhotovenym sklenénym nozem.
Rezy zhotovené sklenénym noZem véak mivaji vétsi tloustku, co? vede k nizsi kvalité obrazu
vznik artefaktd, které by mohly byt pfi pozorovani v transmisnim elektronovém mikroskopu
chybné povaZované za nanocastice. Identifikace nanocastic TiO, je diky jejich
charakteristickému tvaru a velikosti jednoznacna i na kontrastovanych ultratenkych rfezech.
Nanocastice grafenu se v burikdch obvykle ¢astecné shlukuji, pricemz zkuseny odbornik je
schopny odlisit je od artefaktd zplsobenich kontrastovanim ultratenkych tez(. Pfi
pochybnostech je mozné kontrastovani rezi vynechat, ¢imzZ sice dojde ke snizeni kvality
kontrastu obrazu vtransmisnim elektronovém mikroskopu, ale zabrani se chybnému
vyhodnoceni.

Souhrn nejzajimavéjsich vysledk

Transmisni elektronova mikroskopie potvrdila internalizace nanocastic TiO2 (P25
disperze) burikami linie A549 po expozici v kultivaénim médiu s pfidavkem fetalniho
bovinniho séra a bez pfidavku fetalniho bovinniho séra. Nanocastice TiO; se vyskytovaly
v cytoplazmé bunék predevsim ve vaccich tvorenych biomembranou. Na volném povrchu



bunék, ktery byl v kontaktu s kultivaénim mediem, se nachdazely stihlé cytoplazmatické
vybézky, v jejichz blizkosti se nanocastice TiO; akumulovaly (Bacova et al., 2022) (Obr. 1).

Obr. 1 Bunky linie A549 exponované nanocasticim TiO2 v kultivaénim médiu s pfidavkem

fetdlniho bovinniho séra (A, B) a bez pridavku fetalniho bovinniho séra C, D). m, mitochondrie;
Id, tukova kapénka; n, jadro. Mértitko A, B, D 1 um, C5 um.

Transmisni elektronovd mikroskopie prokazala internalizaci nanodastic grafenu ze
dvou rozdilnych zdroju (z Trinity College Dublin, Irsko a od firmy PlasmaChem) po kratkodobé
a dlouhodobé (8tydenni) kultivaci pfi 3 rdznych koncentracich nanocastic v kultivaé¢nim mediu
do bunék linie A549. Vétsina bunék linie A549, které byly exponované nanocasticim grafenu
(z firmy PlasmaChem) o koncentraci 30 ug/ml po dobu 48 h, tyto nanocastice internalizovala.
Akumulovaly se ve vaccich tvorenych biomembranou, ale mensi shluky byly pozorovany i
volné v cytoplazmé bunék.

Vacky s nanocdsticemi se nejcastéji vyskytovaly v blizkosti volného povrchu bunék. Po
dlouhodobé kultivaci, pti zachovani shodné koncentrace nanocastic, se nanocastice nachazely
v burikach vyhradné ve vaccich tvorenych biomembranou, které dosahovaly vétsich rozméra
nez po kratkodobé kultivaci a vyskytovaly se ve véech oblastech cytoplazmy bunék (Sestakova
et al., 2022) (Obr. 2).



Obr. 2 Bunky linie A549 exponované nanocasticim grafenu (z firmy PlasmaChem) po
kratkodobé (A) a dlouhodobé (B) kultivaci. m, mitochondrie; n, jadro. Méfitko A, 1 um, B 2
um.
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