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Souhrn

Nanocastice stiibra (NP Ag) a nanocastice oxidu titani¢itého (NP TiO,) jsou obecné
nejcastéji aplikovanymi nanomateridly. Komeréné vyrabéné NP jsou jiz Siroce
pouzivany v produktech urcenych ke kazdodennimu pouziti, véetné vyrobku pro déti. Je
tedy dulezité studovat jejich potencialni rizika. Mechanismus toxicity NP totiz neni
zatim zcela objasnén.

V ramci této disertaéni prace byly shrnuty vysledky studia komer¢nich NP TiOj,
komerénich NP Ag a NP Ag syntetizovanych na Katedie fyzikalni chemie UP
v Olomouci. Nejprve byly NP charakterizovany pomoci chemicko-fyzikalnich metod.
Nasledn¢ byly provedeny in vitro studie bunécného poskozeni na nenadorovych
buné¢nych liniich BJ (lidské fibroblasty), NIH 3T3 (mysi fibroblasty) a SVK 14 (lidské
keratinocyty).

Na zédklad¢ vysledkii mlizeme konstatovat, Ze udaje poskytnuté vyrobci nejsou v
souladu s provedenym méfenim. Mimoto vSechny studované NP penetrovaly do bunék
a vSechny NP mély vyznamny vliv na kinetiku tvorby reaktivnich kyslikovych radikalt
(ROS). Nejvyssi hladiny ROS byly zaznamenany zejména po aplikaci NP TiO,.
S témito vysledky korelovala i zvySena mira fragmentace DNA a apoptdzy. Oxidacni
poskozeni bunék hraje ziejmé u vzorki NP TiO; dalezitou roli.

Z vysledku in vitro testt vyplyva, ze toxicita NP Ag souvisi nejen s produkci ROS a
uvoliiovanim Ag’, ale pravdépodobné i s piimou interakci NP Ag s DNA. Ramanovou
spektroskopii byl potvrzen vyskyt NP Ag v jadie bunék NIH 3T3, coz vedlo ke
zvySenému poskozeni DNA a vys§Simu poctu apoptotickych buné€k linie NIH 3T3.

Lokalizace intracelularni akumulace NP Ag v8ak zavisela na typu bunééné linie.
Zatimco u bunééné linie NIH 3T3 byly detekovany syntetizované NP Ag ptedev§im
Vv jadie bunck, u bunécné linie SVK 14 byl potvrzen vyskyt NP spiSe v cytoplazmé.
S lokalizaci syntetizovanych NP Ag korespondovala mira buné¢ného poskozeni.

V diserta¢ni praci byly kromé konvencnich metod studia bunécného posSkozeni
predstaveny moderni mikroskopické a spektroskopické techniky, které jsou vhodné pro

kvantitativni a kvalitativni vyhodnoceni bunééné penetrace NP a jejich charakterizaci.



Summary

Silver nanoparticles (Ag NPs) and titanium dioxide nanoparticles (TiO, NPs) are
generally the most frequently applied nanomaterials. Commercially produced NPs are
already widely used in products intended for everyday use, including products for
children. It is therefore important to study their potential risks. The mechanism of
toxicity of NPs is not yet completely elucidated.

In this dissertation the results of the study of commercial TiO, NPs, commercial Ag
NPs and Ag NPs synthesized at the Department of Physical Chemistry, UP in Olomouc
were summarized. At first, NPs were characterized by chemical-physical methods.
Consequently in vitro cell damage study were performed on non-tumor cell lines BJ
(human fibroblasts), NIH 3T3 (mouse fibroblasts) and SVK 14 (human keratinocytes).

Based on the results, we can conclude that the data provided by the manufacturers are
not in accordance with the performed measurements. Furthermore, all studied NPs
penetrated into the cells and all NPs had significant effect on the kinetics of reactive
oxygen species (ROS) production. Highest levels of ROS were detected especially after
application of TiO, NPs. These results correlated with increased DNA fragmentation
and apoptosis. Oxidative damage to cells by NPs TiO, apparently plays an important
role.

The results of in vitro tests show that the toxicity of Ag NPs is associated not only
with ROS production and Ag"* release but probably also with the direct interaction of
Ag NPs with DNA. Raman spectroscopy confirmed the occurrence of Ag NPs in the
nucleus of NIH 3T3 cells, leading to increased DNA damage and increased number of
apoptotic cells of NIH 3T3 line.

The location of intracellular accumulation of Ag NPs depended on the cell line type.
Synthesized Ag NPs were detected in the nucleus of NIH 3T3 cells and in the cytoplasm
of SVK 14 cells. With the location of the synthesized Ag NPs corresponded the degree
of cellular damage.

In the dissertation work, in addition to conventional methods of studying cellular
damage, modern microscopic and spectroscopic techniques have been introduced,
which are suitable for quantitative and qualitative evaluation of cellular penetration of

NP and their characterization.



Seznam zKkratek a pojmu

AAS — atomova absopéni spektrometrie (atomic absorption spektrometry)
AFM - mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy)

ATP - adenosintrifosfat

BJ bunééna linie - lidské fibroblasty

CM -H,DCFDA - 5,6-chloromethyl-2,7’-dichlorodihydrofluorescein
6-CFDA - 6-karboxyfluorescein

DLS - dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)

DMEM - kultivaéni médium (Dulbecco’s modified Eagle medium)
DMSO - dimetylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - etylendiamintetraoctova kyselina

FBS - fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

HIV - virus lidské imunodeficience (human immunodeficiency virus)
HMP - s vysokym bodem tani (high melting point)

IC50 - stiedni inhibi¢ni koncentrace (half inhibitory concentration)
IR — infracervené zaieni

LMP - s nizkym bodem tani (low melting point)

MTT - 3-(4,5 — dimethylthiazol — 2 — yl) — 2,5 — difenyl tetrazolium bromid
MWCNT - vicevrstvé nanotrubice (multiwalled nanotube)

NIH 3T3 bunécna linie - mysi fibroblasty

NP — nanocastice (nanoparticles)

NP Ag - nanocastice stiibra

NP Au - nanocastice zlata

NP TiO, - nanocastice oxidu titani¢itého

PBS - solny fosfatovy pufr (phosphate buffer saline)

QD — kvantové tecky (quantum dots)



RFU - relativni fluorescenéni jednotka (relative fluorescence unit)

ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

RT - pokojova teplota (room temperature)

SEM - skenovaci elektronova mikroskopie (scanning electron microscopy)

SPION - superparamagnetické nanocastice oxidu zeleza (superparamagnetic iron oxide
nanoparticles)

SVK 14 buné¢na linie - lidské keratinocyty
SWCNT - jednovrstvé nanotrubice (single walled nanotube)
TEM - transmisni elektronova mikroskopie (transmission electron microscopy)

UV — ultrafialové zareni
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1. Uvod

V druhé poloving 19. stoleti byl technologicky pokrok lidstva zalozen na objevovani
novych slouc¢enin doposud znamych prvku. Dochézelo tedy k masové produkci novych
materidlti. V soucasné dobé se vétsina vyzkumu zaméfuje na studium novych vlastnosti
jiz znamych materialti. Nejde jen o chemickou konfiguraci jednotlivych komponent, ale
stale dulezitéjsi je rozmér a morfologie ¢astic. Do popiedi védeckého zajmu se proto
Vv posledni dob¢ dostavaji nanocastice (NP) (Siegel et al., 2014).

Chemické latky ve formé NP se cCasto liSi od jejich makroskopické formy svymi
vlastnostmi, diky kterym potom nalézaji uplatnéni v praxi. V sou¢asnosti roste produkce
a vyuziti nanocastic prakticky ve vSech odvétvich lidské ¢innosti. Nanomateridly,
prirodniho nebo antropogenniho ptivodu, se tak postupné stavaji béznou soucasti naseho
Zivota, s ¢imZ souvisi nutnost provést dikladné studie zahrnujici jejich zdravotni rizika

(Bhatt et Tripathi, 2011; Dohnalova et Dohnal, 2015; Hoet et al., 2004; Morose, 2010).

1.1 Historie

Prvni zminky o NP pochézeji z 5. nebo 4. stoleti pt. n. . z Egypta a Ciny. Tehdy bylo
objeveno rozpustné zlato, které¢ bylo pouzivano jak pro estetické (vyroba rubinového
skla, barveni keramiky), tak pro l1é¢ivé tcely (srde¢ni a sexualni problémy, Uplavice,
epilepsie, nadory a diagndza syfilis) (Rezanka et al., 2007).

Snad nejznaméjsim dochovanym artefaktem dokazujicim znalost nanomaterialti jsou
tzv. Lykdrgovy pohary, pochézejici asi ze 4. stoleti n. ., které se nachazeji v Britském
muzeu Vv Londyné. Zvlastnost poharu spociva v jeho neobvyklych barvach. Pohar
vykazuje silny dichroismus, protoze obsahuje stiibrné, zlaté a médéné NP, a to piiblizné
v poméru 26:12:1, které jsou rovnomérné rozptyleny ve sklenéné matrici. Je-li
pozorovan Vv odrazeném svétle, napf. dennim, je zeleny. Je-li vSak zdroj svétla umistén
dovnitf poharu, pohar je Cerveny. V oblasti trupu krale Lykirga piechazi ¢ervena barva
az ve fialovy odstin (obr. 1). Za tyto barevné zmény jsou zodpovédné kovové NP
v uvedeném poméru. Cervena barva je zpasobena absorpci NP zlata o velikosti cca 10
(cca 20-30 nm). Zelenou barvu zptsobuje rozptyl svétla stiibrnych NP o velikosti
vétsich nez 40 nm (Barber et Freestone, 1990; Siegel et al., 2014).
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Obr.1. Lykargovy pohéry (vlevo pohar v odrazeném dennim svétle, vpravo je zdroj
svétla umistén uvnitt poharu)

(https://britishmuseum.tumblr.com/post/120689869617/the-lycurgus-cup)

Moderni éra syntetizovanych NP zacala v roce 1857 praci Michaela Faradaye, ktery
oznamil ziskani koloidniho zlata redukci vodného roztoku tetrachlorozlatitanu. Termin
koloid (z francouzského colle) byl vytvofen Thomasem Grahamem v roce 1861. V
tomto obdobi byly také piipraveny dalsi koloidni kovy (Edwards et Thomas, 2007,
Rezanka et al., 2007; Rezni¢kova et al., 2014).

Syntetizované koloidy byly déle studovany diky jejich unikatnim vlastnostem.
Naptiklad koloidni stfibro mohlo byt diky svym antibakteridlnim vlastnostem
vyuzivano v medicing. Antibakteridlni vlastnosti stfibra byly sice zndmy jiz od
starovéku, avSak ve formé koloidu byl tento G¢inek mnohem vyssi. S nastupem
antibiotik bylo pouzivani koloidniho stfibra omezeno (Prabhu et Poulose, 2012).

K vyraznému pokroku v oblasti vyzkumu koloidit doslo az ve druhé poloviné 20.
stoleti s rozvojem novych experimentélnich metod. O par desitek let pozd&ji doslo
k dalsimu vyznamnému pokroku s rozvojem nanotechnologii. V soucasné dobé zajem o

nanomaterialy a jejich studium stéale prudce roste (Kvitek, 2006).
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1.2 Puvod nanocastic

Nanocastice mohou vznikat vlivem piirodnich procest nebo jako dasledek fizené ¢i
nefizené lidské ¢innosti. Pfirodni NP jsou velmi rozmanité. Vznikaji sopecnou €innosti,
jsou pfitomny v prachu i jemném moiském aerosolu, pisku a padnich koloidech. Mezi
prirodni NP se fadi také viry, DNA, proteiny, pyl, apod. NP produkované fizenou
lidskou cinnosti jsou mnohem Iépe definované a vice uniformni. Oproti tomu
antropogenni NP, vznikajici nahodnym procesem, jsou ve své struktufe i velikosti velmi
variabilni. NejbéZznéjsimi nekontrolovanymi procesy vzniku NP jsou spalovani v
dieselovych motorech, dulni cinnost, svafovani, apod. Vyznamnym zdrojem
antropogennich NP je také automobilova doprava. NP jsou generovany nejen rozkladem
vétsich Castic, ale téz nuklea¢nimi, koagulacnimi ¢i kondenza¢nimi procesy prakticky
od atomarni urovné (Buzea et al., 2007; Dohnalova et Dohnal, 2015; Monica et
Cremonini, 2009; Sadik, 2013).

1.3 Definice nanostruktur

Za nanostruktury lze obecné povazovat ty materialy, které maji alespon jeden ze tii
rozmérd men$i nez 100 nm (patéi sem tedy i velmi tenké vrstvy, nanovlakna,
nanotrubice atd.). Nanomaterialy, které maji vSechny tfi rozméry mensi nez 100 nm, se
nazyvaji nanocastice (Grillo et al., 2015; Lévestam et al., 2010; Novakova et al., 2009).
Zatim neexistuje jednotna vSeobecné uznavana definice nanomateridlu ¢i nanocastic
(Dohnalové et Dohnal, 2015).

Nanostruktury mizeme dale rozdélit dle pocétu jejich dimenzi, které nespadaji do
rozmérového rozmezi 1-100 nm. Mohou existovat tedy NP (i) ,,bezrozmérmé* (0D),
kam fadime hlavné sférické izolované NP, ale také NP jinych, mnohdy i
komplikovanych tvara (dendrity, disky, klece, duté koule), nebo kvantové tecky, (ii)
jednorozmérné (1D) nanomaterialy (nanopésky, nanodratky, nanotrubicky, nanopiliie) a
(iii) dvourozmérné (2D) nanoobjekty, kam patii tenké filmy nebo povlaky (Siegel et al.,
2014; Svorcik et al., 2011).

Takto rozdélené nanomaterialy mtzeme dale definovat podle jejich chemickych a
fyzikalnich vlastnosti, jako jsou chemicka struktura, morfologie nebo krystalova

symetrie, které maji vliv na jejich chovani pii interakci s okolim (Siegel et al., 2014).
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1.4 Zakladni vlastnosti nanostruktur

Nanomateridly vykazuji fadu vlastnosti kvantitativné i1 kvalitativné odliSnych od
materialil s charakteristickymi rozméry nad 1 mikrometr. V mnoha ptipadech se od
objemovych materidli 1i$i svoji strukturou jak na atomdrni urovni (v dusledku
povrchovych efektt jsou stabilni jiné strukturni modifikace), tak i z hlediska formalné
makroskopického (rozdilna hustota nano- a objemovych materiali). Jednim ze
zakladnich divodi je vzristajici podil povrchovych atoml se zmensujicimi se rozméry
objektu (Mayoral et al., 2009; Rezni¢kova et al., 2014).

Atomy na povrchu nanostruktur maji pouze omezeny pocet sousedicich atomu, coz
zpusobuje jejich nelplnou koordinaci. Nevysycenost vazeb posledni atomové
monovrstvy a neuplna koordinace zapiic¢inuje nestabilitu téchto vnéjsich atomt vaci
atomim uvnité materidlu. Cim je mendi NP nebo klastr, ktery tvoii nesouvislou
deponovanou vrstvu (typicky 1-10 nm), tim je vétsi podil atomd na povrchu NP vici
atomum uvnitf nanoobjektu a tim vétsi je | primérnd vazebna energie na atom (Siegel et
al., 2014). To mé zésadni vliv hlavné na vazebné energie téchto atomd, ale také na
jejich prostorové usporadani. LiSi se meziatomové vzdalenosti ve sméru kolmém na
povrch a v roving€ povrchu (relaxace a rekonstrukce povrchu vede ke snizeni povrchové
energie). Zaktiveny povrch nanocastic a nanovldken déle ovliviiuje strukturu téchto
objekta v dusledku Youngova- Laplaceova efektu. Tlak indukovany povrchovym
napétim na konkavni strané rozhrani vede ke kontrakci meziatomovych vzdalenosti
(Mayoral et al., 2009; Rezni¢kova et al., 2014). Tyto jevy, mimo jiné, mohou zptsobit
zmény nékterych fyzikalnich vlastnosti, jako jsou teplota tani, teploty fazovych pfremén
nebo hustota (Siegel et al., 2014).

2. Prehled nanocastic

NP produkované fizenou lidskou ¢innosti 1ze rozdélit dle pouzit¢ho materialu do Ctyt
zakladnich skupin (i) materialy na bazi kovu jako jsou NP stiibra, zlata, zinku, hliniku,
kvantové tecky, NP oxidd kovu jako TiOy, ZnO, Al,03 a NP sulfidt jako je CdS, (ii)
materidly na bazi uhliku, obvykle ve formé& fullerenti, jednovrstevnych (SWCNT) nebo
vicevrstevnych (MWCNT) nanotrubic, (iii) polymerni NP — dendrimery, kopolymery,
(iv) kompozity, které kombinuji NP s jinymi materialy (Monica et Cremonini, 2009).
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2.1. NP na béazi kova

Koloidni roztoky NP kovli mohou byt pfipraveny mechanickym délenim kovovych
agregati (fyzikalni metoda ,,top-down*) nebo nukleaci a ristem zarodku (chemicka
metoda ,,bottom-up®).

Metoda ,,top-down* je zaloZena na brouseni kovovych materiali a nasledné stabilizaci
vyslednych kovovych nanocastic pfidanim koloidnich stabiliza¢nich ¢inidel. DalSim
moznym postupem piipravy kovovych nanocastic je depozice z par. Lze piipravit Siroké
spektrum koloidnich roztokd kovovych nanocastic (napi. Ag, Au, Pt), ale pouze v
laboratornich podminkach. Tento postup piipravy je omezen parametry piistroje a
neumoznuje ziskat tizkou distribuci velikosti ¢astic. Fyzikalni metody vedou vétSinou
k Gasticim, které nejsou reprodukovatelné piipravitelné (Rezanka et al., 2007;
Reznikova et al., 2014).

Metoda ,,bottom-up* je zalozena na mokrém zplsobu chemické piipravy nanocastic.
Mezi tyto postupy patii redukce kovovych soli, elektrochemické postupy nebo
kontrolovany rozklad organometalickych slou¢enin. Céstice opét musi byt stabilizovany
(Reznikova et al., 2014). Ke kontrole riistu NP a k jejich ochrané pied agregaci je
pouzivano velké mnozstvi stabilizdtori napf. donorové ligandy nebo polymery
(Rezanka et al., 2007).

Syntéza nanocéstic je tedy nejcastéji uskuteciovana pomoci rutinnich chemickych a
fyzikélnich metod. Nicméné tyto metody jsou energeticky velmi narocné a neobejdou se
bez pouziti toxickych chemikalii. Proto v poslednich letech vzrostl zdjem o mikrobialni
syntézu a fytosyntézu. O mikroorganizmech jako jsou bakterie, houby, aktinomycety,
kvasinky a viry je zndmo, Ze maji pfirozeny potencial produkovat kovové nanocastice
bud’ intra, nebo extracelularné, a jsou tedy povaZzovany za potencialni zdroj nanocastic.
Naproti tomu fytosyntéza vyuziva celou rostlinu k syntéze kovovych nanocastic. Diky
pouziti technik kultivace rostlinnych pletiv, jejich optimalizaci a naslednému zpracovani
je mozné syntetizovat nanocastice kovii v prumyslovém méfitku (Harris et Bali, 2008;

Jain et al., 2011; Sharma et al., 2009; Zirek et al., 2014).
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2.1.1. NP stiibra (NP Ag)

2.1.1.1. Vyuziti NP Ag v praxi

Stiibro patii mezi uslechtilé kovy. Diky svym antimikrobialnim u¢inkiim je pouZzivané
jiz od starovéku. K uchovavani potravin slouzily nadoby ze stfibra a pouzivani
stiibrnych piibordt mélo napomoci Kk prevenci rtznych onemocnéni. V 15. stoleti si
Slechta pfidavala mleté stiibro dokonce piimo do jidla. U vyznamnych Slechtickych
rodi se Casto projevilo modro-Sedé zbarveni kiize, odtud pochdzi oznaceni ,,modra
krev*. S objevem antibiotik aplikace stiibra ustoupila. V soucasné dobé dochazi ke
znovuobjeveni stiibra pro medicinské i priamyslové pouziti (Alexander, 2009;
Vecetova, 2016).

NP Ag jsou dnes Siroce pouzivany v produktech ke kazdodennimu pouziti, jako jsou
textilie, obuv, matrace, hracky, zubni pasty, kosmetika, C¢istici prosttedky pro
domacnost, Cisti¢e vzduchu, potravinové obaly a natéry ledni¢ek. Obecné mizeme najit
NP Ag vSude tam, kde je vyzadovan antibakterialni uc¢inek. Proto materialy na bazi NP
Ag jsou pouzivany v lékarské praxi. Pfikladem jsou lokalni pfipravky k oSetfeni ran a
popélenin (néplasti, obvazovy material), povrchova Uprava zdravotnickych nastroji jako
jsou katetry nebo dentalni materialy (Cleveland et al., 2012; Marambio-Jones et Hoek;
2010; Prabhu et Poulose, 2012; Tomankova et al., 2015; Vecetova, 2016; Zhang et al.,
2016).

2.1.1.2. Toxicita NP Ag

Mozné uvoliovani NP Ag predstavuje jednu z nejCastéji diskutovanych
toxikologickych hrozeb. Uvoliiované NP Ag mohou pronikat skrz kuzi nebo
membrénami gastroinstestinalniho traktu a plic (Frohlich et Roblegg, 2012). Po praniku
do organismu NP Ag mohou systematicky cirkulovat a migrovat do organt, jako jsou
jatra, slezina, plice, ledviny nebo mozek. Singh a Ramarao (2012) zjistili, ze k
intracelularnimu rozpousténi NP Ag dochazi asi 50 krat rychleji nez ve vodé (Singh et
Ramarao 2012).

Mechanismus pronikani NP Ag do bunék zavisi na typu bunék, velikosti, tvaru a
povrchové upravé NP. Muze dochézet k nespecifickému pasivnimu priniku do bunék.

Pro fagocyty vcetné¢ makrofagh a monocyti je hlavnim mechanismem rozsahla
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fagocytdza shluktt NP Ag. U nefagocytickych eukaryotickych bunék mohou byt NP Ag
pfijaty prostfednictvim makropinocyt6zy nebo dal$imi endocytickymi cestami, véetné
endocytdzy zavislé na klatrinu nebo kaveolinu. Navic muze dochazet ke kombinaci
raznych endocytickych cest (obr. 2) (Wang et al., 2015).

] "- nano-Ag <+ Ag+ Y scavenger receptor @ Kathrin @ kaveolin
makropinocytéza
endocytoza nezavisla 0o @o
fagocytéza na klathrinu ani kaveolinu @

endocytdza zavisla
na klathrinu

endocytdza zavisla
na kaveolinu

cytoplazma

/o
\J

Obr. 2 Mechanismus pronikani NP stiibra do bun¢k
(Wang et al., 2015)

Antibakteridlni a antimykotické t¢inky NP Ag byly popsadny v mnoha studiich (Damm
et al., 2008; Kim et al., 2008; Kim et al., 2009; Neal, 2008; Marambio-Jones et Hoek;
2010; Panacek et al.; 2009; Panacek et al., 2015; Panacek et al.; 2016; Vecetova, 2016).
Nicméné jejich mechanismus plisobeni neni zatim zcela znam. Marambio-Jones et
Hoek, (2010) uvadi tfi nejbézn&jsi mechanismy interakce NP Ag s bakterialni buitkou
(1) uvolnovani volnych stfibrnych iontl, nasledné narusSeni tvorby ATP a replikace
DNA, (ii) tvorba reaktivnich kyslikovych radikal (ROS) pusobenim NP Ag nebo
stiibrnymi ionty, (iii) pfimé poSkozeni bunécnych membran NP Ag (obr. 3) (Damm et
al., 2008; Neal, 2008; Marambio-Jones et Hoek, 2010).
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Obr. 3 Interakce NP stfibra s bakterialni butikou
(Marambio-Jones et Hoek, 2010)

Dalsi in vitro studie se zabyvaji vlivem NP Ag na eukaryotni burniky, kde jednim ze
zékladnich mechanismt odpovédnych za toxicitu je také produkce ROS. Pfitomnost NP
Ag v cytosolu mtize narusit funkci mitochondrii tim, ze indukuje mechanické poskozeni
a blokuje transport elektronti v mitochondridlnim respiraénim fetézci, coz vede ke
zvySené produkci ROS. Ag také muze nahradit ionty Zeleza bilkovin a nasledné
indukovat Fentonovy reakce pro generovani ROS. Navic se Ag mize vazat na klicovy
antioxidant glutathion (GSH) a zvySovat tak hladinu ROS. Jakmile produkce ROS
piekro¢i uroven, kterou mohou neutralizovat antioxidanty, bude nésledovat zanétliva
odpovéd’ a bunécéna smrt souvisejici s mitochondriemi. K bunééné smrti vyvolané
ptebytkem ROS miize dochazet rliznymi mechanismy, jako jsou (i) lipidova peroxidace
a zvySeni propustnosti membrany, (ii) aktivace signaliza¢nich kaskad zahrnujicich
mitochondrialni drahu, (iii) abnormality autofagie (iv) poskozeni DNA a zastaveni ristu
bunék (obr. 4) (Wang et al., 2015).

Prestoze produkce ROS je obecné povazovana za hlavni pfic¢inu toxicity NP Ag,
existuji 1 dal§i mechanismy poskozeni nezavislé na produkci ROS. NP Ag, které jsou

mensi nez 100 nanometrd, jsou schopny proniknout do bun¢k a pfimo nebo nepiimo se
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vazat na makromolekuly v¢etn€ proteini a DNA (Dobrzynska et al., 2014), coz vede ke
zménam integrity DNA nebo k ovlivnéni jeji syntézy. Tyto poruchy mohou zpisobovat
poskozeni DNA nebo inhibovat buné¢né procesy, které mohou vést k tvorbé mutantnich
nebo tumorigennich bunék (Asare et al., 2012; Asharani et al., 2009a; Chairuangkitti et
al., 2013).

..“ velikost () ". nano-Ag < Ag+
tvar
<¢>.+ viastnosti povrchu e reaktivni kyslikové radikaly (ROS)

+i~

[ ]
—_— . °
cytoplazma @ lipidicka Peru)uda:\

Iysozom
autofagozom m
cytochrom C
1 autofagozomalni
kaspazova kaskada akumulace
mitochondrie

\ 1 poskozeni DNA

Obr. 4 Interakce NP Ag s eukaryotni buiikkou
(Wang et al., 2015)

Pro snizeni toxicity u vysSich organismi Ize pouzit navazané NP Ag na vhodny nosic.
Tim by dochézelo k jejich cilené aplikaci a vylouceni z organizmu. Dal$i moznost je
vyuzit synergického pisobeni NP Ag s antibiotiky, kdy i velmi nizké koncentrace NP
Ag pusobi antimikrobialné. Tyto nizké koncentrace pisobici spoleéné s antibiotiky
vyvolavaji dostateCny ucinek a zaroven neplisobi toxicky na eukaryotni organizmy.
Synergicky ucinek antibiotik a NP stiibra na multirezistentni bakterie muze mit

vyznamny potencial pro vyuziti. Je vSak tieba dikladné objasnit mechanismus této

19



synergie a provést toxikologické studie téchto kombinaci (Fayaz et al., 2010; Panacek et
al., 2015; Panacek et al., 2016; Vecetova, 2016).

Nicméné pouziti NP Ag ma urcitd omezeni. Vzhledem k Sirokému pouziti NP Ag se
ocekava jejich uvolnovani do atmosféry, pedosféry a povrchovych vod, kde
pravdépodobné interaguji s zivymi organismy. I kdyz cisticky odpadnich vod jsou
schopné odstranit vétsinu mikroptedmétl z ptitékajici odpadni vody, Castice o pruméru

az desitek nanometrti nemohou byt zcela eliminovany (Weir et al., 2012).

2.1.2. NP zlata (NP Au)

2.1.2.1.  Vyuziti NP Au v praxi

NP Au jsou dlouho dobu Siroce vyuzivany pro Kkatalyzu, bioanalyzu a v
zobrazovacich technikach. Vyhodou NP Au je jejich inertnost, zanedbatelnd toxicita,
biokompatibilita a snadnost piipravy (Svoboda et al., 2016). V soucasné dob¢ jsou tyto
materialy reprodukovatelné syntetizovatelné a modifikovatelné¢ zdanlivé neomezenym
poctem chemickych funkénich skupin (Giljohann et al., 2010).

V poslednich letech jsou NP Au Siroce vyuzivany pro biomedicinské aplikace k
cilené distribuci 1é¢iv, k transfekci genti a k zobrazovani molekul. Diky optickym
vlastnostem lze NP Au pouzit k znaceni, zobrazovani a snimani vedouci jak k
diagnostice, tak i k 1écbé. NP Au mohou pfispét k 1é¢eni nador pouzitim fototermalni
terapie. Diky molekularnim probam na povrchu NP Au lze zajistit, ze se budou
selektivné vazat na nadorové buriky. Naslednym ozateni (laserem nebo mikrovinym
zatfenim) dojde k fototermélnimu efektu, ktery vede k destrukci nddorovych bunék
(Boisselier et Astruc, 2009).

Existuje jiz mnoho piikladd vysoce citlivych a selektivnich diagnostickych metod na
bazi nanokonjugati zlata (Giljohann et al., 2010). NP Au jsou vhodné i pro vyrobu
elektrokatalytickych biosenzorti, které umoZziuji klinickou diagnostiku rakoviny,
Alzheimerovy choroby, HIV, hepatitidy B, tuberkul6zy, diabetu a artritidy (Boisselier et
Astruc, 2009).
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2.1.2.2. Toxicita NP Au

NP Au obvykle vykazuji spiSe malou toxicitu. Mnoho studii cytotoxicity vykazuje
dokonce negativni vysledky cytotoxicity. Je vSak tieba rozliSovat mezi toxicitou jadra
NP Au a ligandy. Kationtové ligandy NP Au jasné zpusobuji mirnou toxicitu a urdita
toxicita muze byt také specifickd pro jiné typy ligandi. Pred kazdym konkrétnim
ptipadem by tedy méla byt provedena systematicka studie toxicity (Boisselier et Astruc,
2009).

2.1.3. Kvantové tecky (QD)

QD jsou nanokrystaly polovodivého charakteru, jejichz velikost je né&kolik
nanometri. Mohou se vyskytovat samostatné, nebo tvofit klastry (obr. 5). Nejcasté&ji
jsou vsak usporadany tak, Ze jeden typ polovodi¢e tvoii jadro QD (tzv. core) a nékolik
vrstev atomt druhého typu polovodice vytvaii obal tohoto jadra (tzv. shell). Takto
usporadané QD nesou oznaceni ,.core/shell” struktury (Hlavacek et Skladal, 2011,
Reiss et al., 2009).

Obr. 5 Struktura QD (A) QD tvofena jednim typem polovodice, (B) QD tvofena dvéma

typy polovodi¢t, (C) QD obalena vnéj$im obalem umoziujicim solvataci ve vodném
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roztoku a nesoucim reaktivni skupiny R, které jsou dulezité pro biokonjugaci, (D)
polymerni ¢astice, kterd obsahuje nékolik QD s reaktivnimi skupinami R na povrchu.
(Hlavacek et Skladal, 2011)

2.1.3.1.  Vyuziti QD v praxi

QD se uplatnuji v biologickych a bioanalytickych oborech stejnym zptisobem jako
dlouho zndmé organické fluorofory. Nékteré chemicke a fyzikalni vlastnosti QD jsou
vsak zcela specifické, coZz umoziuje vyvijet nové analytické metody pro detekci vird,
bakterii, nukleotidovych sekvenci, iontd, proteint a jinych analytti. Vyznamné uplatnéni
nachazi QD hlavné¢ ve fluorescenéni mikroskopii pro zobrazovani specificky
zvyraznénych biologickych struktur (Hlavacek et Skladal, 2011; Hermanson, 2013).

Pouzitelnost soucasnych fluoroford, jako jsou organickd barviva, fluorescenc¢ni
bilkoviny a lanthanoidové chelaty, je dana Sitkou excita¢niho a emisniho spektra,
fotostabilitou a dobu rozpadu. Obvykla barviva vyZaduji excitaci svétla specifické
vlnové délky, kterd se 1iSi mezi jednotlivymi barvivy. QD maji Siroké absorpéni
spektrum umoziujici excitaci Sirokym rozmezim vinovych délek, coz je vlastnost, ktera
muze byt vyuzita k sou¢asnému excitovani vice rizné¢ barevnych QD s pouzitim jedné
vinove délky (obr. 6) (Chan et al., 2002; Jamieson et al., 2007). Konven¢ni barviva maji
také Siroké emisni spektrum, coz znamena, ze spektra riznych barviv se mohou do
znacné miry prekryvat. Tim se omezuje pocet fluorescencnich sond, které mohou byt
pouzity k oznacovani ruznych biologickych molekul soucasné. Naproti tomu QD maji
uzké emisni spektrum. Mohou byt navrzeny tak, aby vyzafovaly svétlo v riznych
ptesnych vinovych délkach od ultrafialového (UV) az po infracervené (IR). Diky
Uzkému emisnimu a Sirokému absorpénimu spektru jsou QD vhodné pro multiplexni
zobrazovani, v nichz jsou kombinovany rizné barvy a intenzity pro kédovani gent,
proteini a malych molekul. Také diky jejich fotostabilit¢ Ize sledovat dlouhodobé
interakce vicenasobné znacenych biologickych molekul v bunkach (Han et al., 2001;

Jamieson et al., 2007).
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Obr. 6 Srovnani absorpénich a emisnich spekter rhodaminu 6G (Cervena) a CdSe QD
(¢ernd). Emisni spektrum QD je téméf symetrické a mnohem uz$i, zatimco jeho
excitaéni profil je Siroky a spojity. QD mohou byt efektivné excitovany pii jakékoliv
vlnové délce krat§i nez ~ 530 nm. Naproti tomu organické barvivo rhodamin 6G ma
Siroky a asymetricky emisni profil a je excitovan pouze v uzkém rozsahu vinovych
délek. Pozn.: au - arbitralni jednotka.

(Chan et al., 2002)
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2.1.3.2. Toxicita QD

Mira cytotoxicity QD zavisi na fadé faktord, véetné velikosti, slozeni a povrchové
Upravy QD (Jamieson et al., 2007). Mezi nejpouzivanéjsi nanokrystaly patii CdSe a
CdSe/ZnS nebo CdTe a CdTe/CdS. Pro biologické aplikace jsou nyni vyvijeny QD,
Které tvoii méné toxické materialy, jako mize byt InP nebo ZnS (Hlavacek et Skladal,
2011). Predpoklada se, Ze za cytotoxicitu je zodpovédnych nékolik zakladnich
mechanisml, mezi které patfi desorpce volnych kova (degradace jadra QD), tvorba
volnych radikala a interakce QD s intraceluldrnimi komponenty (Derfus et al., 2004;
Jamieson et al., 2007).

2.2. NP oxidu kovu

2.2.1. NP oxidu titani¢itého (NP TiO,)

TiO; neboli titanova béloba je jednim z nejpouzivanégjSich nanomateriald. Ro¢né se
ho na celém svété vyrobi kolem 4 miliont tun. Toto bilé barvivo je hydrofobni,
pohlcuje UV zafeni, vyznacuje se vysokym jasem, indexem lomu i barevnou stalosti.

(Shi et al., 2013).

2.2.1.1.  Vyuziti NP TiO, v praxi

TiO; nachazi uplatnéni v celé fad¢ vyrobku a prumyslovych odvétvi. Pouziva se jako
bily pigment v potravinafstvi (zejména pro zvykacky a cukrovinky nebo k béleni
odstfedéného mléka), piidava se do kancelaiskych potieb (papir, propisky), najdeme ho
I v kosmetice (napiiklad v zubnich pastach, UV opalovacich krémech, Samponech,
deodorantech ¢i holicich pénach), lécich, natérovych hmotach, glazurach ¢i smaltech
(Shi et al., 2013; Wang et al., 2007; Wolf et al., 2003).

2.2.1.2. Toxicita NP TiO»

Jemné castice TiO, (> 100 nm) jsou obecné povazovany za bezpecné a relativné

neskodné pro cloveka. Dostupné idaje v literatufe vSak naznacuji, ze TiO;, ve formé NP
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je toxi¢téjsi nez jemné Castice a muize vyvolat nezadouci u¢inky. Ve vétsing studii byly
prokazany cytotoxické nebo genotoxické ucinky NP TiO,. (lavicoli et al., 2011).

NP TiO, mohou nej¢astéji pronikat do lidského organismu skrz plice. Plicni zanét,
fibréza, poskozeni plic nebo dokonce rakovina plic patéi tedy mezi nejdulezitéjsi
nezadouci ucinky NP TiO,. NP TiO, mohou byt také absorbovany do
gastroinstestinalniho traktu a poté distribuovany do rtznych organu jako jsou jatra,
ledviny, slezina nebo dokonce mozek. (Shi et al., 2013). Pranik nanoc¢astic do vrchnich
vrstev pokozky je vzhledem k jejich velikosti teoreticky mozny, nicméné bylo
opakované prokazano, ze realné k tomu nedochazi. NP TiO, deponovany na
nejzevnéjSim povrchu rohovité vrstvy nebyly objeveny v hlubsi vrstvé stratum corneum,
epidermis ani dermis (Miletin, 2011).

V in vitro studiich provadénych na savc¢ich bunkach dochazelo po aplikaci TiO, ke
zvySeni produkce ROS, hladiny cytokint, sniZzeni zivotaschopnosti, proliferace bunék,
indukci apoptdzy a genotoxicity (lavicoli et al., 2011).

Diky Sirokému vyuziti NP TiO, mize dochazet k uvolnovani do zivotniho prostiedi,
coz znaci potencidlni zdravotni riziko nejen pro ¢lovéka, hospodaiska zvifat, ale i pro

cely ekosystém (Shi et al., 2013).

2.2.2. Magnetické NP

Magnetické NP obsahuji néktery z magnetickych prvki jako je zelezo, kobalt, nikl
nebo jejich chemické slouceniny, napt. feromagnetické spinely MgFe,04, MnFe,O, a
CoFe;04, nebo slitiny CoPt; a FePt. Nejéastéji pouzivané jsou vsak oxidy zeleza, a to
zejména magnetit Fe,04, maghemit y-Fe,03 a hematit o- Fe;03. Spole¢nym nazvem se
tyto nanocastice oznacuji jako superparamagnetické nanocéstice oxida Zeleza (SPION).
Jejich velkou vyhodou je snadna pfiprava, nizké naklady na zhotoveni, vysoka
chemicka stabilita a unikatni elektrické, optické, tepelné a magnetické vlastnosti (Indira
et Lakshmi, 2010; Ku¢irkova et al., 2015).

2.2.2.1.  Vyuziti SPION v praxi

Magnetické  vlastnosti SPION  poskytuji, vzhledem k jejich  snadné
manipulovatelnosti po aplikaci vnéjSiho magnetického pole, nové moznosti jejich

vyuziti. SPION tak nachazeji fadu uplatnéni v mnoha odvétvich mediciny, jako napt. v
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nanochirurgii, kde se vyuzivaji jako ,,ohfivace” ke znieni malignich bunék vlivem
lokalng zvySené teploty, jako nanovektory k cilenému transportu 1¢ékt, nebo jako
kontrastni latky pti magnetické rezonanci (Kucirkova et al., 2015).

Pro zajisténi stability SPION bé&hem in vivo pouziti musi byt tyto Ccastice
funkcionalizovany. Funkcionalizace je nutnd k prevenci agregace, Kk zajisténi
biokompatibility a netoxicity SPION pouzivanych v biomedicingé. Obal nanocéstic
neslouzi pouze pro ochranu magnetického jadra, ale mize byt také dale pouzit pro
sekundarni navazani funk¢nich bioaktivnich molekul, jako napt. nukleovych kyselin,
proteind, peptidl, fosfolipidi, enzymu, polysacharidd, fluorochroma (obr. 7) (Gupta et
Gupta, 2005; Qian et al., 2002).
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Obr. 7 Moznosti povrchové modifikace SPION.
(Kucirkova et al., 2015)

2.2.2.2. Toxicita SPION

Se vzristajicim pouzivdnim SPION nabyvaji na vyznamu také otazky tykajici se
toxicity. SPION mohou byt do organismu vpravovany riznymi cestami, od inhalace,
pies peroralni podani, az po injek¢éni aplikaci. Cesta podani, naboj, chemické sloZeni,
povrchové vlastnosti a velikost SPION maji vliv na biologicky polocas a distribuci

SPION do jednotlivych tkani a organt (Oberdorster et al., 2005). Biodistribuce SPION
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je typicky soustiedéna do nékolika organt: 80-90 % v jatrech, 5-8 % ve slezin¢ a 1-2
% v kostni dfeni (Duguet et al., 2006).

VétSina in vivo studii se shoduje v tom, Ze SPION jsou netoxické, biokompatibilni, a
tudiz pouzitelné v biomedicinskych aplikacich. SPION mohou pietrvavat v téle bez
toho, aniz by pusobily na organismus toxicky. Jedna se v8ak o in vivo studie, které byly
provedeny u SPION odhalujici mezni nebo zadnou toxicitu jiz v in vitro testech (Jain et
al., 2007; Kim et al., 2006; Kuc¢irkova et al., 2015; Ma et al., 2008).

2.3. NP na bézi uhliku

Mezi uhlikové NP lze zatfadit fullereny (0D), uhlikové nanotrubice (1D) a grafen
(2D). Jednotlivé uhlikové NP se 1isi nejen svou strukturou, ale hlavné svymi
jedine¢nymi elektrickymi, mechanickymi, optickymi, chemickymi a dalSimi
vlastnostmi, které je predurcuji k pouziti ve specialnich aplikacich (Prasek, 2011).

Struktura grafenu piedstavuje jednu vrstvu grafitu a tvoti zakladni stavebni prvek
nékterych uhlikovych alotropt jako je grafit, uhlikové nanotrubice a fullereny (obr. 8).
Z&kladem fullerent je jedna vrstva grafenu, ktera vytvaii uzavieny tvar (nejéastéji kouli
nebo elipsoid). Nanotrubice mohou byt konstruovany ve dvou zakladnich forméch.
Jednovrstve (single walled nanotube — SWCNT) se skladaji z jedné grafenové
nanotrubice. Vicevrstvé (multiwalled nanotube — MWCNT) jsou slozeny z nékolika
soustiedénych grafenovych nanotrubic vlozenych do sebe (Prasek, 2011; Sanchez et al.,
2012).
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fulleren  nanotrubice grafit

Obr. 8 Uhlikové alotropy odvozené od grafenu.
(Kim et al., 2010)

2.3.1. Vyuziti uhlikovych NP v praxi

Grafen nachazi uplatnéni jak v elektronice, tak i v oblasti bioaplikaci. Diky své 2D
struktufe muze byt vyuzivan jako biosenzor. Dale je vhodny pro zobrazovani
biomolekul, cileny transport 1é¢iv pro terapii nadorovych onemocnéni nebo levné
sekvenovani DNA. Pro vétSinu aplikaci je potfeba grafen funkcionalizovat, aby byl
biokompaktibilni. Pfima funkcionalizace narazi na nizkou ochotu grafenu reagovat, a
proto se pro funkcionalizace hojné¢ vyuziva grafen oxid (Shen et al., 2012; Sun et al.,
2008). Zvlastni pozornost si zaslouzi také vyzkum materiali na bazi grafenu a grafen
oxidu v oblasti bunéénych kultur. Studie dosud prokazaly, ze grafen a grafen oxid jsou
schopny urychlit riist, diferenciaci a proliferaci kmenovych bunék, a proto maji velky
potencidl v oblasti tkanového inzenyrstvi, regeneraéni mediciny a dalSich
biomedicinskych oborech (Shen et al., 2012).

Fullereny maji také uplatnéni v oblasti mediciny. Velmi dobfe reaguji s volnymi

radikaly, jsou tedy dobrymi antioxidanty. Jsou schopny pohltit 20 i vice volnych
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radikali na jeden fulleren, ¢imz az stokrat pfevySuji bézn€ pouzivané antioxidanty.
Zkoumaji se tady moznosti vyuziti fullerend napiiklad pro lé¢bu Alzheimerovy
choroby, amyotrofické lateralni skler6zy, Parkinsonovy choroby, ale také jako
potencionalni inhibitor HIV proteazy (Bosi et al., 2003; Prasek, 2011).

Praktické vyuziti nanotrubic je obvykle dano jejich strukturou (pocet stén, prumeér,
délka, chiralni uhel), kterd jim dava specifické vlastnosti. Velmi slibnou aplikaci
nanotrubic je oblast mediciny. Na jejich povrch lze totiz snadno navazat dalsi molekuly
naptiklad v podobé 1éCiv a ty pak cilené transportovat k rakovinnym bunkam. Diky své
schopnosti pronikat membranami by mohly slouzit i jako nanojehly pro vpravovani QD
a proteinti do rakovinnych bun¢k (Kam et al., 2005). Nanotrubice se mohou uplatnit i
v oblasti mikroskopie atomarnich sil (AFM) v podobé nanohrotd. Piedstavuji zde
moznost, jak minimalizovat velikost hrotu do faddu nanometrii a tak zlepSit rozliSeni
AFM mikroskopt (Hafner et al., 2001). Dale mohou byt nanotrubice vyuzivany jako
sensory pii detekci plynti, biologickych molekul, toxickych latek nebo vybusnin. Je zde
vyuzivano schopnosti molekul z okolniho prostfedi dobie se vazat na atomy uhliku, coz

ma za nasledek vyraznou zménu vodivosti nanotrubic (Tang et al., 2017).

2.3.2. Toxicita uhlikovych NP

Vzhledem Kk velikosti NP, které diky svym rozmérim mohou pronikat do tkani, se
stale vice hovoii o mozné toxicité¢ uhlikovych NP. Zatimco jsou fullereny dobrymi
antioxidanty, nanotrubice vykazuji zndmky toxicity. In vivo experimenty provadéné
pfevazné na zvifecim modelu mysi prokazaly plicni toxicitu zahrnujici zanét, fibrozu i
rakovinu plic. Po intraven6znim podavani byl zaznamenan embryolethalni a teratogenni
u¢inek nanotrubic. Nicméné toxicita nanotrubic lze do zna¢né miry ovlivnit jejich
délkou. Kratsi nanotrubice vykazuji mensi toxicitu (Kobayashi et al., 2017; Muller et
al., 2005).

U grafenu se oc¢ekava podobné jako u uhlikovych nanotrubic a dalsich vlaknitych
materiald, Ze muize pusobit jako azbest prostiednictvim ostrych plochych okraji.
Piedbézné vysledky studii také naznacuji, ze fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je
plochy tvar a naboj, jsou Uzce spjaty s cytotoxicitou a ovliviiuji biodistribuci in vivo.
Ukézalo se, Ze grafen se hromadi v ledvinach, plicich, jatrech a slezin€ po intraven6zni
aplikaci. Mechanismy in vitro biotoxicity zpisobené grafenem souviseji s oxida¢nim

stresem a poSkozenim bunécnych membran. Bylo prokdzdno, Ze grafen miize také
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pronikat do mitochondrii a jader bunék, coz muze vést i k poskozeni DNA (Fahmi et
al., 2017; Shen et al., 2012).

2.4. Polymerni NP

2.4.1. Dendrimery

Dendritické polymery vzbudily v poslednich desetiletich zvySeny zdjem v
akademické i pramyslové sféte diky svym zajimavym fyzikdlnim a chemickym
vlastnostem. Zakladni jednotkou dendrimeru je molekula oznaovana jako vétvici se
jednotka. Na zdklad, jadro dendrimeru, se navazuji pfesné¢ definovanym zplsobem
vétvici se jednotky, v dalsim kroku se navazuji dal§i vétvici se jednotky, az vznikne
pravidelna struktura (obr. 11). Dendrimery lze klasifikovat podle generace, coz se tyka
poctu opakovanych cykli vétveni, které se provadéji béhem syntézy.

Charakteristickym znakem téchto polymeri je tedy vysoce vétvend struktura S
velkym poctem koncovych skupin. To umoznuje uzaviit aktivni latku uvniti dendrimeru
a na povrch dendrimeru navazat latky zvysujici biokompatibilitu nebo latky selektivné
vazajici dendrimer na urcity typ bunék (Hobzova et al., 2008; Patel et Patel, 2013;
Singh et al., 2014; Sramek, 2009).
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Obr. 11 Struktura dendrimeru.
(Singh et al., 2014)

2.4.1.1. Vyuziti dendrimeri v praxi

Pro své specifické vlastnosti se dendrimery dobie hodi k cilené distribuci 1éciv.
ProtoZe jejich velikost je do 10 nm, nemaji pfili§ velkou kapacitu pro inkorporaci 1éciva,
které je v8ak mozno vazat na jejich povrch. Obsazeni povrchu specifickymi protilatkami
muze zvysit schopnost cileného transportu. Vedle cilené distribuce 1é¢iv jsou
dendrimery testovany jako antimikrobialni c¢inidla, nebo <¢inidla pro genovy a

transmembranovy pienos (Patel et Patel, 2013; Vaculikova et al., 2015)
2.4.1.2. Toxicita dendrimeru

Dendrimery jsou obecné povazovany za biokompatibilni. Nicméné in vitro testy
prokézaly, ze mohou vykazovat cytotoxicitu a hematologickou toxicitu. Jejich uinky
vS8ak znacné€ zavisi na specifickém sloZeni a struktufe kazdého typu materidlu.
Dulezitym faktorem pii urovani stupné toxicity jsou periferni skupiny dendrimert.

Dendrimery s kationtovymi skupinami na periferii jsou mnohem toxictéjsi nez latky s
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aniontovymi nebo neutralnimi skupinami. Neutralni hydrofilni periferni skupiny mohou
vykazovat leps$i biokompatibilitu ve srovnani s dendrimery obsahujicimi hydrofobni
mohou interagovat s buné¢nou membranou prostfednictvim elektrostatickych interakei,

coz muze zpusobit destabilizaci membrany a aktivaci apoptozy (Liu et al., 2012).

3. Metody charakterizace NP

V poslednich letech je zaznamenavan enormni nérlst inovacnich postupti pfipravy a
charakterizace materiald. Zékladni znalost struktury materidll umoziuje ziskavat
informace pro pfipravu novych materiald a nanomateriali s lepsimi nebo zcela novymi
uzitnymi vlastnostmi.

Pro primarni charakteristiku materialéi a nanomateriali jsou pouzivany piedev§im
neinvazivni metody, které poskytuji dilezité informace o struktufe, mikrostruktufe,
sloZzeni, vadach a defektech, distribuci fazi, velikosti zrna, nebo také o historii
zpracovani material. V soucasnosti je pozornost zaméfovdna zejména na metody
instrumentalni. Pro moderni instrumentalni metody je charakteristicka jejich vysoka
citlivost a rychlost. Mezi zékladni metody, kterymi lze charakterizovat NP patii
pfedev§im mikroskopické techniky. Nicméné velky vyznam pfti primarni charakterizaci
materiald maji i metody spektroskopické (Barabaszova, 2014; Charurvedi et Dave,
2012).

3.1. Elektronova mikroskopie

Jednou z vhodnych metod k charakterizaci nanostruktur je elektronova mikroskopie.
Funkéné je velmi podobna svételné mikroskopii (obr. 13). Dulezity rozdil mezi
svételnym a elektronovym mikroskopem spociva v tom, Ze elektronovy mikroskop
vyuziva k zobrazovéani svazek elektronli urychlenych pomoci elektrického pole misto
svételného paprsku a vyuzivd cCocky elektromagnetické (riizné typy civek) misto
sklenénych. Elektronovy mikroskop tedy disponuje mnohem vétsi rozliSovaci
schopnosti nez svételny. RozliSovaci schopnost u svételné mikroskopie je totiz
limitovéna vlnovou délkou viditelného svétla, zatimco u elektronovych mikroskopti je
vinova délka dana energetickymi elektrony (Barabaszova, 2014; Egerton, 2005;
Charurvedi et Dave, 2012; Watt, 1997).
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3.1.1. Transmisni a skenovaci elektronova mikroskopie

Elektronovou mikroskopii rozdélujeme podle zplsobu zobrazeni na transmisni
elektronovou mikroskopii (TEM) a skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) (obr.
12). TEM je systém piimého pozorovani a snimani obrazu, kdy proud elektroni
prostupuje specialné pripravenym objektem a difraktované paprsky na jeho strukturach
vytvoii interferenci vysledny obraz na luminiscencnim stinitku, ktery muzeme
pozorovat okuldrem nebo jej prevést CCD kamerou na monitor, pfipadné snimat
fotografickou cestou. SEM piedstavuje systém nepiimého pozorovani a sniméani obrazu,
kdy objekt je fadkovan urychlenym elektronovym svazkem a uvolnéné elektrony ze
vzorku jsou registrovany piislusnym detektorem. Nasledné dochézi ke zpracovani ve

vysledny obraz (Egerton, 2005; Charurvedi et Dave, 2012; Navratil et al., 2005).

opticky mikroskop TEM SEM

_~ zdroj svétla zdroj elektrond

kondenzorova
cocka kondenzorova
¢ocka
vzorek
S objektivova
clona
objektiv )
skenovaci
intermedialni obvod
cocky
vzorek
O projektivy
R okulary

Y, fluorescenénr
stinitko

monitor

(22 cko
( pozorovatele

rozligeni 20 nm 0,1 nm 0,5 nm
zvétieni 2000 x 50 x - 1500 000 10 x - 1 000 000

Obr. 12 Schéma optického, transmisniho elektronového a skenovaciho elektronoveho
mikroskopu.

(https://www.jeol.co.jp/en/science/sem.html)
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3.1.2. Aplikace TEM a SEM

Elektronovou mikroskopii lze vyuzit k detekci rozmérd NP (stanoveni velikosti a
distribuce c¢astic), morfologie, k vizualizaci povrchovy vrstev, urceni fazového slozeni
anebo potvrzeni krystalického ¢i amorfniho charakteru vzorku. (Barabaszova, 2014; Liu
et al., 2010a).

Vyznamnou podminkou pro ziskani vhodnych vystupti elektronové mikroskopie je
spravna piiprava vzorkt. Ta je volena se snahou potlacit jakékoliv artefakty preparatu a
s cilem ziskat reprodukovatelnym zptsobem morfologickou informaci. Vzorek musi byt
stabilni v elektronovém poli, nemél by obsahovat tékavé latky nebo vodu a mél by byt
vodivy, aby nedochazelo k nabijeni elektrony a soucasné dochazelo k vyzafeni
sekundérnich elektronii. Vodivosti vzorkl se dosahuje napafovanim tenkého vodivého
povlaku, které se provadi v silném vakuu nebo naprasovanim pifi nizkém vakuu.
Praskové preparaty jsou nandSeny na specidlni folie. Pro pozorovani morfologie se
zhotovuji otisky (repliky) vzorku. Biologické vzorky jsou fixovany, odvodnény a zality
do blocku akrylatu nebo pryskyfice. Takové preparity jsou nasledné krajeny na

ultratenké fezy o tloustce cca 50 nm (Dolnicek et Sulovsky, 2013; Egerton, 2005).

3.2. Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

AFM pfistroje jsou zalozeny na zcela jiném principu nez klasické mikroskopické
metody. Mechanicka sonda nachazejici se v blizkosti povrchu vzorku snimé povrch a
vytvaii signal zpétné vazby, ktery slouzi k vertikalnimu polohovani sondy. Pohyb sondy
a vzorku zajistuje piezoelektricka keramika, ktera umoznuje fadkové snimani v roving X
ay. Signalem zpétné vazby se fidi pohyb sondy ve sméru osy z (Prado et al., 2012).

U mikroskopie atomarnich sil jsou k detekci vzdalenosti sondy od povrchu vyuZzivany
meziatomarni sily, které zpsobuji nepatrné deformace drzaku sondy. Pomoci optické
detekce laserovym paprskem je pak vyhodnocovana poloha této sondy a topografie

povrchu je dale softwarové zpracovavana (obr. 13) (Eaton et West, 2010).
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Obr. 13 Princip detekce AFM.
(http://physics.mff.cuni.cz/kfpp/povrchy/metoda/afm-principy)

Hlavnim prvkem AFM je raménko (volny konec pruzného drzaku), na jehoz konci je
umistén hrot. Raménka s hroty jsou z&kladem AFM pfistroji, protoze zprostiedkuji
interakci mezi povrchem vzorku a hrotem. Byvaji nejéastéji vyrobeny z nitridu kifemiku
nebo kiemiku s vyuzitim fotolitografické techniky. Nejbézn&jsi jsou raménka tvarem
pfipominajici pismeno V, které zajistujii nizky mechanicky odpor k vertikalnimu ohybu
a vysoky odpor k pti¢né torzi. Obvykle jsou raménka dlouha 100 az 200 um, Siroka 10
az 40 um a jejich tloustka je 0,3 az 2 um. Dalsi dilezitou vlastnosti raménka je
pruznost (tuhost), kterd by méla byt niz§i nez je vazebna sila mezi atomy v pevnych
latkach, aby nedochazelo k poskozeni hrotu nebo vzorku. Vlastnosti ramének s hroty
pak vyplyvaji z jejich ptipadné aplikace (Eaton et West, 2010; Kubinek et al. 2001;
Prado et al., 2012).

Na hrot, ktery se nachazi v blizkosti povrchu vzorku, ptisobi hlavné kratkodosahové

odpudivé sily elektrostatického ptivodu (odpudiva Pauliho sila, pramenici z Pauliho
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vylu¢ovaciho principu) a dlouhodosahové, pfitazlivé van der Waalsovy sily (sily dipol —
dipblové interakce). Celkova sila mize byt jak odpudiva, tak pfitazliva v zavislosti na
vzdalenosti hrotu od vzorku/materialu. V grafu (obr. 14) je pak zaznamenana zavislost
celkové sily na vzdalenosti hrotu od povrchu vzorku. Na kiivce jsou také znazornény
Useky charakteristické pro ruzné rezimy AFM (Jalili et Laxminarayana, 2004; Kubinek
et al. 2001).

F[uN]|

prerusovany
kontakt

odpudiva sila

kontaktni
rezim h
//_
d[nm]
nekontaktni
rezim

pritazliva sila

Obr. 14 Graf ptisobeni sil AFM.
(Kubinek et al. 2001)

3.2.1. Operacni reZimy AFM

Metoda AFM zahrnuje nékolik zptisobt skenovani. V zavislosti na vzdalenosti hrotu
od povrchu vzorku rozlisujeme tii zakladni operacni rezimy AFM (obr. 15) - kontaktni
maod, nekontaktni mod a poklepovy mod neboli pierusovany kontakt (Barabaszova,
2014; Eaton et West).

V kontaktnim mddu je vzdalenost hrotu od povrchu vzorku velmi mala, tudiz
prevlada odpudiva sila, kterd se snazi vychylit raménko od povrchu vzorku. Jestlize je
tuhost hrotu mens$i nez efektivni tuhost drzici pohromad¢ atomy povrchu, mizeme
ohnuti raménka pouzit k méteni sil. Pokud tomu je naopak, raménko se neohne a muize

dojit k poskozeni povrchu vzorku. Na ohyb raménka maji vliv take kapilarni sily, kterée
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zhorSuji  kvalitu zobrazeni. Vznikaji diky okolni vlhkosti v kapi¢kdch vody
zkondenzovanych na povrchu vzorku. Dalsi dilezitou veli¢inou ovliviigjici kvalitu
obrazu je vlastni pruznost hrotu. V kontaktnim mddu byva sila pusobici na vzorek
tadove 107 N. Nejcastéji se pii méfeni vyuzivd konstantni vysky (méii se ohyb
raménka) nebo konstantni sily, kdy se udrzuje konstantni ohyb raménka. Kontaktni méd
dosahuje vysokého rozliseni, ale je vhodny pouze pro tvrdé vzorky. U mékkych vzorkl
(napf. biologickych) by mohlo dojit k jejich poSkozeni (Eaton et West, 2010; Jalili et
Laxminarayana, 2004; Kubinek et al. 2001).

Nekontaktni mod pracuje v oblasti pfitazlivych van der Waalsovych sil dale od
vzorku. Hrot pfitahovany ke vzorku je umistén na raménku s vys$i tuhosti, aby
nedochéazelo Kk poskozeni vzorku. Na hrot v8ak plsobi velmi malé sily, proto je
udrzovan pfi oscilacich blizko své rezonan¢ni frekvence. Pro tvorbu obrazu slouzi tedy
zmény rezonanéni frekvence. Nevyhodou tohoto modu je snimani mikrokapek
zkondenzované vody na povrchu vzorku (Eaton et West, 2010; Jalili et Laxminarayana,
2004).

Tento problém fesi poklepovy mdd, ktery je velmi podobny nekontaktnimu modu, ale
rozkmit raménka je vEtsi, proto dochazi i ke kontaktu s povrchem vzorku. Navic je tato
modifikace lepsi nez kontaktni, kdy by mohlo dojit k poSkozeni vzorku. Obraz opét

vznika na zakladé zmény rezonanc¢ni frekvence (Jalili et Laxminarayana, 2004).

kontaktni méd nekontaktni méd poklepovy méd
! s ! Ut ! s r s
N P —

Obr. 15 Schematické znazornéni jednotlivych operacnich rezimi AFM.

(Jalili et Laxminarayana, 2004)
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3.2.2. Aplikace AFM

AFM nachazi Siroké uplatnéni v praxi. Lze ji vyuzit k charakterizaci mikro a
nanoobjekti a také ke studiu povrchovych procest (katalyz, chemickych reakci,
adsorpci, difuzi). Dale 1ze AFM vyuzit v oblasti nanotechnologii k zobrazeni atomi a
manipulaci s nimi. Touto technikou je mozné vytvaret struktury na atomarni drovni
(Barabaszova, 2014).

Princip metody nam dovoluje méfit materidly jak vodivého tak i1 nevodivého
charakteru. AFM muzeme také vyuzit pro vzorky v kapalném prostiedi (buiky
Vv zivném médiu). Metoda AFM ma vSak i sva omezeni. Vyska vzorku musi odpovidat
moznostem hlavy mikroskopu a tvarem by mél byt vzorek makroskopicky rovny ¢i
vypoukly. Vzorek musi byt fadné¢ fixovan (znehybnén), coZz mize byt problém u
praskovych ¢i mékkych vzorki. Prili§ lesklé vzorky mohou zptisobovat také problémy
diky snizeni viditelnosti a interferenci obrazce. V neposledni fadé je nevyhodou AFM i
maly rozmér skenovanych vzorkt a pomalost sniméani. I pfes tato omezeni je AFM
jedine¢nou mikroskopickou metodou s vysokym rozliSenim na atomdarni Urovni a
moznosti tvorby 3D obrazl. Navic se nejedna o destruktivni metodu, pfi niz by doslo
k znehodnoceni vzorku, protoze nemusi byt pfed samotnym méfenim nijak upravovan

(kromé fixace) (Barabaszova, 2014; Eaton et West, 2010).

3.3. Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je spektroskopicka vibra¢ni technika, jejimz zakladem je
Ramantv nepruzny rozptyl monochromatického svétla. Po interakci fotonu s atomem je
atom excitovan na vyS$$i energetickou hladinu a pfi pfechodu do zakladniho stavu
dochézi k vyzareni energii zpét do prostoru. Existuji dva typy rozptyleni svétla. Pruzny
Rayleightiv rozptyl nastava tehdy, jestlize je vyzafen foton o stejné vinové délce.
ProtoZe pruzny rozptyl nenese Zadnou analytickou informaci, je potieba jej odfiltrovat.
Pokud jsou vyzateny fotony s vétsi vinovou délkou (Stokesovy fotony) nebo mensi
vinovou délkou (anti-Stokesovy fotony), hovofime o nepruzném Ramanové rozptylu
(obr. 16). Pti téchto nepruznych srazkach se méni vnitini energie zacastnénych molekul,
coz zpiusobuje zménu vibra¢né-rotaéniho stavu molekuly. Rozdil frekvenci

rozptyleného a zdrojového zafeni se oznacuje jako Ramaniv posun a odpovida
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frekvenci pftislusného pasu v Ramanové spektru (Barabaszovd, 2014; Rostron et al.,
2016).

energie / A
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A A
j AE= AE =
prvni AE,=hv, AE =-hv, | AE =hp, -h(v,-v) | AE =hv, -h(v,+v )
excitovany |~ s M iy e iy A o e by s
vibracni stav
. _A—!— ’
AE =hv,
zakladni L 2 s v
stav St n e BRI T ——
Rayleightv i Stokes(v-RamanGv | anti-Stokesav-Ramanuv
rozptyl rozptyl rozptyl

Obr. 16 Pruzny (Reyleightiv) a nepruzny (Ramantv) rozptyl.
(Saleh, 2017)

Pro méfeni Ramanovych spekter se pouzivaji dva zikladni typy Ramanovych
spektrometri. Jde o spektrometry disperzni nebo FT-spektrometry, vyuZzivajici
Fourierovu transformaci. V praxi nachazeji oba typy piistroji své uplatnéni. Vybér
zavisi hlavné na pozadované aplikaci. Obecné u analyzovanych latek, kde Ramanovo
spektrum obsahuje dostate¢né intenzivni pasy nebo vznika fluorescence, je vhodné
pouzit FT-spektrometry. Ale u vzorkll s nizkou koncentraci, které vSak nevykazuji
fluorescenci, je tfeba zvolit disperzni spektrometry. Disperzni spektrometry Ize také
vyzit u pokro¢ilejsich Ramanovych technik (Barabaszova, 2014; Rostron et al., 2016).

Me¢ftena spektra Cistych latek je mozné srovnavat s knihovnami spekter a provadét
jejich identifikaci. Komer¢né jsou vyuzivany napiiklad knihovny spekter navykovych
latek, hoflavych latek nebo farmaceuticky dulezitych chemikalii. Mnohdy lze ve
slozitych smésich identifikovat vice slozek vedle sebe bez ptedchozi separace. Rizné
databaze jsou komerc¢né dostupné, nicméné je vhodné tvofit knihovny spekter z

vlastnich dat.
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Ramanova spektroskopie nachédzi uplatnéni také v kvantitativni analyze. Je vSak
potieba brat v ivahu fadu specifickych faktort (reabsorpce rozptyleného zateni, stabilni
vykon laseru, hloubka priiniku excitujiciho zafeni). V ptipadé Ramanovy spektroskopie
obvykle nejde o jednoduchou linearni zavislost intenzity pasu na koncentraci vzorku,
protoze nelze vyloucit piekryvy Ramanovych pdst a vliv ménicich se koncentraci
slozek na tvar past. Je tedy nutné pro Kalibraci vyuzit slozitéjsi kalibra¢ni modely s
pokroc¢ilymi algoritmy, pro které je tiecba pouzit dostatecné reprezentativni sadu
standardi.

(http://old.vscht.cz/anl/lach2/RAMAN.pdf)

3.3.1. Aplikace Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektroskopie je vhodnou metodou jak pro identifikaci latek, tak pii
ur¢ovani jejich slozeni a struktury. Pouziva se pfi analyze pevnych latek, kapalin, plynd,
ale i pfi analyze biologickych systému (http://old.vscht.cz/anl/lach2/RAMAN.pdf).
Kapalné¢ latky l1ze méfit v kiemennych ¢i sklenénych kyvetach, pevné krystalické latky v
kovovych kaliscich, ve sklenénych kapilarach nebo je mozné lisovat KBr tablety. V
Ramanové spektroskopii je vSak celkem obtizné méfeni plynl, protoze Ramanovy
spektralni pasy nejsou pfili§ intenzivni diky mnozstvi rozptylovych ¢astic (maly pocet
molekul). Jsou proto pouzivany kyvety s nasobnym odrazem nebo vykonngjsi lasery
(Barabaszovd, 2014). Oproti infracervené spektrometrii lze analyzovat i vodné roztoky,
protoze voda se projevuje jen slabymi pasy. Navic, optické materidly, které jsou
vyuzivany v Ramanové  spektroskopii, nejsou  citlivé  na  vlhkost
(http://old.vscht.cz/anl/lach2/RAMAN.pdf).

Ramanova spektroskopie patii v soucasné dobé mezi dynamicky se rozvijejici
analytické metody. Prednosti této metody je snadnd piiprava analyzovaného materialu a
dat. Jelikoz jde o bezkontaktni méfeni, nedochazi k poskozeni vzorku (Valasek, 2012).
Ramanova spektroskopie tak nachazi S$iroké praktické uplatnéni v mineralogii,
geochemii, v chemickém, farmaceutickém pramyslu nebo také v biologii a 1ékafstvi.
(http://old.vscht.cz/anl/lach2/RAMAN.pdf)
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3.4. Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Metoda DLS je vhodna pro méfeni velikosti ¢astic menSich nez 1 um. Zakladem
méfici techniky DLS (nazyvané téz jako fotonova korelani spektroskopie nebo
kvazielasticky rozptyl svétla) je detekce fluktuace intenzity rozptylené¢ho svétla
(Rayleightv rozptyl) z laserového zdroje. Tyto fluktuace zavisi na interferencnim
zesilovani a zeslabovani svétla rozptyleného na nestacionarnich ¢asticich, které
podléhaji Brownovu pohybu. Rychlost zmén intenzity rozptyleného svétla tedy piimo
zavisi na pohybu molekuly a informaci o velikosti ¢astic ziskame prostiednictvim

Stokesovy-Einsteinovy rovnice:

d(H) = kT/3znD

kde d(H) je hydrodynamicky priamér castice, k je Boltzmannova konstanta, D je
transla¢ni difuzni koeficient, T je absolutni teplota a # je viskozita disperzniho prostiedi
(Hassan et al., 2014; Kvitek et al., 1998; Sev&ikova et al., 2014).

Nezbytnou soucasti DLS systému je digitalni korelator, ktery zjist'uje stupeni korelace
mezi signaly a korela¢ni funkce potom slouzi pro vypocitani distribuce velikosti.
Castice sice podléhaji Brownovu pohybu, nicméné pfistroje DLS pracuji s malymi
¢asovymi mé&fitky. Nulova korelace (korelace = 0) nastava jiz v ¢ase 1 — 10 milisekund.
Dokonalé korelace dosahneme srovnanim identickych signalt (korelace = 1). Prib¢ch
korelacni  funkce znadzoriiuje graf na obr. 17  (https://www.xray.cz/kfkl-

osa/eng/zetasizer/dls.htm).
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Obr. 17 Prabeh typické korela¢ni funkce v zavislosti na Case.

(https://www.xray.cz/kfkl-osa/eng/zetasizer/dls.htm)

Korelaéni funkce uzce souvisi s velikosti ¢astic. Velké ¢astice pohybujici se pomalu
budou fluktuovat pomaleji a malé ¢astice pohybujici se rychle budou fluktuovat rychleji
(Lim et al., 2013; Sevéikova et al., 2014). Korela¢ni funkce v piipadé velkych a malych
¢astic zobrazuji grafy na obr. 18.
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Obr. 18 Grafické znazornéni intenzity rozptyleného svétla (a) a korela¢ni funkce (b) u
disperznich systému s velkymi a malymi ¢asticemi.

(Limetal., 2013)

3.4.1. Aplikace DLS

Metoda DLS je vhodna k pfesnému stanoveni velikosti ¢astic v suspenzich. Muze byt
vyuZita pro charakterizaci emulzi, liposomi, micel, pigmentii a latexti. Metoda DLS
tedy slouzi k zakladni charakterizaci castic v fadé aplikacnich oblasti jako je
potravinafstvi, kosmetika, farmacie, polymerni primysl nebo primysl natérovych hmot.
Tato metoda nasla uplatnéni také v biologickych a mikrobiologickych oborech, které
pracuji s biomaterialem jako jsou viry, bakterie, DNA a proteiny (Hassan et al., 2014;
Sevéikova et al., 2014).

Mezi vyhody této metody patii rychlost, jednoduchost méteni a reprodukovatelnost
vysledkd u materiald s malym sklonem k aglomeraci. Pro analyzu ¢astic je potieba jen
malé mnozstvi vzorku. Jedna se navic 0 metodu absolutni bez nutnosti pouziti kalibrace.

Automatizované pfistroje DLS jsou komeréné dostupné vcetné analyzy dat. Pfistroje
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jsou schopné detekovat Castice v rozsahu od nékolika nanometrt po 1 — 2 um (Kvitek et

al., 1998; Sevéikova et al., 2014).

3.5. Atomova absopéni spektrometrie (AAS)

Analyticka metoda AAS slouzi ke stanoveni obsahu prvku v analyzovaném vzorku.
Zakladem AAS je absorpce monochromatického svétla volnymi atomy vzorku
v plynném stavu. Ptitomnost zafeni vyvola piechod atomu ze zakladni niz$i energetické
hladiny na vyssi hladinu. Atomy pohlcuji pouze zafeni o vinovych délkéch, které samy
emituji. Vinova délka absorbovaného zateni je tedy charakteristicka pro kazdy prvek.
Vyhodnocenim ubytku zafeni pomoci Lambert-Beerova zadkona ziskdme také informaci
0 koncentraci daného prvku ve vzorku (Garcia et Baez, 2012; Kominkova et Mestek,
1997; Sardans et al., 2010).

AAS pfistroje se déli dle zptisobu atomizace na plamenovou AAS a elektrotermickou
AAS. K prevedeni vzorku do atomarniho stavu dochézi tepelnym rozkladem vzorku,
ktery nastava pfi teploté 2000 — 3000 K. V ptipad¢ plamenovych atomizatort je této
teploty dosazeno plamenem, ktery vznika hofenim paliva (napt. acetylenu, propanu) za
ptitomnosti oxidantu (napt. vzduchu, oxid dusného). U elektrotermickych atomizatort
probiha zahfivani pusobenim elektrického proudu na vzorek v grafitové nebo
wolframové kyveté. Kromé& atomizatoru patfi mezi zdkladni konstrukéni prvky
atomového absorpéniho spektrometru zdroj monochromatického zéateni, atomizator,
monochromaétor a detektor (obr.19) (Garcia et Baez, 2012; Kominkova et Mestek, 1997;
Sardans et al., 2010; Spévackova et Knotkovéa, 1998).
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Obr. 19 Schéma dvoupaprskoveho plamenového atomového absopéniho spektrometru.
(http://www.enclabmed.cz/encyklopedie/D/STAAD.htm)

3.5.1. Aplikace AAS

AAS slouzi ke stanoveni hlavnich nebo stopovych prvkt v analyzovaném vzorku a
Kk urceni jejich koncentrace. Tato metoda muze byt prakticky vyuzita k detekei prvki
Vv zivotnim prostiedi, a to jak ve vodach, kalech, sedimentech, odpadech, horninach,
pudé, tak i vrostlinné biomase, potravinach, biologickych materialech a télnich
tekutinach (Costley et al., 2000; Koplik et al., 1997; Tsalev, 2011). AAS nachazi tedy
uplatnéni napftiklad v potravinaiském pramyslu, geologii, medicin¢ a biologickych
oborech (Koplik et al., 1997; Tsalev, 2011). AAS hraje dulezitou ulohu také ve forenzni
chemii, kde slouzi pfevazné ke stanoveni tézkych kovi ¢i zbytku stieliva (Zieba—Palus,

1998).

4. Studium bunééného poskozeni

Za fyziologickych podminek prochazi buiiky funkénimi a morfologickymi zménami a
reaguji na rizné fyziologické podnéty. Nicméné zlstavaji v dynamické rovnovaze,
kterou oznacujeme jako normalni homeostaza. Malé patologické podnéty ¢i nadmérnou
fyziologickou zatéz obvykle bunky piekonaji pomoci bunéénych adaptacnich
mechanismi. Pokud vSak zatéZz presdhne urcité meze, dochazi k bunéénému poskozeni,
které miize byt bud’ reverzibilni nebo ireverzibilni, kdy dochazi k bun&tné smrti

(Kroemer et al., 2010; Milisav et al., 2011).
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Mezi pii¢iny bunécného poskozeni patii fyzikalni faktory (napf. extrémni teploty,
ozéafeni, zmény tlaku, mechanické poranéni), chemické faktory (napi. soli, kyslik,
glukoza ve vysoke koncentraci nebo toxické latky), infekce, imunitni reakce, genetické
poruchy nebo nutri¢ni nerovnovaha (Milisav et al., 2011).

Reakce bunck na poskozeni zavisi nejen na druhu a intenzité stresového faktoru, ale
také na typu, stavu a adaptibilit¢ bunck. Zékladnimi biochemickymi mechanismy
bundéného poskozeni je tvorba ROS, influx Ca®* z extracelularniho prostoru,
mitochondrii a endoplasmatického retikula, zmény permeability membran a vycerpani

ATP (obr. 20).
stresové faktory
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Obr. 20 Biochemické mechanismy bunééného poSkozeni.

(https://veteriankey.com/cellular-adaptations-injury-and-death)

Dusledkem oxida¢niho stresu je peroxidace membranovych lipidi, oxidace
postrannich aminokyselin proteinti a jejich néasledna fragmentace, oxidac¢ni poskozeni
DNA a tvorba jedno fetézcovych zlomu. Porucha kalciové homeostazy vede ke zvySeni
membranové permeability a k aktivaci nékterych degradacnich enzymul (proteazy,
fosfolipdzy, ATPazy, endonukledzy). ATP je dilezitd pro fadu syntetickych a

degradacnich procestt v buiice. Snizeni hladiny ATP v bunice méa vliv na aktivitu
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sodikovych pump, dochazi ke zménam energetického metabolismu, coz zpusobuje
zmény integrity bunéénych membran (Kroemer et al., 2010; Milisav et al., 2011).

Zakladnim testem slouzicim k detekci bunécného poskozeni je samotny test viability
bunék. K analyze metabolické aktivity bunék lze pouzit napiiklad kolorimetricky MTT
test, ktery je zaloZen na redukci MTT tetrazoliové soli (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-difenyltetrazolium  bromid) na fialové  krystalky formazanu pomoci
mitochondrialnich dehydrogendz. K reakci dochazi pouze u Zzivych bunék, jejichz
procentualni zastoupeni Ize po rozpusténi formazanu kvantifikovat spektrofotometricky
(Boncler et al., 2014).

Pti studiu bunécného poskozeni miizeme vyuzit rizné fluorescencni sondy. K detekci
ROS je velmi ¢asto pouzivana sonda CM-H,DCFDA (5-(a-6)-chloromethyl-2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetdt). Sonda je aplikovana ve formé diacetatu (CM-
H,DCFDA) a v cytozolu bun¢k dochazi k jeho hydrolyze bunétnou esterazou na CM-
H,DCEF, ktery je pomoci ROS oxidovan a vznika fluorescenéni CM-DCF. Pomoci této
Casov€é nenaro¢né metody lze detekovat peroxidovy radikal, hydroxylovy radikal,
kyselinu chlornou a peroxylovy radikal (Eruslanov et Kusmartsev, 2010).

Pro stanoveni poskozeni DNA je efektivni kometova analyza. Tento test umoznuje
detekovat DNA zlomy na trovni jednotlivych bun¢k. Jde o elektroforetickou metodu,
pfi niz dochazi k migraci fragmenti DNA z jadra bun€k ke kladné elektrodé. Intaktni
DNA zistava v jadfe bunc¢k. Mira fragmentace odrazi stupenn poskozeni DNA
(Kumaravel et al., 2009, Novotna et al., 2016). Migrujici DNA vytvati obraz podobny
kometé, ktery lze vizualizovat fluorescenénimi barvivy a vyhodnocovat vhodnym
pocitatovym programem zalozenym na analyze obrazu (Dvotak et al., 2014, Kumaravel
et al., 2009).

Pii stanoveni cytotoxicity je dllezité rozliSovat typy programované bunééné smrti. Mezi
zékladni typy bunééné smrti patii apoptéza a nekroza, které lze rozliSit naptiklad
kombinaci fluorescen¢ni sondy annexin V-Cy3 a 6-CFDA (6-karboxyfluorescein
diacetat). Sonda annexin V-Cy3 umoziiuje detekci annexinu V vazaného na apoptotické
buiikky a sonda 6-CFDA je po vstupu do zivych bun¢k hydrolyzovana esterdzami za
vzniku fluorescence. Tato kombinace tedy umoziiuje diferenciaci mezi Casnymi
apoptotickymi bunkami (pozitivni annexin V-Cy3, 6-CFDA pozitivni), nekrotickymi
bunkami (pozitivni na annexin V-Cy3, 6-CFDA negativni) a Zivotaschopnymi buiikami
(annexin V-Cy3 negativni, 6-CFDA pozitivni). Ke zobrazeni a rozliSeni bunék mtizeme

pouzit fluorescen¢ni mikroskop (Farinacci, 2007).
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5. Cile prace

1. Charakterizovat NP TiO, a NP Ag pomoci fyzikalné-chemickych metod (AFM,
DLS, TEM).

2. Kvantitativné a kvalitativné vyhodnotit buné¢nou penetraci NP na nenadorovych
bunécnych liniich.

3. Zhodnotit miru bun&éného poskozeni po aplikaci NP TiO,, NP Ag a Ag* pomoci
in vitro testt na bunéénych liniich BJ, SVK 14 a NIH 3T3.
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6. Material a metody

6.1. Material

Jako biologicky material byly pouzity bunééné linie BJ (lidské fibroblasty), NIH3T3
(mysi fibroblasty) a SVK14 (lidské keratinocyty). Pro kultivaci bylo pouzito kultivacni
médium DMEM (Dublecco’s Modified Eagle Medium, Sigma Aldrich) s 10% FBS
(fetal bovine serum, Sigma Aldrich), 2% 200 mM L-glutaminem a 0,4% penicilinem /
streptomycinem (Sigma).

K experimentim byly pouzity nasledujici chemikalie: annexin V-Cy3 kit (APO-AC,
Sigma Aldrich), dimetylsulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich), EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova, Lachema), 4% formaldehyd (Sigma Aldrich), fosfatovy pufr
(PBS, pH 7,4), HMP agar6za (Serva), LMP agar6za (Qbiogene), peroxid vodiku (Lach-
Ner, CR), NaCl (Tamda), NaOH (Sigma Aldrich), SYBR Green (Invitrogen), thiazolyl
blue tetrazolium bromid (MTT, Sigma Aldrich), tris (tris-hydroxymethyl) aminomethan,
(Sigma Aldrich), Triton X-100 (Serva), trypsin (Sigma Aldrich), 5-(a-6)-chloromethyl-
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat (CM-H,DCFDA, Invitrogen). Kromé toho
byly pouzity 96, 6 a 24-jamkové desky (TPP) pro péstovani buné¢nych liniia 1 x 1 cm

kiemenna sklicka (Meopta-optika) pro Ramanovu spektroskopii.

6.2. Pristroje

Vlastnosti nanocéstic byly detekovany pomoci multi-detekéniho mikrodestickového
readeru Synergy HT (BioTek), mikroskopu Olympus 1X81 s DSU jednotkou
(Olympus), mikroskopu atomarnich sil Bioscope Catalyst (Bruker) s SNL-A hrotem
(Bruker), DLS pfistroje Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, UK), transmisniho
elektronového mikroskopu JEM 2010 instrument (Jeol, Japan) a spektrofotometru
UV/Vis Specord S 600 spectrophotometer (Analytik Jena, Germany). Obsah stiibra byl
stanoven atomovym absorpénim spektrometrem ContrAA® 300 High-Resolution
Continuum Source (Analytik). Ramanova spektra byla ziskana pomoci konfokalniho
Ramanova mikroskopu, model 300 alfa R, (WITec, GmbH). Excitace byla provadéna s
dvojnasobnou frekvenci Nd: YAG laseru (Spectra Physics Excelsior 532 nm). Byl
pouzit suchy objektiv Zeiss EC Epiplan-Neofluar (50 x / 0,8 NA, WD = 0,58 mm).
Vysledky byly zpracovany pomoci softwaru Phototox verze 2.0 (ZEBET, Berlin,
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Némecko), Comet Score (Tritek Corp, Sumerduck, VA, USA), Gwyddion verze 2.28
(Cesky metrologicky institut, Brno, Ceska republika), Nanoscope analysis (Bruker,
Santa Barbara, CA, USA) a ASpect CS1.5.5.0 software (Analytic, Jena, Némecko).

6.3. Pouzité nanocastice

Bylo studovano 7 vzorka uréenych pro komeréni vyuziti (2 vzorky NP oxidu
titani¢itétho a 5 vzorki NP stiibra). K experimentim byly také pouzity NP stiibra
vyrobené na Katedfe fyzikalni chemie UP v Olomouci.

Disperze NP TiO, (oznaena jako TiO), s deklarovanou koncentraci 8 g/l a
prumérem NP 28 nm byla dodana firmou Precheza, a.s. (produkt ¢islo 180311/2).
Stabilizace nebyla provedena. Druhy vzorek obsahujici NP TiO, (oznaceny jako
Nanorutil) byl dodan rovnéZ od firmy Precheza, a. s. (produkt ¢ 150311/1). Vyrobcem
deklarovalovana koncentrace byla 16,4 g/l a pramér NP 128 nm. Stabilizace byla
provedena pomoci SiO,/Al,O3.

Dalsich pé&t komerénich disperzi obsahovalo NP Ag. Ctyii vzorky byly ziskany od
firmy KC Rulc (http://www.kcrulc.cz/en). Prvni dva vzorky (oznaéené jako KC Rulc 14
a KC Rulc 20) mély koncentraci Ag 14 mg/l a 20 mg/l. Prvni zminény vzorek byl
vyroben 12/10/2009 a druhy 02/15/2013. Dalsi dva vzorky NP Ag (oznacené jako S9 a
S29) o deklarované koncentraci 20 mg/l byly vyrobeny elektrolyzou lisici se pouze
mezikrokem pii ptipravé, ktery zahrnoval odlisné zpisoby michani. Dle vyrobce byla
disperze vzorkt NP Ag slozena ze stiibra (99,99%) a ultracisté vody. U zadného vzorku
nebyla provedena stabilizace a zadny ze vzorki nemél specifikac¢ni vyrobni list. Nebyly
tedy k dispozici zadné informace tykajici se priméru ¢astic, velikosti nebo stability vuci
agregaci. Posledni komeréni vzorek (oznaceny jako Vintr) byl zakoupen od firmy
Lakshmi-Narayan (http://www.lakshmi-narayan.eu); opét bez specifika¢niho vyrobniho
listu. Nicmén¢ spole¢nost deklarovala koncentraci Ag v disperzi 40 mg/l.

NP Ag (oznaené jako synt. NP Ag) vyrobené na Katedie fyzikalni chemie UP
v Olomouci byly pfipraveny Tollensovym procesem zahrnujicim redukci komplexniho
kationtu [Ag (NHs),]" D-maltdzou v alkalickych médiich (Panacek et al., 2006). Vzorek

mél koncentraci Ag 108 mg/1 a byl stabilizovan 0,05% zelatinou.
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6.4. Charakterizace NP (AFM, TEM, DLS)

DLS je obvykle prvni charakterizacni metodou, protoze nedochazi k destrukci
vzorku, ktery muze byt nasledné pouzit pro dalsi testy. DLS metoda byla pouzita
k detekci velikosti NP jak u komer¢nich vzorku, tak u syntetizovanych NP Ag (synt.
NP Ag).

Rozmér synt. NP Ag byl také potvrzen pomoci transmisni elektronoveé
mikroskopie (TEM). Kapka desetkrat ziedéné disperze NP Ag byla nanesena na
médénou miizku potazenou uhlikem (300 mesh) a vysuSena pii 30°C ve vakuové
susarné. K zobrazeni NP Ag bylo pouzito zrychlovaci napéti 160 kV. Distribuéni
analyza NP Ag byla provedena pomoci softwaru Gwyddion.

Pro AFM zobrazeni byly vzorky nanocastic ziedény takto: TiO, - 1:100,
Nanorutil 1:1000, KC Rulc 14 - 1:10, KC Rulc 20 - 1:1, Vintr 1: 100, S9 - 1:100,
S29 - 1:100, synt. Ag NP - 1:100. Pak byly aplikovany na mikroskopicke sklic¢ko,
vysuSeny pii teploté¢ 60°C a zobrazeny skenovaci rychlosti 0,3 Hz. Pro méfeni
vzorkd TiO,, Nanorutil, KC Rulc 14, KC Rulc 20, Vintr a synt. NP Ag byl pouzit
ktemikovy hrot SNL-A na nitridovem nosniku s rezonanéni frekvenci 40-75 kHz a
silovou konstantou 0,58 N m™. K méfeni vzorkd S9 a S29 byl pouzit kiemikovy
hrot ScanAsyst-Air na nitridovém nosniku s rezonanéni frekvenci 45-95 kHz a
silovou konstantou 0,4 N m™. AFM zobrazeni bylo provedeno v rezimu Peak Force
tapping. Vysledné obrazky AFM byly zpracovany v programu Gwydion 2.40.
Horizontalni a vertikalni rozméry byly zpracovany v programu Nanoscope Analysis
(Jiravova et al., 2016; Horakova et al., 2014; Tomankova et al., 2015).

6.5. Priprava bunéénych kultur

10*, 2.10° a 10° BJ (lidské fibroblasty), NIH 3T3 (mysi fibroblasty) a SVK 14
(lidské keratinocyty) byly inkubovany v termoboxu pii 37°C a 5% CO; po dobu 24
hodin v 96/6/24-jamkovych destickach s cerstvyym DMEM. Poté byly bunky
inkubovany s NP nebo Ag* v termoboxu po dobu 1 hodiny (ROS), po dobu 6 hodin
(kometova analyza), nebo 24/48 hodin (MTT, AAS, Ramanova spektroskopie).
Vsechny testy byly provedeny po tripletech ve tiech opakovanich.
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6.6. Penetrace NP do bunék (Ramanova spektroskopie)

Buriky byly kultivovany v kultivaénim médiu DMEM na kiemennych sklickach pro
Ramanovu spektroskopii v 24-jamkovych destickach po 24 hodin. Potom byly
inkubovany s disperzi NP po dobu 24 nebo 48 hodin. Nasledné byly bunky tiikrat
promyty 1 ml PBS a fixovany v 1 ml 4% formaldehydu po dobu 10 minut pii pokojové
teploté¢ (RT). Pak byly opét promyty 1 ml PBS a méfeny pomoci Ramanovy
spektroskopie. Vzorek byl skenovan prostiednictvim laseru kontinudlné podél tad
vybrané oblasti a Ramanova spektra byla odebirana v 0,5 um rastru s integra¢nim ¢asem
0,2 s. Sila dopadajiciho laseru byla ~ 20 mW. Byl pouzit vyhlazovaci filtr Savitzky-
Golay. Pro vizualizaci bun€k byla pouzita jednorozmérnd Ramanova zobrazovaci
metoda. Intenzita urcitého vibraéniho pasu v Ramanové spektru byla zaznamenana
v podob¢é pseudobarevnych Ramanovych map intenzity. Ramanovo jednorozmérné
zobrazeni bun¢k bylo ziskano integraci intenzity C-H vazeb Ramanova rozptylu v jeho
maximu 2935 cm™. K zobrazeni distribuce studovanych nano&astic TiO; a Ag byly
pouzity jejich specifické vibrace. Kone¢né obrazky distribuce nanocastic v bunééném
prostiedi byly vytvofeny piekrytim jednorozmérnych obrazki stejné burnky sestavené z
C-H vazeb a vibra¢nich past nanocastic (Jiravova et al., 2016; Hordkova et al., 2014;
Tomankova et al., 2015).

6.7. Kvantitativni analyza penetrace NP (AAS)

10° SVK 14 bungk bylo kultivovdno v DMEM v 6-jamkovych desti¢kach po dobu 24
hodin. Buniky pak byly inkubovany s disperzi NP po dobu 24 nebo 48 hodin. Nejprve
bylo médium s NP odsato. Poté byly bunky trypsinizovany po dobu 5 minut pfi
pokojové teploté (RT) a trypsinizace byla zastavena pomoci DMEM s 10% FBS.
Izolované bunky byly centrifugovany 5 minut pii 2000 rpm a RT. Bunécny pelet byl
dvakrat promyt 1 ml PBS a znovu centrifugovan po dobu 5 minut pfi 2000 rpm a RT.
Vzorky (buniky nebo médium) byly Stépeny ve 3 ml koncentrované kyseliny dusi¢né v
odmérné banice 10 ml po dobu 1 hodiny a RT. Po digesci byla ke vzorkim ptidana
deionizovana voda na kone¢ny objem 10 ml. Koncentrace Ag byla kvantifikovana proti
vngjsi kalibraéni kiivce. VSechna méfeni byla opakovéana tfikrdt a udaje byly
zprimérovany. Koncentrace Ag byly stanoveny pomoci atomové absorpcni

spektrometrie (AAS) technikou s plamenoioniza¢nim vybavenim s vysoce citlivym
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monochromatorem Echelle double (spektralni Sitka pasma od 2 pm do 200 nm) a
zdrojem kontinualniho zareni (xenonova vybojka). Absorpcni linie pouzita pro tyto
analyzy byla 328,068 nm. Kalibracni standardy byly pfipraveny pomoci AgNOs;
(Sigma-Aldrich, 99,8%). NP TiO; nebylo mozné zméfit metodou AAS v dusledku
nedostateéného odstranéni NP z povrchu bunék (Horakova et al., 2014; Tomankova et
al., 2015).

6.8. MTT test Zivotnosti

Cytotoxicky uc¢inek a IC50 byly stanoveny za pouziti MTT testu. Bunky byly
inkubovany s NP nebo Ag® v termoboxu 24 hodin. DMEM bylo nahrazeno za 50 ul 20
mmol/l MTT (rozpusténého v PBS) a buriky byly inkubovany dalsi 3 hodiny pfi teploté
37°C a 5% CO,. Roztok MTT byl opatrné odstranén a bylo pfidano 100 pl
dimethylsulfoxidu za ucelem rozpusténi formazanovych krystali. Absorbance byla
méfena mikrodestiCkovym readrem Synergy HT pii 570 nm a 690 nm. Data byla
zpracovana s pouzitim softwaru Phototox 2.0 (Jiravova et al., 2016; Tomankova et al.,
2015).

6.9. Méreni produkce reaktivnich kyslikovych radikala (ROS)

Bezprostiedné po piidani NP nebo Ag” byla monitorovana kinetika tvorby ROS po
dobu 1 hodiny za pouziti CM-H;DCFDA fluorescen¢ni sondy a mikrodestickového
readru Synergy HT. Doba inkubace s CM-H,DCFDA (5 pumol/l) sondou (rozpusténé v
DMSO) byla 30 min (Jiravova et al., 2016; Tomankova et al., 2015).

6.10. Kometova analyza

Sest hodin po piidani NP nebo Ag” byla pouzita k detekci poskozeni DNA kometova
analyza. Mikroskopicka sklicka byla nejprve pifedem potazena 1% HMP agard6zou
rozpu$ténou v destilované vod¢ a vysuSena pii teploté 60°C po dobu 30 minut. Na
vysusena sklicka bylo naneseno 85 pul 1% HMP agardzy rozpusténé v PBS. lhned byla
pokryta krycim sklickem a umisténa do lednice. Builky byly trypsinizovany a
trypsinizace byla zastavena rastovym médiem DMEM obsahujicim 10% FBS.

Izolované buiky byly centrifugovany 4 minuty pii 1500 rpm. 85 ul 1% LMP agarozy
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bylo ptiddno k 25 pl bunééného peletu a 85 pl této rozsuspendovaneé smési bylo po
odstranéni kryciho sklicka pfidano na mikroskopicka sklicka s agarézovym gelem.
Ihned byla pokryta krycim sklickem. Po ztuhnuti (15 minut, 4°C) byla kryci skli¢ka
opét odstranéna a ponoiena do lyzaéniho pufru (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA 10 mM
Tris, 1% Triton X-100, pH = 10) po dobu 1 hodiny, pfi 4°C. Poté byla umisténa do
elektroforetické nadrze a ponotfena do chladného elektroforetického roztoku (300 mM
NaOH, 1 mM EDTA) po dobu 40 minut. Elektroforéza probihala p#i 0,8 V/cm a 380
mA po dobu 20 minut. Po neutralizaci v pufru (0,4 M Tris, pH = 7,5) byly vzorky
inkubovany s fluorescencni sondou SYBR Green po dobu 15 minut a nasledné
vyhodnocovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu s CCD kamerou a programu SW
Comet Score. Bylo analyzovdno nahodné vybranych 50 bunék z kazdého vzorku
(Toménkova et al., 2011).

6.11. Detekce apoptdzy a nekrozy

Mg¢fteni bylo provadéno pomoci Annexin V-Cy3 kitu. Buiiky byly inkubovény pii
37°C a 5% CO, po dobu 24 hodin v &erstvém DMEM spole¢né s NP nebo Ag®. Pred
zahajenim méfeni bylo DMEM nahrazeno 50 pl vazebného pufru, ktery obsahoval 5
mM glukozu. K pufru byl pfidan 1 pl 50 mM 6-CFDA a 1 pl annexinu (100 pg/1). Po
inkubaci (10 minut, 37°C a 5% CO,) byl detekovan fluorescen¢ni signal pomoci
fluorescenéniho mikroskopu Olympus 1X81 s DSU jednotkou, manualné vyhodnocen a
stanoven jako procento kontrolnich bun€k (100 x pramér métené skupiny / pramér

kontrolni skupiny) (Jiravova et al., 2016; Tomankova et al., 2015).

6.12. Statisticka analyza

Vysledky byly zpracovany pomoci softwaru SPSS v. 15 a 22(SPSS Inc. Chicago,
USA). Uvadéné udaje pochazeji ze tif nezavislych pokusti. ANOVA a post hoc Dunnet
testy byly pouzity pro srovnani jednotlivych koncentraci s kontrolou. Test rovnosti
regresnich koeficientli, zalozeny na porovnani 95% CI (intervalu spolehlivosti) pro
regresni koeficienty, byl pouZit k popisu kinetiky produkce ROS. Vysledky kometoveé
analyzy byly porovnany pomoci testu Mann-Whitney U s korekci Bonferroniho pro
vicenasobné srovnani. K analyze vysledkl apoptozy a nekrdzy byl pouzit Chi-square

test s korekci Bonferroniho. Vysledky pro kazdy méfeny vzorek v riznych
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koncentracich byly porovnany s piislusnou kontrolou a s ostatnimi vzorky métenymi v
buné¢né linii. VSechny statistické analyzy byly provedeny na Grovni signifikance, kterd

se rovna 0,05 (Jiravova et al., 2016; Tomankova et al., 2015).

7. Vysledky

7.1. Charakterizace NP (AFM zobrazeni)

Pomoci mikroskopie atomarnich sil byla zaznamenana morfologie povrchu NP 7
komer¢nich vzorku (5 NP Ag a 2 TiO;) a NP Ag vyrobenych na Katedie fyzikalni
chemie UP. Z vysledku je patrné, ze zatimco malé NP zaujimaji tvar koule, velké
shluky NP netvofii piesné geometrické tvary (obr. 21 — 24).

Piestoze mohly byt vzorky NP ovlivnény procesem starnuti nebo degradaci v
dusledku osvétleni, je z vysledkt AFM patrné, Zze nebyly respektovany deklarované
velikosti komerénich NP (obr. 25). U vzorku TiO; byl vyrobcem deklarovan pramér 28
nm, zatimco median naméfeného vysSkového praméru NP byl 20,7 nm. Pro vzorek
Nanorutil byl deklarovan primér 128 nm, avSak median naméfeného vyskového
pruméru byl 22,8 nm (obr. 21 a 25).

V piipadé komer¢nich vzorki KC Rulc 14 a KC Rulc 20 nebyl vyrobcem deklarovan
praumér NP. Nicmén¢ bylo predpokladano, Ze tyto vzorky maji stejnou velikost ¢astic a
1isi se pouze koncentraci Ag. Nase vysledky vsak tento ptedpoklad nepotvrdily. Median
vySkového priméru NP KC Rulc 14 byl 10,2 nm, zatimco u vzorku KC Rulc 20 dosahl
vice nez dvojnasobné hodnoty, tj. 24,4 nm. Komer¢ni vzorek Vintr byl dodéan také bez
specifikace velikosti. Pomoci AFM byl naméfen median vy$kového praiméru NP 10 nm
(obr. 22 a 25).

U komer€nich vzorkii S9 a S29 vyrobce téZ neuvedl velikost NP. Tyto vzorky mély
stejnou koncentraci, rozdil byl pouze v mezikroku pfi ptipravé, ktery zahrnoval odlisné
zpusoby michani. Z naSeho méteni vyplyva, Ze tento mezikrok mél vyrazny vliv na
velikost NP. U vzorku S9 byl median vyskového praméru NP 30,6 nm a u vzorku S29
20,4 nm (obr. 23 a 25).
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Obr. 21 AFM zobrazeni 2 komerc¢nich vzorki NP TiO, (TiO,, Nanorutil) - 2D
zobrazeni (A - vyskovy profil, B - peak force error) a 3D zobrazeni (C). Skenovaci
rychlost 0,3 Hz, rozliseni 256 pixelt. Obrazky byly zpracovany v programu Gwydion
2.40.
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Obr. 22 AFM zobrazeni 3 komerénich vzorkii NP Ag (KC Rulc 14, KC Rulc 20 a
Vintr) - 2D zobrazeni (A - vyskovy profil, B - peak force error) a 3D zobrazeni (C).
Skenovaci rychlost 0,3 Hz, rozliseni 256 pixela. Obrazky byly zpracovany v programu

Gwydion 2.40.
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Obr. 23 AFM zobrazeni 2 komer¢nich vzorki NP Ag (S9 a S29) - 2D zobrazeni (A -
vyskovy profil, B - peak force error) a 3D zobrazeni (C). Skenovaci rychlost 0,3 Hz,
rozliSeni 256 pixelt. Obrazky byly zpracovany v programu Gwydion 2.40.
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Obr. 24 AFM zobrazeni synt. NP Ag - 2D zobrazeni (A - vyskovy profil, B - peak force
error) a 3D zobrazeni (C). Skenovaci rychlost 0,3 Hz, rozliseni 256 pixeld. Obrazky

byly zpracovany v programu Gwydion 2.40.
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Obr. 25 Vertikalni rozmér nanocastic - vzorek 1 (TiOy), vzorek 2 (Nanorutil), vzorek 3
(KC Rulc 14), vzorek 4 (KC Rulc 20), vzorek 5 (Vintr), vzorek 6 (S9), vzorek 7 (S29).
Vysledky byly zpracovany v programu Nanoscope Analysis (Bruker).

7.2. Detekce velikosti komerénich NP (DLS)

Kuréeni velkosti NP bylo pouzito méteni DLS, jehoz vysledky jsou shrnuty v
tabulce 1. Prvni dva vzorky obsahujici NP TiO, (TiO,, Nanorutil) byly dodany s
vyrobnim specifikaénim listem, ktery obsahoval i informace o praméru NP. Bylo
deklarovano, ze prvni vzorek (TiO;) o koncentraci 8 g/l obsahuje ¢astice s primérem 28
nm. Z méfeni DLS vyplyva, ze vzorek zjevné prosel n&jakym procesem starnuti. V
maodu, kdy jsou ¢astice srovnavany podle jejich poétu ve vzorku, hlavni frakce obsahuje
Castice s 44,6 nm v priméru. Nicmén¢ dle intenzity rozptylu bylo zjisténo, Ze je zde
také frakce agregovanych objektll v mikrometrové oblasti, a to do 1730 nm v priaméru.
U druhého vzorku (Nanorutil) byla deklarovana relativné vysoka koncentrace 16,4 g/l a
velikost castic 128 nm. Zajimavé je, ze i kdyz byla koncentrace dvojnasobna, nebyly
detekovany pomoci DLS zadné velké agregaty na rozdil od vzorku TiO,. To muze byt
zpusobeno tim, ze vzorek Nanorutil byl stabilizovan pomoci SiO2/Al;03. Nicméné
deklarovany pramér nebyl potvrzen. Byl naméfen primér 410,7 nm s nejintenzivnéjSim
vrcholem (mod dle poctu) 227,7 nm (tab. 1).

U vzorkt obsahujici stiibro bohuZzel informace o velikosti NP nebyly dodany. Méteni
DLS prvniho vzorku (KC Rulc14) prokazalo ptitomnost ¢astic ve dvou frakcich — jednu

v mikrometrech (1793 nm, 80%) a jednu v subnanometrovém métitku (0,75 nm, 20%).
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Vzhledem k pfitomnosti témét 2 pm Castic je primérna hodnota velikosti NP take
pomérné vysoka, tj. 986,1 nm. V ptipad¢ druhého vzorku z firmy KC Rulc (KC Rulc
20) je primérna hodnota mnohem mensi, tj. 106 nm, s pfitomnosti 162,5 nm ¢astic
(91,4%), 19,4 nm castic (4,8%) a 4 pum castic (3,8%). Ackoli tento vzorek byl
pohledu disperzni stability, vysledky DLS ukazuji opak. Pfi¢inou je mozna mnohem
delsi doba starnuti (KC Rulc 14 byl vyroben 10/12/2009, zatimco KC Rulc 20
02/15/2013). Obecné jsou NP Ag povazovany za hydrofobni, a pravdépodobné proto se
oddé€luji od vodného média a sedimentuji. Ztohoto divodu casové a skladovaci
podminky (teplota a svétlo) mohou siln¢ ovlivnit jejich chovani. Vyrobce neposkytl
informace o velikosti NP ani u posledniho vzorku NP Ag od firmy Lakshmi Narayan
(Vintr) o nejvyssi koncentraci stiibra (40 mg/l). Méfenim DLS bylo zjisténo, Ze
prumérna hodnota velikosti NP tohoto vzorku je 131,5 nm a hlavni frakce je tvofena

¢asticemi s prumérem 48,4 nm (tab. 1).

Tabulka 1 Vysledky méfeni DLS (velikost a distribuce NP).

mod intenzity moéd poctu

vzorek Z PDI 1. pik 2. pik 3. pik pik
primer [nm] [%] [m] [%] [nm] [%] | [nm]  [%]
TiO, 251,4 1,000 | 1730 | 76,1 | 51,6 23,9 - - 44 6 100
Nanorutil 410,7 0,247 15525 | 100 - - 2277 100

KC Rulc14 986,1 | 0,624 | 1793 | 80,1 | 0,8 19,9 - - 0,7 100
KC Rulc20 106,0 | 0,403 | 1625 914 | 193 | 48 | 4167 | 3,8 13,6 100
Vintr 1315 | 0,248 | 187,2 | 100 - - - - 48,4 100

7.3. Detekce velikosti syntetizovanych NP (DLS, TEM, UV-Vis)

NP Ag (synt. NP Ag) byly vyrobené modifikovanym Tollensovym procesem
zahrnujicim redukci komplexniho kationtu [Ag (NHas),]". Diky této metodé byly
ptipraveny NP Ag s definovanou velikosti 27 nm s velmi Gzkou distribuci velikosti, coz
je patrné z vysledki méteni DLS. Tyto vysledky byly také potvrzeny zobrazenim synt.
NP Ag transmisnim elektronovym mikroskopem. Déale byl zaznamenan typicky
absorpéni pik pfi vinové délce 409 nm prokazujici piitomnost malych st¥ibrnych NP
(obr. 26).
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Obr. 26 Charakterizace synt. NP Ag — TEM zobrazeni, spektrum UV/Vis, vysledky
DLS (velikost a distribuce).
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7.4. Penetrace NP do bunék (Ramanova spektroskopie)

Ramanovo zobrazeni distribuce NP v bunééném prostiedi je zalozeno na detekci
specifickych vibraci NP. Ramanova spektra zkoumanych NP vykazuji specificke rysy,
Které jsou podstatné odlisné od vibraci biomolekul (obr. 27).

V Ramanové spektru NP TiO; bylo nalezeno nékolik viditelnych vibra¢nich pasu.
Pro detekci NP v bunééném prostiedi byly pouzity jejich nejintenzivnéjsi vibrace.
Univariaéni Ramanovo zobrazeni NP TiO, bylo tvofeno vibracemi o frekvenci 150 cm™
(TiOy) a 455 cm™ (Nanorutil). Vibragni pas s maximem 2895 cm™ nemohl byt pouzit
pro vizualizaci NP TiO; v bunétném prostiedi, protoze tato vibrace interferovala s
vibraé¢ni frekvenci C-H oblasti pouzivané pro vizualizaci bun¢k (obr. 27).

Ramanova spektra v§ech métenych NP Ag obsahovala viditelny Siroky pas v oblasti
1250 a 1650 cm™ s maximy 1360 a 1585 cm™. Navzdory skutetnosti, Ze tento vibraéni
pas lezi v rozmezi biomolekuldrnich vibraci, vizualizace NP Ag mohla byt realizovana
diky mnohem vyssi intenzité Ramanova rozptylu NP Ag ve srovnani s Ramanovym
signalem buiiky. Pro znazornéni rozlozeni NP Ag Vv bunééném prostiedi byla tedy
k rekonstrukci univaria¢niho zobrazeni pouzita frekvence 1585 cm™ (obr. 27).

U vsech studovanych NP byla zaznamenéana intracelularni penetrace. V bunééné
cytoplasmé dochazelo ke tvorbé agregatt. Vibrace C-H vazby byly nejintenzivnéjsi
v oblasti vyskytu NP. Piedpokladame, ze NP byly do cytoplasmy transportovany
pomoci vezikularniho transportu (obr. 28-30). V piipadé synt. NP Ag byl zaznamenan
rozdil v intracelularni akumulaci NP v zavislosti na typu buné¢né linie. U bunééné linie
NIH 3T3 byly detekovany synt. NP Ag pfedevs§im v jadie bunck, zatimco u bunécéné
linie SVK 14 spiSe v cytoplazmé (obr. 30).
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Obr. 27 Ramanovo spektrum kontrolnich bunék SVK 14 a Ramanova spektra NP TiO,
(TiO,, Nanorutil) a NP Ag.
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Obr. 28 Ramanovo zobrazeni komerénich NP TiO, (vzorek TiO,, Nanorutil) a NP Ag
(vzorek KC Rulc 14, KC Rulc 20 a Vintr) v buiikich buné¢né linie SVK 14: a - snimky
jasného zorného pole (bright field) bun¢k SVK-14, b - Ramanovo univaria¢ni zobrazeni
bundk tvotené C-H vibracemi o frekvenci 2935 cm™, ¢ - Ramanovo univaria&ni
zobrazeni NP tvofené vibracemi 0 frekvenci 150 cm™ (TiO,), 455 cm™ (Nanorutil) a
1585 cm™ (NP Ag), d - kombinace zobrazeni b a c.



S9 S29

Obr. 29 Ramanovo zobrazeni komerénich NP Ag (vzorek S9 a S29) v burikach bunééné

linie BJ: a - Ramanovo univariaéni zobrazeni bungk tvoiené C-H vibracemi o frekvenci
2935 cm™, b - Ramanovo univariaéni zobrazeni NP Ag o frekvenci 1585 cm™, ¢ -

kombinace zobrazeni a a b.

NIH 3T3 SVK 14

Obr. 30 Ramanovo zobrazeni synt. NP Ag Vv bunikach bunénych linii NIH 3T3 a

SVK 14: a - Ramanovo univaria¢ni zobrazeni bunék tvofené C-H vibracemi o frekvenci
2935 cm™, b - Ramanovo univariatni zobrazeni NP Ag o frekvenci 1585 cm™, ¢ -

kombinace zobrazeni a a b.
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7.5. Kvantitativni analyza penetrace NP (AAS)

Koncentrace komerénich vzorki NP Ag (KC Rulc 14, KC Rulc 20, Vintr) v disperzi
byla méfena metodou AAS. Deklarované hodnoty, naméfené hodnoty +£ SD a rozdily
naméfenych a deklarovanych idajli jsou shrnuty v tabulce 2A. Deklarované a namétené
koncentrace NP Ag byly v dobré korelaci u vzorkii KC Rulc 14 a KC Rulc 20, zatimco
vzorek Vintr vykazoval vyznamny rozdil. Témét 72% rozdil zna¢né pievySoval moznou
chybu méfeni, proto byla koncentrace deklarovana vyrobcem povazovéna za zcela
nesprdvnou. Nasledné byla méfena koncentrace NP Ag, kterd pronikla do bunék a
zbytkova koncentrace v médiu (tabulka 2B). V ptipadé vzorka KC Rulc 14 a KC Rulc
20 byly pro naSe dalsi vypocty pouzity koncentrace NP Ag poskytované vyrobcem. V
ptipadé vzorku Vintr byla pouZzita namétena data (11,2 mg/l). Ukdzalo se, Ze mnoZzstvi
NP Ag, které vstoupilo do bunék, bylo mezi 4,38 a 7,86 %. U vzorka NP TiO; nebylo
mozné rozli$it penetraci do bunék pomoci AAS, protoze NP TiO, nemohly byt

dostatec¢né¢ odstranény z bunééného povrchu bez poskozeni bunék.

Tabulka 2A Srovnani deklarovanych a skute¢né naméfenych koncentraci komer¢nich

vzorkd NP Ag (KC Rulc 14, KC Rulc 20 a Vintr) pomoci AAS.

. v« rozdil mezi
deklarovana konc. mérena konc.
vzorek [mg/l] [mg/l + SD] deklarovanou a
g gt = méienou konc. [%6]
KC Rulc 14 14 13,4+1.2 -4,3
KC Rulc 20 20 204+23 2,2
Vintr 40 11,2+3.1 -71,9

Tabulka 2B Kvantitativni analyza penetrace NP Ag - procentualni zastoupeni
komerénich NP Ag (KC Rulc 14, KC Rulc 20 a Vintr) v buiikach buné¢né linie SVK
14 a médiu mé&iené AAS.

vzorek v buiikach [%0] v médiu [%] ztrata [%0]
KC Rulc 14 7,86 57,7 34,44
KC Rulc 20 5,79 66,44 21,77
Vintr 4,38 78,75 16,87
kontrola - - -
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7.6. MTT test Zivotnosti

Vysledky MTT testu Zivotnosti bun€k bunéénych linii SVK 14, NIH 3T3 a BJ jsou
shrnuty v tabulce 3. 1C50 pro NP TiO,, Ag a Ag® byly stanoveny v mg/l. Hodnoty 1C50
pro buné¢nou linii SVK 14 se pohybovaly v rozmezi od 2,1 mg/l (KC Rulc 20) do
1744,1 mg/l (TiO,), pro buné&nou linii NTH 3T3 v rozmezi od 1,3 mg/l (KC Rulc 20) do
3234,4 mg/l (TiOy), pro bunéénou linii BJ v rozmezi od 2,2 mg/l (KC Rulc 20) do
5659,8 mg/l (TiO,). Ztéchto hodnot vyplyva, ze NP Ag maji vysSi cytotoxicky
potencial nez NP TiO,. Je zajimavé, Ze bunééna linie SVK 14 je nejcitlivéjsi na NP

TiO; a bunééna linie NIH 3T3 je nejcitlivéjsi na NP Ag a Ag”.

Tabulka 3 Hodnoty IC50 NP TiO,, NP Ag a Ag™ (mg/l).

vzorek SVK 14 [mg/l] NIH 3T3 [mg/l]
TiO; 17441 32344
Nanorutil 508,6 1571,2
KC Rulc 14 2,7 19
KC Rulc 20 2,1 1,3
Vintr 2,2 14
Synt. NP Ag 60,1 50,7
Ag* 3,6 2,5
vzorek BJ [mg/l]
TiO, 5659,8
Nanorutil 2596,6
KC Rulc 14 2,53
KC Rulc 20 2,2
Vintr 2,3
S9 4,8
S29 4.4

7.7. Méreni produkce reaktivnich kyslikovych radikala (ROS)

Produkce ROS byla méfena pomoci fluorescen¢ni sondy CM-H,DCFDA (detekce
peroxidového radikalu, hydroxylového radikalu, kyseliny chlorné a peroxylového
radikalu).

Vysledky kinetické produkce ROS dokazuji vyznamny vliv komerénich NP (vzorek
TiO,, Nanorutil, KC Rulc 14, KC Rulc 20, Vintr - koncentrace IC50) ve vsech
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buné&énych liniich, vzorku S9, S29 (koncentrace IC50 a IC75) u bun&éné linie BJ, Ag”
(koncentrace 1C25, I1C50, IC75) u bunééné linie SVK 14 a NIH 3T3, synt. NP Ag
(koncentrace IC75) u bunécné linie SVK 14 a synt. NP Ag (koncentrace IC50, IC75) u
bunééné linie NIH 3T3 ve srovnani s odpovidajicimi kontrolnimi skupinami
(obr. 31-35). K nejrychlejsi produkci ROS dochazelo u bunééné linie NIH 3T3. Pii
porovnani vlivu NP TiO, a NP Ag na kinetiku produkce ROS mutizeme konstatovat, ze
NP TiO, maji vyssi aCinek, a tudiz predstavuji vyS$i potencialni nebezpeci tkanové
oxidace (obr. 31 a 32). Pti srovnani Ag" a synt. NP Ag na produkci ROS jsme
zaznamenali vyznamngjsi vliv Ag’, a to zejména u bun&ené linie NIH 3T3 (obr. 33 a
34). Vysledky Kkinetické produkce ROS naznacuji, ze ucinek volnych radikalt

neptredstavuje V ptipadé NP Ag hlavni mechanismus vedouci ke smrti buiiky.
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Obr. 31 Kineticka produkce ROS v buné&¢nych liniich SVK 14, NIH 3T3 a BJ vyvolana
komerénimi NP TiO, a NP Ag o koncentraci IC50. Linearni regresni koeficient ROS
vyjadiuje mnozstvi ROS produkované kazdou minutu. Pozitivni signifikance v

porovnani s kontrolou je znacena *.
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Obr. 32 Kineticka produkce ROS v buné¢nych liniich SVK 14, NIH 3T3 a BJ vyvolana
komerénimi NP TiO, a NP Ag o koncentraci 1C50. Grafy znazoriuji linearni trend
produkce ROS.
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Obr. 33 Kineticka produkce ROS v buné&nych liniich SVK 14 a NIH 3T3 vyvolana
synt. NP Ag a Ag* o koncentraci 1C25, IC50 a IC75. Linearni regresni koeficient ROS
vyjadiuje mnozstvi ROS produkované kazdou minutu. Pozitivni signifikance v

porovnani s kontrolou je znacena *.
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Obr. 34 Kineticka produkce ROS v bunéénych liniich SVK 14 a NIH 3T3 vyvolana
synt. NP Ag a Ag” o koncentraci IC50. Grafy znizoriuji linearni trend produkce ROS.
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Obr. 35 Kineticka produkce ROS v bunécné linii BJ vyvolana komer¢nimi NP Ag
(vzorek S9 a S29) o koncentraci 1C25, 1C50 a IC75 (A) a IC50 (B). Linearni regresni
koeficient ROS vyjadiuje mnozstvi ROS produkované kazdou minutu. Pozitivni
signifikance v porovnani s kontrolou je znacena *. Graf B znazoriuje linearni trend
produkce ROS.
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7.8. Kometova analyza

K vyhodnoceni poSkozeni DNA po aplikaci NP byla pouzita kometova analyza.
Rozsah poskozeni DNA je pfimo umérny fragmentaci DNA smérem z hlavy k ocasu
komety (obr. 36-38).

Témet vSechny vzorky NP zptsobily zna¢né poskozeni DNA. Nejvyssi fragmentace
DNA byla zaznamenana po aplikaci NP TiO, pfedevS§im u buné&tné linie NIH 3T3.
Vzorky NP TiO; vykazovaly také nejvyssi trend produkce ROS, a tak zde ziejmé
poskozeni ROS hraje dilezitou roli. Nicméné v ptipadé NP Ag vysledky poskozeni
DNA nekoresponduji s produkci ROS. Pii porovnani vlivu Ag" a synt. NP Ag na
poskozeni DNA byl zaznamendn vyrazngjs$i ucinek synt. NP Ag, zejména u bunécné
linie NIH 3T3, coZ také neodpovidad vysledkiim kinetické produkce ROS. Jak jiz bylo
zminéno, domnivame se, ze u¢inek ROS neni hlavnim mechanismem poskozeni bunék
v ptipadé vzorktit NP Ag. Tyto vysledky nas také vedou k hypotéze, ze uvolnéni Ag”

Z NP Ag neni jedinym mechanismem poskozeni DNA.
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Obr. 36 Fragmentace DNA stanovena kometovou analyzou v bunéénych liniich
SVK 14, NIH 3T3 a BJ po aplikaci komerénich NP TiO; a NP Ag o koncentracich
IC50. Pozitivni signifikance v porovnani s kontrolou je znacena *.
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Obr. 37 Fragmentace DNA stanovena kometovou analyzou v bunéénych liniich SVK 14
a NIH 3T3 po aplikaci synt. NP Ag a Ag™ o koncentraci 1C25, IC50 a IC75. Pozitivni

signifikance v porovnani s kontrolou je znacena *.
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Obr. 38 Fragmentace DNA stanovena kometovou analyzou v bunééné linii BJ po
aplikaci komer¢nich NP Ag o koncentraci IC25, IC50 a IC75. Pozitivni signifikance v

porovnani s kontrolou je znacena *.
7.9. Detekce apoptdzy a nekrozy

K vyhodnoceni apoptdézy byly bunky barveny 6-CFDA, annexinem a pak
vyhodnoceny fluorescenénim svételnym mikroskopem. Zivotaschopné buiiky byly
identifikovany jako zelené, nekrotické bunky cervené a po slouceni zelenych a
¢ervenych signald byly buiiky oznaceny za apoptotickeé.

Aplikace NP o koncentraci IC50 zvysila procento apoptotickych bunék ve srovnani s
kontrolou u vSech bunéénych linii (kromé vzorku Nanorutil, linie SVK 14) (obr. 39 a
40). Nicmén¢ Cervena autoflourescence TiO, NP (zejména u vzorku Nanorutil) zhorSila
identifikaci ¢ervené obarvenych bunék. Tato skutecnost mohla vést k falesné pozitivnim
vysledkiim nekrozy. Nejvys$si mira apoptozy byla zaznamenana po aplikaci vzorku TiO,
na bunéénou linii NIH 3T3. Pii porovnani vlivu Ag" a synt. NP Ag na apoptozu u
bunééné linie NIH 3T3 byl detekovan vyrazné&jsi ucinek synt. NP Ag. Tyto vysledky

tedy koresponduji s vysledky kometové analyzy.
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Obr. 39 Pocet apoptotickych a nekrotickych bunék v bunéénych liniich SVK 14, NIH
3T3 a BJ po aplikaci komerc¢nich NP TiO, a NP Ag o koncentracich 1C50. Pozitivni

signifikance v porovnani s kontrolou je znacena *.
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Obr. 40 Pocet apoptotickych a nekrotickych bunék v bunétnych liniich SVK 14 a
NIH 3T3 po aplikaci synt. NP Ag a Ag" o koncentraci IC25, IC50 a IC75. Pozitivni

signifikance v porovnani s kontrolou je znacena *.
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8. Diskuze

NP Ag a NP TiO; jsou obecné nejéastéji aplikovanymi nanomaterialy, a to nejen pro
své jedine¢né vlastnosti, ale také pro jejich relativné jednoduchou vyrobu a nizké
urcenych ke kazdodennimu pouziti, véetné vyrobkl pro déti. Je tedy dulezité studovat
jejich potencialni rizika. Mechanismus toxicity NP totiz neni zatim zcela objasnén
(Cleveland et al., 2012; Marambio-Jones et Hoek; 2010; Prabhu et Poulose, 2012; Shi et
al., 2013; Toménkova et al., 2015; Vecetova, 2016; Wang et al., 2007; Wolf et al.,
2003; Zhang et al., 2016). V ramci této disertaéni prace byly shrnuty vysledky studia
komerénich NP TiO,, komerénich NP Ag a NP Ag syntetizovanych na Katedfe
fyzikalni chemie UP v Olomouci.

Parametry komerénich NP TiO, a NP Ag deklarované vyrobcem byly nejprve
ovéfeny pomoci chemicko-fyzikalnich metod (AFM, DLS, AAS). Piestoze mohly byt
vzorky NP ovlivnény procesem starnuti nebo degradaci v dusledku osvétleni, je
zvysledki AFM a DLS patrné, Ze nebyly respektovany deklarované velikosti
komerénich NP. Nicmén¢ u vzorku Nanorutil byl zaznamenan vliv stabilizace, protoze
nebyly pomoci DLS detekovany zadné velké agregaty na rozdil od vzorku TiO,,
pfestoze byla jeho koncentrace dvojndsobnd. U ostatnich komer¢nich vzorkil nebyla
provedena zadna stabilizace. Vyznam skladovacich podminek NP a jejich stabilizace
byl prezentovan napiiklad také ve studii Pinto et al. (2010). NP Ag o velikosti 5 nm
skladované v temnu pii niz$i teploté vykazovaly mensi zmény morfologie NP a nizsi
sklon kagregaci. Podobny trend niz8i agregace byl zaznamenan pii pouziti
stabilizovanych NP Ag citratem (Pinto et al., 2010).

Z méteni koncentrace komercnich NP Ag pomoci AAS vyplyva, Ze deklarované
hodnoty byly v dobré korelaci, pouze vzorek Vintr vykazoval vyznamny rozdil. Znalost
spravné koncentrace, velikosti, tvaru, povrchu, stupné agregace, ndboje a reaktivity NP
je zasadni pfi hodnoceni jejich bunééné penetrace a moznych toxickych téinka (LOpez-
Heras et al., 2014).

K praniku malych NP do bun¢k mize dochazet nespecifickou pasivni cestou. Shluky
NP mohou byt fagocytovany nebo piijaty prostfednictvim makropinocytozy a dalSich
endocytickych mechanismt (Wang et al., 2015). V ramci této prace byla pomoci
Ramanovy spektroskopie potvrzena intracelularni penetrace vSech studovanych NP.

Kinetika absorpce a intracelularni lokalizace NP z&visi nejen na z&kladni charakteristice
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NP, ale také na typu bunééné linie (Asharani et al., 2009b, Bartlomiejczyk et al., 2013).
V ptipadé synt. NP Ag (27 nm) mizeme pozorovat rozdil v intracelularni akumulaci
NP. U bunécné linie NIH 3T3 byly detekovany synt. NP Ag predevSim v jadie bunck,
zatimco u bunééné linie SVK 14 spise v cytoplazmé.

Greulich et al., (2011) zaznamenali aglomeraci NP Ag (80 nm) uvnit perinuklearni
oblasti lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék. Vzhledem Kk intracelularni
aglomeraci bylo tedy nepravdépodobné, Ze ¢astice budou transportovany do bunééného
jadra, Golgiho komplexu nebo endoplazmatického retikula. Naopak ve studii
Hackenberg et al., (2011) byly NP Ag (46 nm) detekovany v cytoplazmé i v jadie
mezenchymalnich kmenovych bunék. Ve studii Mahmood et al., (2010) byly NP Ag (23
nm) detekovany cytoplazmé mysich osteocyt, zase zejména v perinuklearni oblasti,
nikoliv vSak v samotném jadie. Oproti tomu Asharani et al., (2009b) prokazali
ptitomnost NP Ag (6 a 20 nm) uvniti mitochondrii a jadra bun¢k lidskych plicnich
fibroblasti a lidského glioblastomu, coz muize vést k piimému poskozeni DNA.
Transport NP do jadra nemusi byt tedy ovlivnén pouze jejich velikosti.

Obecné savéi bunky interaguji s NP podobnym zptisobem. Jejich toxicita je Casto
spojovana s indukci oxida¢niho stresu (Barttomiejczyk et al., 2013). Rust ROS po
aplikaci NP byl prokazan v fadé¢ studii (Asharani et al., 2009a; Braydich-Stolle et al.,
2010, Carlson et al., 2008; Miura et Shinohara, 2009; Vr¢ek et al., 2014). VSechny nami
studované NP mély také vyznamny vliv na tvorbu ROS u vSech bunéénych linii.
Nejvyssi hladiny ROS byly zaznamenany po aplikaci NP TiO,. Nejvy$si mira
fragmentace DNA a apoptézy byla zaznamenéna po aplikaci vzorku NP TiO; na
bunéénou linii NIH 3T3. Oxida¢ni poSkozeni bunék hraje ziejmé u vzorka NP TiO,
dilezitou roli.

Piima korelace mezi produkci ROS a oxida¢nim poskozenim DNA byla popsana také
ve studii Shukla et al., (2011) po aplikaci NP TiO; na lidské epidermalni buniky. ROS
zde vedly dale Kkperoxidaci lipid, poSkozeni membran, mitochondrii a
nasledné apoptdze (Shukla et al., 2011). Ve studii Periasamy et al., 2015 byl sledovan
vliv NP TiO, extrahovanych z b&zn¢ dostupnych potravinaiskych vyrobkt na lidské
fibroblasty. Po aplikaci NP TiO, na buiiky bylo zaznamenano zvySeni hladiny
intracelularnich ROS, vyS$§i poSkozeni mitochondridlnich membran, zvySeni exprese
cytochromu P450 1A, GSTMS3, glutathion S-transferazy A4 a zmény stadia buné¢ného
cyklu (Periasamy et al., 2015). Tyto vysledky poukazuji také na vyznam oxida¢niho
stresu Vv piipadé toxicity NP TiO,, Vliv oxida¢niho stresu vyvolaného NP TiO, byl
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prokazan i v in vivo studiich (Meena et al., 2015; Shin et al., 2010; Trouiller et al.,
2009). Napiiklad ve studii Meena et al., (2015), kde byly sledovany potencialni aéinky
NP TiO; na reprodukéni systém krys, zpusobil oxidacni stres po aplikaci NP TiO;
cytotoxické a genotoxické zmény spermii (Meena et al., 2015).

Nicmén¢ v ptipadé¢ komercnich NP Ag vysledky poskozeni DNA nekoresponduji s
produkci ROS. Zvysena cytotoxicita, poSkozeni DNA a poskozeni mitochondrii bez
ptitomnosti bunétného oxidacniho stresu byly zaznamenény ve studii Sahu et al.,
(2014) po aplikaci NP Ag na lidské hepatocyty HepG2 a lidské enterocyty Caco2. Po
penctraci NP Ag do eukaryotnich bunék ziejmé dochazi k aktivaci antioxida¢nich
mechanismu, které chrani buiiky pfed moznym oxida¢nim poskozenim (Arora et al.,
2009). V in vivo studii Blanco et al., 2018 byl sledovan vliv peroraln¢ podavanych NP
Ag krysam. V jaternich buiikach byla zaznamenana zvySena aktivita enzymu kalalazy,
superoxid dismutidzy, zvySend hladina proteinii IRS-1, AKT, mTOR, p53, p21 a
kaspazy 3, které se podili na antioxidacni ochrané bunék a zachovani integrity DNA
(Blanco et al., 2018).

Dalsi in vitro studie naznacuji, Zze cytotoxicita NP Ag mé spojitost s intracelularnim
uvoliovanim Ag* z NP Ag. (Kittler et al., 2010; Liu et al., 2010b; George et al., 2012).
Singh a Ramarao (2012) zjistili, Ze k intracelularnimu rozpousténi NP Ag dochazi
dokonce 50krat rychleji nez ve vodé (Singh et Ramarao 2012). Avsak v naSich
vysledcich byl pti porovnani vlivu Ag™ a synt. NP Ag na poskozeni DNA zaznamenan
mnohem vyraznéjsi G€inek synt. NP Ag, zejména u bunétné linie NIH 3T3 v rozporu
svysledky produkce ROS. Tyto vysledky s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi S
akumulaci NP Ag v jadfe bunck NIH 3T3. Je znamo, Ze NP Ag mohou piimo
interagovat s DNA a nasledn¢ zpusobit jeji poSkozeni (McShan et al., 2014). Rahban et
al. (2010) gzjistili, ze interakci NP Ag s dvousroubovici DNA dochazi k tvorbé
komplexu, coz zvySuje jeji teplotu tani. Tento typ vazby miZze zpisobit zménu v
konformaci DNA. Dale mohou NP Ag pusobit jako interkalator, coz vede ke zméné
orientace bazi (Rahban et al., 2010). Toxicita NP Ag tedy souvisi nejen s produkci ROS
a uvoliiovanim Ag’, ale pravdépodobné i s piimou interakci NP s biologickymi
makromolekulami (Bartlomiejczyk et al., 2013).

Ve studii Poon et Burd (2004) byl sledovan cytotoxicky ucinek stiibra na
keratinocytech a fibroblastech. Zdrojem stfibra bylo stfibro uvolnéno z roztoku
dusi¢nanu stfibrného a nanokrystalické stfibro uvolnéné z komerén€ dostupného

obvazu. Po aplikaci stfibra na bunéfné linie byla zaznamenana vys$si citlivost
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fibroblastd oproti keratinocytim (Poon et Burd, 2004). Bylo také prokézéano, ze NP Ag
po penetraci do fibroblastii, zptisobily poskozeni DNA a naslednou apoptoézu (Arora et
al., 2009). Tyto vysledky potvrzuji nasi hypotézu mozného pfimého poskozeni DNA
vlivem NP Ag, a to v souvislosti stypem pouzité bunétné linie. V naSich in vitro
experimentech byly pouzity tii typy bunénych linii (lidské fibroblasty BJ, mysi
fibroblasty NIH 3T3 a lidské keratinocyty SVK 14). Vyss§i cytotoxicky ucinek byl
zaznamenan po aplikaci NP Ag nez po aplikaci NP TiO,. Je zajimavé, ze dle vysledki
testu zivotnosti je bunécéna linie SVK 14 nejcitlivéjsi na NP TiO; a bunécna linie NIH
3T3 je nejcitlivéjsi na NP Ag a Ag”. Vyssi Kineticka produkce ROS (vSechny studované
NP a Ag’), zvysené poskozeni DNA (NP TiO,, synt. NP Ag a Ag") a vyssi pocet
apoptotickych bunék (viechny studované NP a Ag") byly detekovany u fibroblastii.
Z vysledku je patrna souvislost, jak s pouzitou bunéénou linii, tak s typem a vlastnostmi
NP.

Piestoze se NP vyskytuji v komer¢nich vyrobcich v nizké koncentraci, kterd
neohrozuje Zivé organismy akutni toxicitou, objevuje se obava z mozné akumulace v
Zivotnim prostiedi a také zivych organismech, kde by mohlo dojit k toxicité chronické.
Z toho duvodu je dulezité studovat mozné nezadouci ucinky NP a vyvijet nové metody

a postupy k posouzeni jejich toxicity.
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9. Zavér

NP Ag a NP TiO; nachazeji diky svym specifickym vlastnostem Siroké praktické
vyuziti V béZném zivote, proto se postupné stavaji soucasti naseho zivotniho prostiedi.
Mechanismus jejich Géinku na zivé organismy vsak zatim nebyl zcela objasnén, tudiz je
v soucasné dobe¢ jejich potenciondlni toxicita intenzivné studovana.

V ramci této prace byly charakterizovany komeréni vzorky NP Ag a NP TiO,,
piicemz bylo zjisténo, Ze vyrobci nedodrzeli deklarovanou velikost a koncentraci NP.
Déle byla potvrzena penetrace vSech studovanych NP (komerc¢nich NP Ag, NP TiO; a
synt. NP Ag) do bun¢k. U studovanych NP byla zaznamenana mira bunétného
poskozeni Vv zavislosti na pouzité koncentraci. NP Ag vykazovaly vyssi cytotoxické
uc¢inky, u NP TiO, byla detekovana vyssi mira poskozeni DNA. Piestoze je specifikace
NP dulezita k posouzeni jejich toxicity, vyrobce nedodrzel u studovanych komercnich
vzorkd deklarované parametry. Vzhledem Kk Sirokému pouziti NP v produktech
ur¢enych ke kazdodennimu pouziti, véetné vyrobkl pro déti, je velmi dilezité zabyvat
se studiem jejich negativnich G¢inkd. S tim souvisi i vyvoj a aplikace novych metod a
postupti.

Vé&iim, ze tato prace prispéla k hlubsSimu pochopeni interakci NP Ag, NP TiO; a
savéich bun€k. Mimo klasickych metod studia bunééného poskozeni byly ke
kvantitativnimu a kvalitativni vyhodnoceni bunééné penetrace NP a jejich
charakterizaci pouzity moderni mikroskopické a spektroskopické techniky. V budoucnu
je vSak tieba provést také in vivo experimenty vedouci ke komplexnéj$im znalostem
ucinkid NP na biologické systémy.

Préce poukazuje na rizika spojena s potencionalni toxicitou NP pii jejich ¢astém
védeckych praci na tato rizika upozorfije, nejsou vyrobky s NP dostate¢né specifikovany
a jejich produkce stale roste. Diky mozné akumulaci NP jsou ohroZeny nejen zivé

organismy, ale celé zivotni prostiedi.
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