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ABSTRAKT

Nanocastice magnetickych oxidi ZzZeleza maji vlastnosti vhodné pro vyuziti
v biomedicinskych aplikacich a jejich nizké koncentrace nejsou povazovany za cytotoxic-
ké. Pfedmétem prace bylo posoudit toto tvrzeni a zjistit dalsi mozné vlivy nanocastic na
bunécnou linii mysich fibroblastl. Byl posuzovan vliv extraktu nanocastic, ptimy vliv na-

nocastic na buné¢nou kulturu a vliv na buné€nou migraci.

Klicova slova: Nanoc¢astice, magnetit, maghemit, cytotoxicita, buné¢na linie NIH/3T3.

ABSTRACT

Magnetic iron oxide nanoparticles have properties suitable for use in biomedical applicati-
ons. One of them is the low cytotoxicity, mainly in low concentrations. The aim of this
work was to determine not only it’s impact on cytotoxicity but also other possible effect of
nanoparticles on the cell line of mouse fibroblasts. Extract of nanoparticles, influence of
nanoparticles in direct contact with the cells and also the effect on cell migration were

tested.

Keywords: Nanoparticles, magnetite, maghemite, cytotoxicity, cell line NIH/3T3.
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UVOD

Cilem préce je stanovit cytotoxicitu nanocastic magnetickych oxidii Zeleza, ktera je
jednou z mnoha polozek testovanych v rdmci stanoveni biokompatibility. Pro stanoveni
byla vyuzita bunéc¢na linii mySich fibroblastii, coz jsou buniky vazivové tkané. V praci byl

dale posuzovan vliv na bunéénou migraci, ktera je diilezita naptiklad pti hojeni ran.

Nanocastice magnetickych oxidii zelaza jsou diky svym magnetickym vlastnostem,
snadné syntéze a nanorozmérné velikosti vhodnymi kandidaty pro biomedicinské aplikace.
Pro pouziti v takovychto aplikacich je vyzadovdna biokompatibilita materidlu, kterou ro-
zumime schopnost materidlu fungovat v Zivém organismu s poZadovanou reakci v kon-
krétni aplikaci. Konkrétné byl posuzovan vliv magnetitu a maghemitu, které jsou vhodné
pro své uplatnéni v aplikacich, jako jsou nosice 1é¢iv, pti lokdIni hypertermii a také jako

kontrastni latky pro magnetickou resonanci.

Teoreticka Cast prace je zaméfena nejen na mechanismy ucinku nanocastic a kon-
krétni vyuziti v biomedicing, ale i na fyzikalni strukturu, vlastnosti a pfipravu nanocéstic
oxidl Zeleza. V praktické ¢asti prace je ndsledné posuzovan vliv nanocastic magnetickych
oxidl Zeleza na buné¢nou linii. Byl testovan extrakt nanocastic, vliv nanocastic v pfimém
kontaktu s buitkami a vliv na buné¢nou migraci. Vyhodnoceni bylo provedeno MTT tes-
tem, fluorescenénim mikroskopem a mikroskopem s fazovym kontrastem, ktery umoznil

zhodnotit morfologii a vyskyt apoptickych bunck.

Jelikoz jsou nanocastice oxidll zeleza znamy pomérné dlouhou dobu jsou nizké
koncentrace povazovany za necytotoxické, coz bylo dok4zéano i v nasi praci. Piestoze bylo
provedeno mnozstvi testli, jsou nanocastice magnetickych oxidi Zeleza i v soucasnosti

pfedmétem vyzkumu, diky nedavno objevenym interakcim s bunéénymi mikrostrukturami.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NANOMATERIALY

Jako nanomateridly, nebo také nanostrukturni materialy, se oznacuji materidly, jejichz
stavebnimi prvky jsou nanocastice s ptesn¢ definovanymi vlastnostmi a rozméry. Prosto-
rové uspofaddani nanocastic miize tvofit struktury jako vlakna, trubice nebo tenké vrstvy
(Sramek, 2009). Za nanomaterial je povazovan material, ktery ma alespoii jeden rozmér
o velikosti 1-100 nm (Markides, Rotherham a Haj, 2012) a zaroveni miiZe mit jeden rozmér
o n¢kolik fadl vyssi nez nanometrovy. Takové materidly ndm nabizi Siroké spektrum vyu-
ziti. Obvykle jsou vyrobeny z latky, jejiz sloZeni jizZ zname, ale vlastnosti zptisobené nano-
formou jsou pro nds nové a mnohdy lepsi. ,,V nanoformé je dosud k dispozici cca 44 prvkl
periodické tabulky a jejich sloucenin a dalsi stale pribyvaji. V soucasnosti se ale nejcastéji
pouzivaji nanocastice prechodnych kovi (napf. nanostiibro, nanozelezo), kfemiku, uhliku
(uhlikaté nanotrubice, dendrimery) a oxidy kovu (titanu, zinku a ceru)“ (Sovova a Koci,
2012, s. 82). Pocet anorganickych i organickych nanomateriald, které nam umoznuji nové
mechanické, katalytické, elektrické, magnetické, optické a elektronické funkce (Alagarasi,
2011), se stale zvySuje, coz dokazuje kazdorocné rostouci pocet ¢lankl tykajicich se na-
nomaterialti a mediciny publikovanych na Web of science ™. Clanky vydané v roce 2000
tvotily 1 % z celkového poctu téchto ¢lankl. Pocet se znaéné zvysil okolo roku 2006, kdy
¢lanky vydané v tomto roce piedstavovaly 5,5 %. Kazdym rokem ptibude téméf 1 %, coz

poukazuje na to, Ze obor nanotechnologii se neustéale vyviji.

1.1 Historie

Nanomaterialy nejsou ptivodné lidskym vytvorem, nebot’ jsou vytvareny i bez lidské
pomoci. Plivodcem pfirodnich nanomateriali mohou byt napiiklad pozary, vulkanicka
aktivita, eroze a dal$i. Dale mohou nanomateridly vznikat i biologickymi procesy, jako
naptiklad metabolickymi procesy magnetotaktickych bakterii. Ale za produkci nanomate-
riali maze i lidska ¢innost, jako jsou spalovaci procesy v dopravé i energetice, opotiebo-
vani pneumatik atd. (Sovova a Koci, 2012).

Prvni védecka zprava o nanomateridlech pochézi z roku 1857, kdy byly syntetizovany
¢astice koloidniho zlata Michaelem Faradayem (Faraday, 1857). Na pocatku ctyficatych let
19. stoleti byly vyrabény kifemenné nanocastice, které se prodavaly v USA a Némecku
jako nahrada za jemnozrnné saze pro zpevnéni pryze. Nanocastice oxidu kiemicitého maji
vyuziti v mnozstvi kazdodenniho spotfebniho zbozi, jako jsou naptiklad automobilové

pneumatiky nebo optické vlakna (Alagarasi, 2011).
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V 50. a 60. letech 19. stoleti byla vénovana vétsi pozornost vyuziti nanocastic v oblasti
lé¢iv. Prvnim prikopnikem v této oblasti byl profesor Peter Paul Speiser. Jeho vyzkumna
skupina zkoumala polyakrylova 1é€iva pro perordlni podani, poté se zamétila na mikrosko-
pii a na konci 60. let vyvinula prvni nanocastice pro ucely fizené¢ho uvoliiovani léCiv a

vakcin (Prantha et al., 2010).

1.2 Vyuziti nanomateriali

Nanomaterialy maji diky svym specifickym vlastnostem jedinecné vyuziti, ale taktéz
mohou piedstavovat jisté nebezpeci, o kterém se vice zminim v podkapitole Rizika nano-

materialu.

1.2.1 Medicina

Nanomaterialy nachazeji vyuziti v Sirokém spektru biomedicinskych aplikaci jako je
napt. tvorba implantovatelnych senzorit (Wujcik a Monty, 2013), v kinetice 1é¢iv (Li et al.,
2012), regenerativni mediciné (Bressan et al., 2013), 1é¢bé nadorovych onemocnéni, nej-
Castéji prostaty (Sanna a Sechi, 2012) nebo pfi vyrobé desinfekénich roztokl a geli na
rany (Wujcik a Monty, 2013). Nanocastice se také vyuzivaji jako nanoroboti o velikosti
0,5-3 um, kteti slouzi jako podpora imunity, poméhaji pii ateroskler6ze, poskozeni mozku
a v zubnim lékaftstvi slouzi k lokalni anestezii i k opravam skloviny (Kanaparthy a Kana-

parthy, 2011).

1.2.2 Prumysl

Jednim z nejznaméjsich nanomateridlti jsou saze, coz jsou castice amorfniho uhliku
o velikosti 10-500 nm. Saze se zacaly primyslové vyrabét pted vice nez 100 lety a to
nedokonalym spalovanim organickych latek, které jsou bohaté na uhlik. Dnes patii mezi
nejpouzivangj$i nanomaterialy, jejichZ vétSina je spotfebovana v gumarenském primyslu
pro vyrobu technické pryze (VSB-TU Ostrava, © 2007).

Dalsi, vyhradné uhlikatou molekulou, jsou fullereny, které byly objeveny zacatkem
90. let. V molekule je usporadano Sedesat atomu uhliku, které na povrchu tvoti vzor fotba-
lového mice. Fullereny jsou vyuzivany predevsim diky jejich vlastnostem, jako je supra-
vodivost, tvrdost, magnetické ti€inky a Ié¢ivé chovani jejich derivati. V nedavné dobé bylo
zjisténo, ze lze fullereny vyrdbét jako tizké, dlouhé trubicky, které vykazuji vysokou pev-

nost, coz umozinuje pouziti v konstrukénich aplikacich (Kubinek a Stranska, [b. r.]).
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Vyuziti maji i nanoprasky oxidu zirkonicitého (ZrO,) a oxidu titani¢itého (TiO,), které
se pouzivaji pro vyrobu laki s reflexnimi vlastnostmi, skel s optimdlnim ztmavenim, dob-
rym odrazem slunecnich paprskii. Nanocastice oxidu kifemicitého (SiO;) se vyuZzivaji
v brylich, zrcadlech v koupelndch nebo sklech automobilti, kde zabranuji srdZzeni vody

(Kubinek a Stranska, [b. r.]).

V elektronice nachdzeji nanocastice uplatnéni jako soucést fotoclanki, optickych zati-
zeni, vysokokapacitnich médii, ¢idel, detektorti a nanostrukturni povlaky se také nanasi na
nékteré Casti strojil, kde chrani pfed opotfebenim a odérem. Nanorozmérné kovoveé prasky
se pouzivaji pro vyrobu plynotésnych materiali a poréznich vrstev (Kubinek a Stranska,
[b. 1.]).

Mezi vyznamné materialy patfi ty, jez obsahuji Zelezo a to diky svym magnetickym
vlastnostem. Hlavni vyhodou nanorozmérného zeleza ve srovndni s ostatnimi nanomateria-
ly je relativné nizka toxicita a biologické rozlozitelnost. Navic je Zelezo pomérné levné a
roz$ifené. Nanomateridly obsahujici Zelezo mohou byt uzite¢né pii odstranovani mnoha
necistot z pitné vody, véetné virti, bakterii, chloru, dezinfekci a ostatnich chemikalii

(Amyn a Pei-Yoong, 2009).

1.2.3 Rizika nanomateriala

S rozvojem nanotechnologii ptichazi zvySujici se koncentrace nanocastic v zZivotnim
prostfedi. Naptiklad vyskyt uhlikovych trubic, nanocastic na bazi kovii (Fe, Ti, AL, Zn),
nanocastic zlata a sttfibra, nanotextilii, nanoc¢astic vzniklych rozpadem umélych hnojiv,
nanomaterialii vyuzivanych pro dekontaminaci a dalsi. JelikoZ gravitace pisobi na nano-
castice diky jejich velikosti minimaln¢€, vznasi se ve vzduchu déle a nastava riziko inhalace
nanocastic. Mezi vyznamné zdroje nanocastic patii automobilova doprava. Pouzivanim
dieslovych motort, ale i brzdénim, se do ovzdusi dostava elementarni uhlik ve formé sazi,
coz muze zpusobit kardiovaskuldrni, respiracni a dal$i onemocnéni. Dal$imi nanomaterialy
zne€iStujicimi zivotni prostiedi jsou nanoprasky TiO, a ZnO, které se ptidavaji do opalo-
vacich krémii. Po nedostatecném vstfebani a oplachnuti se tyto nanoc¢astice mohou dostat
do vodniho prostiedi. Nanoprasky jsou také pfitomny v natérovych hmotach a jsou slozkou
pigmentt, odkud se mohou po kontaminaci piid a vod dostat do rostlin primyslové vyuzi-
vanych ¢lovékem. OvSem diky nekonvekénimu chovani nanomaterialt je t€zké predpove-

dét vliv na populaci a zivotni prosttedi (Filipova, Kukutschova a Maslan, 2012).
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To, ze nanomateridly nemusi byt jen uzitecné, ale i1 Skodlivé, zjistil naptiklad vy-
zkumny tym Brenta Stephense, ktery se zabyval 3D tiskdrnami pouzivanymi
v domécnostech a kancelafskych prostorach. Stolni 3D tiskdrny neobsahuji odsavaci
a likvidacni zafizeni, a proto nemohou likvidovat kapicky, které vznikaji vstfikovanim
zahtatého termoplastu do formy. Pfi omezeném vétrani se mistnost plni aerosoly a to rych-
losti 20-200 miliard ¢astic za minutu, coz zavisi na zvoleném materidlu, ktery mize byt
kyselina polymlé¢nd nebo akrylonitril-butadien-styren. Ten ale neni biokompatibilni
s nasimi bunikami a ¢astice ani nemusi byt toxické, aby mohly zplsobit oxidaéni stres, za-

néty, infarkt a oslabit imunitni systém (Stephens et al., 2013).
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2 OXIDY ZELEZA

Jednou z vyznamnych a rozvijejicich se oblasti nanotechnologii jsou magnetické
nanomateridly, které jsou Siroce vyuZzivany v mnoha aplikacich. Nejcastéji jsou vyuzivany
pravé oxidy zeleza (iron oxides), které patii mezi nejbéznéjsi oxidy na Zemi. Jsou soucasti
mnoha geologicky a archeologicky vyznamnych pozemskych i mimozemskych vzorkl
(Zboril, Mashlan a Petridis, 2002). Oxidy Zeleza mizeme nalézt ve vSech slozkach global-
niho systému: atmosféte, pedosféte, biosfére, hydrosféte a litosféie a kromé hematitu, jsou

v malé mife pfitomny i v zivych organismech (Cornell a Schwertmann, 2003).

Oxidy zeleza mohou byt ziskdvany jako vétSinou nepouzitelné vedlejsi produkty pti
t87b& nezeleznych kovil. Zelezo je pitomno v rudach Co, Zn, Al, Pb, Mn a Ti a musi byt
odstranéno (jako oxidy Zeleza) béhem zpracovani. Oxidy Zeleza jsou také nezadouci sloz-
kou kaolinu, kde jejich pfitomnost snizuje bélost porcelanu. Oxidy Zeleza zneciSt'uji
dodavky vody a také zptisobuji nevzhledné oranzové skvrny na sténach a chodnicich, které
jsou zpusobeny zalévanim travnikli vodou obsahujici zelezo (Cornell a Schwertmann,

2003).

2.1 Biomedicinské aplikace

Pro biomedicinské aplikace jsou vyznamné pouze dvé formy oxidi Zeleza a to
maghemit a magnetit, které se pouzivaji diky jejich velikosti, magnetickym vlastnostem,
snadné syntéze a biokompatibilité. Nanocastice magnetickych oxidl Zeleza tedy mizeme
pouzit pro rizné biomedicinské aplikace, jako jsou napiiklad genové terapie, znaceni
bunék, magnetické separa¢ni technologie, v€asné odhaleni zanétlivych, nadorovych one-
mocnéni, diabetu a aterosklerdzy a jako nosice 1é¢iv (Mody et al., 2010). Nosi¢e musi byt
dostatecné malé pro prichod kapildrami, mit adekvatni odpovéd na magnetické pole a
moznost nést mnozstvi chemickych latek. Déle by uvoliiovani 1é¢iv mélo byt predvidatel-
né, snadno ovlivnitelné a nemél by byt problém je rozlozit nebo vyloucit z téla (Krishnan,
2010).

Nosice 1éCiv jsou slozeny z magnetického jadra, které umozni presunuti celého systému do
pozadovaného mista za pouziti vnéjsitho magnetického pole. Jadro nosice je pokryto oba-
lem, ktery nese a nasledné uvolni lé¢iva (Reddy et al., 2012). Jako obal se naptiklad pouzi-
va poly(N-isopropylakrylamid) (p-NIPAAM), coz je polymer citlivy na teplotu. Pod teplo-
tou 25-37 °C je hydrofilni, ale nad ni se stava hydrofobni. Tim dochézi k poruseni vazeb a

naslednimu uvolnéni 1é¢iv do okoli. Pokud pokryjeme magnetické nanocastice zeleza
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p-NIPAAM, miZzeme teplotu zvysit napiiklad externé¢ pouzitim sttidavého magnetického
pole a tim uvolnit latky (Krishnan, 2010). Uginnost takto dopravenych 1é¢iv je dana jejich

vzdalenosti od cilové tkané a také fyziologickym stavem pacienta (Reddy et al., 2012).

Jinou oblasti, ve které jsou hojné vyuzivany magnetické ¢astice, jsou kontrastni latky
pro magnetickou resonanci (MR), kterd poskytuje anatomické obrazy s vysokym rozliSe-
nim. Latky pro MR musi pozitivné plisobit na parametry, které ovliviiuji kontrast a to nej-
schopny zlstat v cilovém misté po dobu zobrazovani a nésledné byt odstranény z téla, aby
se minimalizovaly mozné nezadouci nasledky. Tyto latky musi byt vysoce magnetické,
abychom ziskali dobré rozliSeni obrazi magnetické resonance, a jejich volba zavisi na
cilové tkéni, coz ovlivituje zpisob, jakym budou latky do tkan¢ dodany (Krishnan, 2010).
Obalené c¢astice vydrzi v krevnim ob&hu déle, proto jsou vhodné naptiklad pro zobrazovani
lymfatickych uzlin a krevniho ob&hu. Pro oznaceni bunck se nejcasteji vyuzivaji tyto dve
moznosti: pfipojeni ¢astic na povrch bun¢k nebo endocytéza Castic bunkami diky ligan-

dam, kterymi se upravi povrch ¢astic (Gupta a Gupta, 2005).

Magnetické nanocéstice oxidii Zeleza se dale vyuzivaji k fluidni hypertermii, kde je ci-
lem lokalni ohiev na 42 az 46 °C, coz je teplota pfi které mize dojit k poSkozeni nebo zni-
¢eni nddorovych bunék a to diky vétsi afinité castic k nadorovym buitkdm. Ve vétSing na-
dort je totiz malé mnozstvi zivin, kysliku a nizsi pH, a diky tomu jsou nadory vice citlivé
na teplo ve srovnani s normalni tkani. Pravé toho se vyuziva pii pouziti lokalni hyperter-
mie pro lécbu rakoviny. Zvyseni teploty ma vliv nejen na nadorové buiiky, ale i na funkce
strukturnich a enzymatickych proteintl, které ovliviiuji rist bunék a jejich diferenciaci, ale
mohou také zptsobit poskozeni nenddorovych bunek. Proto musime teplotu a cas urcit tak,
aby k tomuto neptiznivému u¢inku nedochéazelo. Mnozstvi vyprodukovaného tepla je dano
magnetickymi vlastnostmi nanocastic a také silou vnéjSiho magnetického pole (Krishnan,

2010).

V soucasnosti klinicky pouzivany dva typy nanocastic magnetickych oxidi Zeleza,
které se vyuzivaji pfi magnetické rezonanci pro zobrazovani jater a sleziny. Prvnim je
Feridex [.V. ®, ktery byl vyvinut spolecnosti AMAG Pharma. Jedna se o superparamagne-
tické Castice potazené dextranem o velikosti 120 — 180 nm. Druhym ptipravkem je Reso-
vist ®, ktery byl vyvinut spoleénosti Bayer Schering Pharma AG. Céstice jsou superpara-

magnetické a jsou potazeny carboxydextranem s primérem 45 — 60 nm (Wang, 2011).
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Oxidy Zeleza jsou v téle pritomny i pfirozené, kde stejné jako ostatni minerdly, maji
cetné¢ funkce naptiklad v udrzovani homeostdzy, podileji se na metabolismu Zeleza,
zajistuji tvrdost a hustotu struktur jako jsou napiiklad zuby (Cornell a Schwertmann,

2003).

2.2 Formy

Oxidy zeleza existuji v ptirod¢ v mnoha formach. Jako magnetit (Fe;O4), maghemit
(v-Fe;03) a hematit (a-Fe,03), ktery je pravdépodobné nejbéznéjsi. Nejvetsi vyznam pro
biomedicinské aplikace, diky svému magnetismu, md magnetit a maghemit, které jsou si
podobné svou strukturou a vlastnostmi, a proto také maji shodné vyuZiti.

Vétsina oxidh a hydroxidi zeleza jsou krystalické. Krystalicky stav a velikost krys-
talli zdvisi na podminkach, za kterych krystaly vznikaly. Zatimco a-Fe,O3; méa romboedric-
kou strukturu, Fe;O4 a y-Fe»O3 maji krychlovou. Kazda struktura ma odlisné magnetické
chovani, které udava nasledné vyuziti (Cornell a Schwertmann, 2003).

e o—Fe)O3

Forma alfa, neboli hematit je nejdéle znamy a nejvice prozkoumany z oxida zeleza a je
rozsifen v mnoha hornindch a zemindch (Amyn a Pei-Yoong, 2009). Je to ¢ervenohnéda,
anorganickd sloucenina, kterd je v pfirodé paramagnetickd (Mody et al, 2010) a je
vyznamnou rudou a neméné dilezitym pigmentem. Hematit je nejCastéji se vyskytujici
polymorf v pfirodé s romboedrickou strukturou. Hematit je jeden z kone¢nych produktii
tepelnych premén rtiznych Zeleznatych i Zelezitych sloucenin a také jinych oxidd zeleza
(Cornell a Schwertmann, 2003). Lehce kalcinovana forma hematitu se pouziva k lesténi
zlata a stfibra, zatimco silnéji kalcinovany hematit slouzi k les§téni mosazi a oceli (Zboril,

Mashlan a Petridis, 2002).
L] B - F6203

Beta je faze pfipravovana pouze synteticky bez jakékoli zminky ptirozeného vyskytu.
Ma prostorové centrovanou kubickou strukturu, je magneticky nestabilni pti pokojové tep-
lot¢ a vykazuje paramagnetické chovani. Vyrobit B-Fe,Os; se zatim podafilo pouze
v nékolika chemickych a fyzikdlnich postupech a byly vyvinuty pouze dvé metody pro
ptipravu Cistého B-Fe,Os. Tato forma byla objevena jako meziprodukt pfi redukci hematitu

uhlikem a pfi teplotdch nad 500 °C prechazi na fazi alfa (Cornell a Schwertmann, 2003).

e V- FCzO3
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Gama je druhou fazi, kterd se vyskytuje v pfirodé¢ jako cerveno-hnédy mineral
maghemit, ktery vznikéd oxidaci ¢erného magnetitu. Vyskytuje se v ptidach jako vysledek
zvétravani magnetitu nebo zahtfivani ostatnich oxidi zeleza (Cornell a Schwertmann,
$im magnetickém poli a také diky tomu, Ze pii malych rozmérech vykazuje superparamag-

netismus (Cabakova, 2012).
e ¢-Fe)0O;

Epsilon faze, kterd je nejmladsi se strukturdlng 1iSi od hematitu i maghemitu a ma ko-
soctvereCnou strukturu. Tvofi pfechod mezi fazi alfa a gama. Dikazem je fakt, Ze se e-
Fe,O3 zatim nepodatilo pfipravit v ¢istém stavu. Vzdy jde totiz o smés s alfa nebo gama

fazi. Pti teplotach 500 °C — 750 °C ptechazi na hematit (Cornell a Schwertmann, 2003).

e Amorfni Fe,03

Amorfni oxid Zelezity je tvofen z velmi malych ¢astic, které maji méné nez 5 nm
v priméru. Amorfni oxidy maji velky potencial v oblasti solarni pfemény energie, elektro-
niky, elektrochemie, vyrobé skladovacich magnetickych médii a Cisticich procest. Je
vyznamny pro své superparamagnetické chovani, velky povrch nanocastic a ma dobrou

katalytickou aktivitu (Zboril, Mashlan a Petridis, 2002).
L] FG304

Magnetit je také znamy jako Cerny oxid Zeleza, magneticka Zelezna ruda, magneto-
vec. V prirod¢ se vyskytuje ve velkych krystalech, u kterych dochazi k velmi pomalé oxi-
daci, ale naopak u syntetickych nanocastic do 100 nm je nutnd ochrana proti korozi (Cor-
nell a Schwertmann, 2003). Magnetit vykazuje nejsilnéj$i magnetismus ze vSech kovovych
oxidli (Mody et al., 2010). MiZeme ho nalézt nejen v piirodé, ale také v mnoha organis-
mech, kde slouzi jako pomticka pfi orientaci. Takto magnetit vyuzivaji vely, holubi, mag-

netické bakterie a fasy (Cornell a Schwertmann, 2003).

2.3 Struktura a magnetické vlastnosti

V nanometrovych velikostech se vlastnosti materidlu podstatné méni v porovnani
s béZznym materidlem. Dochéazi predevsim ke zvySeni poméru povrchu k objemu ¢astic,
¢imz materidl ziskava nové, nepiedpokladané vlastnosti, které¢ jsou mnohdy lepsi. Z tohoto
divodu potiebujeme urcit vlastnosti téchto materialt, které pak udéavaji ucinnost a biome-

dicinské chovani nanoéastic uvnitf bundk (Munzar a Cernohorsky, 2010). Jejich pouziti
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mize byt vyhodné naptiklad diky jejich chemické stabilité, na rozdil od bézné pouziva-
nych velmi malych ¢astic ¢istych kovil jako naptiklad Zelezo, kobalt, nikl (Zboril, Mashlan
a Petridis, 2002). DalSim diivodem pro pouziti oxidli Zeleza jsou magnetické vlastnosti,
které zavisi na jejich fyzikalni struktufe, tvaru ¢astic, na chemické fazi ve které se vyskytu-
ji a také na velikosti. Naptiklad pfi rozmérech v rozmezi 6-15 nm vykazuji ¢astice superpa-
ramagnetismus, ale pokud jsou v rozsahu mikrometr, jsou feromagnetické (Gupta a Gup-

ta, 2005).

Pro klasifikaci materialii z nanoc¢éstic magnetickych oxidii zeleza je urcujici jejich
reakce na vnéjsi magnetické pole (Gupta a Gupta, 2005), pficemz spin a magnetické mo-
menty elektrond v orbitalech a jadra atomu ovliviiuji vysledné magnetické vlastnosti (Ka-
zantseva, 2012). Atom Zeleza mé velky magneticky moment, diky jeho ¢tyfem neparovym
elektroniim v jeho 3d orbitalech. Pfi vzniku krystal z atom Zeleza, mohou vznikat rGzné
magnetické stavy zobrazené na obr. 1. V paramagnetickém stavu, jsou jednotlivé atomové
magnetické momenty ndhodné¢ uspotadany, coz zpiisobuje nulovy magneticky moment.
Pokud je tento krystal vystaven vnéjSimu magnetickému poli, n€které z téchto momentt se
mohou sefadit stejnym smérem a krystal dosahne malého magnetického momentu (Amyn a
Pei-Yoong, 2009). Ve feromagnetickém krystalu jsou spiny neparovych elektrontli sefazeny
stejné, ale feromagnetismus miize byt pozorovan az od urcitého poctu atomi. To znamena,
ze jednotlivé atomy ho nemohou dosédhnout. Po odstranéni z magnetického pole vykazuje
feromagneticky material zbytkovou magnetizaci (Gupta a Gupta, 2005). Ferimagneticky
krystal m&d magneticky moment ze dvou druhli atomti s momenty rtznych sil, které jsou
uspofadany antiparaleln€. V piipadé, Ze jsou magnetické momenty ve stejném rozsahu, pak
je krystal antiferomagneticky a ma nulovy vysledny magneticky moment (Amyn a Pei-
Yoong, 2009). Pokud rozméry Castic snizime na kritickou velikost (ktera je ddna vlast-
nostmi materidlu) miZeme pozorovat vyznamny jev zvany superparamagnetismus.
Vysledné velikost nanocastic je dana piedevSim zvolenou syntézou, jejiz pribéh udava,
jestli budou ptipravené ¢astice obsahovat vice domén s odliSnymi magnetickymi momenty,
nebo jestli budou jedno-doménové. Pokud bude velikost nanoc¢astic mensi nez je velikost
jedné domény, budou vykazovat superparamagnetismus. Superparamagnetické materialy
se vyznacuji rychlym naristem magnetického momentu pfi aplikaci vnéjsiho magnetické-
ho pole a po jeho odstranéni je magneticky moment nulovy. To umoziuje stabilitu a dis-

perzi nanocastic, jelikoz diky nulovému magnetickému momentu na sebe neplisobi pfitaz-
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livé. Proto jsou superparamagnetické nanocastice vhodné pro pouziti jako kontrastni latky

pro magnetickou resonanci nebo jako nosice lé¢iv (Kolhatkar et al., 2013).

Faromagnetizoms

Antiferomagnetizmns

Paramagmetisms

Ferimammetisnms

Obrazek €. 1 Smér jednotlivych atomovych magnetickych momentt v riznych typech ma-

terial. Upraveno dle Amyn a Pei-Yoong, 2009.

2.3.1 Maghemit

Maghemit je svou strukturou a magnetickymi vlastnostmi podobny magnetitu, ale
1i8i se tim, ze vSechno Zelezo nebo jeho vétSina je trojmocna (Cornell a Schwertmann,
2003). Maghemit miizeme oznacit jako typického pfedstavitele ferimagnetického materialu
a ve velmi malych ¢asticich (do 10 nm) vykazuje superparamagnetismus (Zboril, Mashlan
a Petridis, 2002). M4 kubickou soustavu o délce strany 0,834 nm, ve kter¢ je 8 Zelezitych
kationtd v tetrahedralni vrstvé a ostatni jsou roz§iteny po oktahedralni vrstve, kde jsou pii-
tomny 1 vakance, které také odliSuji magnetit od maghemitu. Magnetické momenty Zelezi-
tych kationtll ve vrstvach jsou orientovany antiparalelné, coz zptisobuje ferimagnetické
chovani materidlu (Cornell a Schwertmann, 2003). Magneticky moment Zelezitych kation-
tl v oktahedralni vrstvé je totiz vétsi nez v tetrahedralni vrstvé (Cabakova, 2012). Uspota-
dani magnetickych momentl klesa se zvysujici se teplotou a material ztraci magnetizaci
nad hodnotou T, (Curierova teplota), jelikoz dochéazi k dezorientaci magnetickych momen-
ti (Amyn a Pei-Yoong, 2009). Maghemit je tepeln¢ nestabilni a pti vysSSich teplotach pie-
chazi do alfa faze, a proto je obtizné pfesné tuto teplotu urcit, ale je ptiblizné odhadovana

v rozmezi od 820 K do 986 K.
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2.3.2 Magnetit

Na rozdil od maghemitu obsahuje magnetit Zelezité i zeleznaté kationty s plo$né
centrovanou kubickou strukturou. Délka hrany jedné buiky je 0,839 nm a struktura je slo-
zena z oktahedrélnich vrstev a tetrahedralnich/oktahedralnich vrstev. Osm zelezitych iontii
je v tetrahedrdlni poloze, osm Zeleznatych a osm Zelezitych v oktahedralni poloze.
V oktaehedralnich a tetrahedralnich vrstvach dochdzi u Zzelezitych kationtl k vzdjemné-
mu ruSeni magnetickych momentii, ale magnetické momenty zeleznatych kationtl
v oktahedrdlni vrstvé zlstdvaji a jsou pficinou ferimagnetismu magnetitu (Cornell a
Schwertmann, 2003). T, magnetitu je 850 K a pfi velikosti mensi nez 6 nm vykazuje su-

perparamagnetismus, na ktery ma vliv zplisob syntézy (Amyn a Pei-Yoong, 2009).

Mezi dulezité veli¢iny pfi charakterizaci magnetickych materialt patii magnetizace M
a magnetické pole H. Zavislost, kde je magnetizace vzorku funkci vnéj$iho magnetického
pole, je oznaCovana jako magnetickd hysterezni smycka viz obr. 2 b, ktera udava magne-
tické vlastnosti materidlu béznych rozmért v magnetickém poli a je specifickd pro kazdy
material. Pokud vzorek neni v pfitomnosti magnetického pole (H=0), tak je demagnetizo-
van a M je tedy rovno 0. Vystavime-li pak toto téleso magnetickému poli se zvySujici se
intenzitou, bude nartistat i jeho magnetizace, az do doby dosazeni nasyceného stavu, kdy
jsou vSechny magnetické momenty orientovany ve sméru vnéjSiho magnetického pole.
Nad timto bodem se pfi zvysujici intenzité¢ magnetického pole magnetizace nezvysi. Poté
zacne intenzita magnetického pole klesat a s ni i magnetizace. Pfi navratu z nasyceného
stavu vzorek neprochdzi bodem M=0, ale bodem zvanym remanentni (zbytkova) magneti-
zace, ktera v materialu setrva i po odstranéni z magnetického pole (H=0). Koercitivni sila
udava potiebnou silu pro demagnetizaci materialu, tedy pro odstranéni zbytkové magneti-
zace. S rostouci koercivitou roste magneticka tvrdost materialu. Tyto cyklické zmény popi-
suje hysterezni smycka a jeji plocha je umérna praci vnéjsiho magnetického pole nutné pro
remagnetizaci vzorku (Kazantseva, 2012). V ptipad¢€ superparamagnetickych nanocastic se
nejednd o smycku, ale pouze o kiivku, kterd nevykazuje hysterezi viz obr. 2 (Kolhatkar et

al., 2013).
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Obrazek €. 2 Hysterezni kiivka superparamagnetického materialu (a) a feromagnetic-

kého materidlu (b), upraveno dle (Li et al., 2010).

2.4 Priprava

Primyslova vyroba castic oxidd zeleza je predevSim zamétfena na vyrobu barev,
magnetickych pigmentl a chemikalii. Po¢ate¢nim materidlem pro vyrobu oxida Zeleza jsou
témét vzdy Zeleznaté soli, protoZe vyroba je levnéj§i neZ ze soli Zelezitych. Zelezité soli
jsou pouzivany jen pro produkty vysoké hodnoty. Syntéza je volena pro kazdy konkrétni
vyrobek a je ovlivilovdna mnoha podminkami (Cornell a Schwertmann, 2003).

Jiz dlouho védci a technologové usilovali o syntézu magnetickych nanocastic, které
by mély pozadovany tvar a velikost, a dnes je to mozné. Jsou znamy fyzikalni metody,
jako je depozice z plynné faze a elektronova litografie, coz jsou komplikované postupy,

u kterych se nedd dobte ridit velikost ¢astic. Mokré chemické metody jsou pro vyrobu
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magnetickych nanocastic vhodné&jsi, nebot’ jsou jednodussi, efektivnéjsi a snadno mizeme
kontrolovat velikost i slozeni. Navic pomoci chemickych metod mizeme ziskat jednotnou
velikost ¢astic, coz umoziuje $ir§i vyuziti nez u ¢astic ptipravenych fyzikalnimi metodami
(Gupta a Gupta, 2005). Vysledna velikost nanocastic je dilezitd pro moznost pouziti v bi-
omedicinskych aplikacich. MiZeme pfipravit ultra malé superparamagnetiské Castice
(USPIO) do 10 nm, které jsou upiednostiiovany naptiklad pfi pouziti v angiografii (vySet-
feni cév) nebo pro pronikdni do naddorti. Dale miizeme vyrobit superparamagnetické ¢astice
(SPIO) ve velikosti 10-30 nm, které jsou vyuzivany pii vySetfeni jater a také Castice nad 30

nm, které nejsou z hlediska biomediciny pfili§ vyznamné (Roca et al., 2009).

2.4.1 Chemické metody

Jak jiz bylo zminéno, chemické metody jsou upiednostiiovany a pouzivaji se i1 pro
nanocastice vyuzivané v mediciné a to zejména chemické vysrdzeni a tepelny rozklad

organkovovych sloucenin.

2.4.1.1 Chemické vysraZeni

Srézeci proces ve vodném roztoku je pravdépodobné nejjednodussi a nejefektivnéjsi
cestou k chemické syntéze superparamagnetickych nanocéstic oxidi Zeleza. Metoda je
zalozena na reakcich provadénych ve vodném prostiedi, které umoziuje kontrolu nukleace
1 ristu jader nanocastic. Do zasaditého roztoku (napt. NH4OH nebo NaOH) se pfikapava
smés solného roztoku Fe (III) a Fe (II) v inertni atmosféte a za zvySené teploty, ¢imz do-
chéazi k vysrazeni magnetitu a maghemitu (Reddy et al., 2012). Jejich vysledna velikost a
tvar zavisi na typu pouzité soli (napf. chloridy, sirany, dusi¢nany, chloristany, atd.) a na
jejich poméru (Gupta a Gupta, 2005). Bézné se vodné roztoky FeCl; a FeCl, smisi v kon-
centratnim poméru Fe (III) / Fe (II) = 2/1 ve vodném roztoku amoniaku, ¢imz se ziskaji
nanocastice Fe;O4, d = 3-15 nm. Za ti¢elem ptipravy nanocastic s uzkou distribuci, musime
kromé& pouzitych soli dbat na n¢kolik dalSich parametrti jako pH, teplota a zpisob michéani
(Oh a Park, 2011). Napiiklad pfidavanim vody miZeme dosdhnout Castic o velikosti
2,7 nm s uzkou distribuci. Tyto ¢astice pak maji na svém povrchu mnozstvi hydroxylovych
skupin, které jsou dulezité pro nasledné biochemické vyuziti (Roca et al., 2009).

Vylou€eny magnetit ma ¢ernou barvu.

Fe*t +2Fe3* + 80H™ - Fe;0, + 4 H,0
Pokud nebude reakce probihat v bezkyslikatém prosttedi, mize dochazet k oxidaci Ze-

leznatych kationtii, ¢imz by doslo k ovlivnéni fyzikalnich a chemickych vlastnosti magne-
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tickych nanocastic (Gupta a Gupta, 2005). Aby se zabranilo pfipadné oxidaci a docililo se
stability za fyziologickych podminek, tak se vzniklé nanocastice potahuji pti nebo po sra-
zeni. Mohou byt potaZeny polymery, organickymi kyselinami, fluorescen¢nimi slou¢eni-

nami, cukry, které také mohou rozsifovat funkce celého komplexu (Roca et al., 2009).

2.4.1.2 Tepelny rozklad organokovovych sloucenin

Jedna se o jednu z nejpouzivanéjSich metod piipravy nanocastic magnetickych oxi-
di zeleza, jelikoz umoziuje kontrolu tvaru i velikosti nanoc¢éstic s tizkou distribuci veli-
kosti. Touto syntézou ziskdme vysoce Cisty a krystalicky magnetit, ktery ziskdme
z prekurzoru, coz je acetylacetonat Zelezity. Vyznamnou roli zde mé kyselina olejova, coz
je povrchové aktivni latka, kterd umoziiuje riist nanocastic a jejich stabilizaci, aby nedo-
chazelo k agregaci. Nevyhodou kyseliny olejové ale je, Ze vzniklé nanocéstice jsou ve vo-
dé nerozpustné, coz omezuje mozné vyuziti. Pfed pouzitim musi byt nanocastice privedeny
do vodné suspenze. Ptestoze takto pfipravené nanocastice maji vhodné fyzikalni vlastnosti
pro biomedicinské aplikace, dosud nebyla jejich toxicita dostate¢né¢ prostudovana, nebot’
vétSina testl se provadi na nanocasticich pfipravenych vysrdzenim z roztoku, protoze se

ptiprava provadi ve vodné fazi a povrchové uprava je jednodussi (Gonzales et al., 2010).

2.4.1.3 Redukce organickych sloucenin

Drtive byl nitrobenzen redukovan na anilin, pouzitim zeleza, ¢imz byly vytvofeny Se-
do-Cerné nepouzitelné oxidy zeleza, ale pozdé&ji bylo zjisténo, Ze piidanim chloridu zelez-
natého vzniknou oxidy Zeleza vhodné pro pouziti jako pigmenty.

4C¢HsNO, + 9 Fe + 4 H,0 —F¢2 3Fe;0, + 4 C4HsNH,

Po ukonceni je anilin oddélen od oxidu zeleza destilaci vodni parou a nezreagované
zelezo je odstranéno. Parametry jako reakéni rychlost, povaha a koncentrace ptisad mohou
ovlivnit vysledné vlastnosti pigmentu. Rychlost reakce ma také vliv na velikost Castic zele-
za. Vyhodou je, ze vedlejsi produkt anilin je dale pouzitelny a ze nedochazi ke vzniku latek

Skodlivych pro Zivotni prostfedi (Cornell a Schwertmann, 2003).

2.4.1.4 Metoda sol-gel

Pii této metod¢ dochézi k hydroxylaci a kondenzaci kovovych alkoxida v roztoku za
vzniku nanorozmérnych pevnych castic. Dochézi k tvorbé trojrozmérné sité oxidu kovu,
oznacované jako gel. Krystalicky stav se ziskd pfi pisobeni vysSich teplot na gel, ktery

vzniké pii pokojové teploté. Proces syntézy ovliviiuje pfedev§sim pH, teplota a volba roz-
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poustédla. Hlavnimi vyhodami této metody je ovlivnitelnost tvaru a velikosti nanoc¢éstic

(Amyn a Pei-Yoong, 2009).

2.4.1.5 Hydrotermalni reakce

Vysokotlaké hydroterméalni metody vyuzivaji schopnosti vody dehydratovat a hydro-
lyxovat soli kovli pfi vysSim tlaku a teploté. Vyhodnd je také velmi nizkéd rozpustnost vy-
slednych nanocéstic ve vodé (Amyn a Pei-Yoong, 2009). Reakce probiha v reaktorech ne-
bo autoklavech pti vysoké teploté (tj. > 200 °C) a vysokém tlaku (tj. > 13 790 kPa). Diky
vysoké teploté dochazi k rychlé nukleaci a rychlejSimu rastu noveé vznikajicich ¢astic, coz
umoziuje vznik nanoc¢astic o malych rozmérech. Pokud dojde k prodlouzeni reakéniho
Casu, ziskame véEtsi Castice, naopak pokud zvySime obsah vody, ¢éstice se budou srazet.
Volbou poméru mezi tvorbou jader a ristem krystalli ovlivnime velikost vznikajicich ¢as-
tic (Reddy et al., 2012). Vyhodou je, Ze je tato metoda ekologicky neskodna, protoze neza-
hrnuje jakékoliv organicka rozpoustédla nebo jejich pouziti v naslednych upravach (Amyn

a Pei-Yoong, 2009).
2.4.2 Fyzikalni metody
Fyzikalni metody se vyuzivaji zejména pro prumyslové aplikace, ve kterych neni
nezbytné nutna piiprava nanocastic s izkou distribuci velikosti.
2.4.2.1 Vyroba 7z magnetickych pigmenti

Pokud potiebujeme, aby vysledné nanocastice mély dobré magnetické vlastnosti,
jako naptiklad pfi pouziti maghemitu pro magneticka nahravaci zatizeni, je vhodné pouzit
goethit (a-FeOOH) nebo lepidokrokit (y-FeOOH) jako vychozi material. Je zapotiebi vel-
mi Cisty FeOOH, aby nebyly znehodnocovany magnetické vlastnosti produktu. Prvnim
krokem procesu je termalni dehydroxylace FEOOH na hematit. Hematit je nasledné redu-
kovan pti 350-600 °C na magnetit pomoci H,. Nakonec je magnetit oxidovan na maghemit

pti1200-500°C (Cornell a Schwertmann, 2003).
2FeOOH —» a—Fe,03+ H,0
3Fe,0; —» 2Fe;0,+ H,0

2F8304_+ 0,502 _)SV_F8203
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2.4.2.2 Depozice 7 plynné faze

Metody pro pfipravu nanomaterialti v plynné fazi zavisi na tepelném rozkladu (pyro-
lyze), redukci, hydrolyze, disproporcionaci, oxidaci nebo jiné reakci, kterd vede
k vysrazeni pevnych castic z plynné faze. Pro reakci jsou vyzadovany vysoké teploty, coz
je nevyhodou této metody (Amyn a Pei-Yoong, 2009). Tato metoda vede
k jednorozmérnym nanostrukturam oxidii Zeleza, miizeme tedy ptipravit tenké filmy. Re-
akce je katalyzovédna Casticemi zlata, které jsou pfitomny na povrchu substratu (Reddy et

al.,, 2012).

2.4.2.3 Pratokova injekcni syntéza

Syntéza probihd v kapilarnim reaktoru, kde dochazi k michdni reaktantt pfi laminar-
nim proudéni. Vyhodami této techniky je jeji jednoduchost a kontrolovatelnost procesu.
Nanocastice pfipravené touto metodou maji tizkou distribuci velikosti v rozsahu 2-7 nm

(Reddy et al., 2012).

2.4.2.4 Elektrochemicka metoda

Nanoc¢astice magnetitu a maghemitu mizeme pfipravit i pomoci elektrického proudu.
Provadi se ve vodném prostiedi, kde je Zelezna anoda, ze které vznikaji ionty a nasledné
migruji k platinové katod€. Velikost vysraZzenych nanocastic je ovliviilovana velikosti pro-
chazejiciho proudu. Vyhodou této metody je jeji jednoduchost a ovlivnitelnost velikosti,

ale nevyhodou je velka spotieba elektrické energie (Reddy et al., 2012).
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2.4.3 Biologické metody

Pomérné novou metodou je tvorba magnetickych nanocastic oxidl zeleza pomoci

magnetotaktickych bakterii.

2.4.3.1 Biomineralizace magnetickych oxidi Zeleza

Biomineralizaci rozumime biologicky fizenou tvorbu anorganickych slou¢enin. Tento pro-
ces probihd ve vSech organismech a Zelezo mtize byt produkovano v riiznych formach, ale
nejcastéji jako magnetit, ktery produkuji magnetotaktické bakterie naptiklad Magnetospi-
rillum gryphiswaldense, lososi, pstruzi ale i ¢loveék. Bakterie dokdZou mineralizovat nano-
Castice magnetitu s vysokou Cistotou a uzkou distribuci velikosti. Magnetické bakterie s
tenkou dvouvrstvou membranou tvoii magnetozomy, které jsou organizovany v fetézcich a
slouzi pfi orientaci. Diky tomu se bakterie mohou orientovat a pohybovat podél geomagne-
tickych siloCar. Pfestoze magnetotaktické bakterie byly objeveny jiz davno, pozornosti se
jim dostalo az v nedavné dobé¢ a proto podrobny mechanismus tvorby magnetitu neni plné
popsan. Zakladni kroky biomineralizace ale jsou zndmy: dojde k vytvofeni vackii magne-
tozomul a vychytani Zeleza z prostredi, které je nasledné premisténo do vacka a nakonec je

toto zelezo vysrazeno ve form¢ magnetitu (Fdez-Gubieda et al., 2013).
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3 BIOLOGICKE TESTOVANI MATERIALU

Pokud chceme materidl pouzivat v Zivém organismu, je nutno pied jeho pouzitim zjis-

tit veskeré reakce a vlivy v zivém systému.

3.1 Obecné principy biokompatibility

Biokompatibilita je obecny termin pouzivany k popisu vhodnosti materidlu pro vy-
staveni tkanim nebo télnim tekutindm. Je to schopnost materidlu fungovat s pozadovanou
reakci v konkrétni aplikaci. Pokud ma byt material v téle pfitomen dlouhodob¢ ¢i trvale,
musi byt otestovan presn¢ podle normy ISO 10993-1 napf. na cytotoxicitu, alergizaci,
drazdivost nebo intrakutdnni reaktivitu, systémovou toxicitu, genotoxicitu, implantaci a
snasenlivost s krvi. V ptipadé zvnéjsku vstupujicitho nebo implantovaného prostiedku se
jesté musi provést testovani na karcinogenitu a chronickou toxicitu (CSN EN ISO

10993-1).

Jestlize je pouzit materidl, ktery neni biokompatibilni, miize dojit ke komplikacim,
jako naptiklad ke vzniku zanétu v misté kontaktu, vzniku degrada¢nich produktd, které
mohou byt pro télo toxické, poskozeni bunék, podrazdéni kize, tvorbé krevnich srazenin,

korozi implantatu a mnoha dal§im (Li et al., 2012).

Mechanismus interakci mezi nanocasticemi a zivymi systémy neni jesté zcela
znam. Slozitost mechanismu je zpisobena schopnosti castic vdzat se a komunikovat
s biologickymi hmotami a ménit jejich povrchové vlastnosti v zavislosti na prostiedi, ve
kterém se nachazi. Dokonce Céstice stejného materidlu mohou vykazovat zcela rozdilné
chovani v disledku drobnych rozdilit v povrchové tuprave, naboji nebo velikosti. Jednou
z vyznamnych slozek biokompatibility je toxicita, kterd zavisi na fyzikalné-chemickych
parametrech, jako je velikost ¢astic, tvar, povrchovy naboj a sloZeni. Nanocastice mohou
byt ziskany mnoha zptsoby a to ve formé polymeru, keramickych, kovovych nebo uhlika-
tych Castic. Podle zplisobu pfipravy maji nanocastice riznou velikost, sloZeni, tvar a mo-
hou byt s/bez povrchové Gpravy. Vsechny tyto faktory mohou ovlivnit interakce mezi na-
nomaterialy a buikami nebo tkanémi. Slozitost se zvySuje ptfi posunu z in vitro k in vivo
modelim. Pokud jde o nanomateridly, ur¢eni miry nebezpeci na in vivo rovni je stale
v rané fazi. Plice, stfeva a klize, které patii mezi hlavni vstupni cesty a domnélé cile jako
plice, jatra, srdce, a mozek jiz byly u nékterych nanocastic v in vivo systémech prozkou-

many, ale dosud nejsou pln¢ zndmy mechanismy tc¢inku a pochody v téle (Li et al., 2012).
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3.2 Specifika testovani nanomateriala

Testovani toxicity nanomaterialti stdle neni pln¢ ustanoveno, diky tomu, Ze nano-
technologie jsou relativné novou védou. V soucasnosti se pracuje na normé¢ ISO/TC 229,
které je zamétena pravé na problematiku nanotechnologii, jak uvadi mezindrodni organiza-

ce pro normalizaci (ISO).

Piesto je ale mozné konstatovat, ze pfi testovani nanomateriald je dulezité urcit
vhodnou metodu dispergace, charakterizovat dany nanomaterial a zvolit referenéni latku

(Sovova a Ko¢i, 2012).

Pro dosazeni dispergace je mozno pouzit dispergacni latky, sonikaci a michani. Vy-
hodou sonikace a michdni je, ze neptidavame dalsi latku, kterda by mohla mit vliv na
vyslednou toxicitu, ale nevyhodou je delsi doba dispergace. Sonikace je vhodnéj$i nez mi-
chani, ale ob¢ jsou rizikové, protoZe je zde moznost opétovné agregace nanomaterialli po
ukonceni dispergace a taktéz miize nastat poSkozeni struktury nanomateriali. Pfidavkem
dispergacni latky docilime jednoduché ptipravy, Casové nenaroc¢nosti a je zde mensi prav-
dépodobnost opétovné agregace. Dispergace je ale nutnd, pokud chceme zjistit rozdil mezi
ucinky nano a bézné formy a také, pokud chceme znat mechanismy toxického ucinku (So-

vova a Koci, 2012).

Charakterizace testovanych latek je u nanomateridlli podstatné¢ vyznamné€js$i nez
u konvencnich latek. U béznych latek pro charakterizaci postaci tdaj o koncentraci, kdezto
u nanomateriall je podstatnou vlastnosti velikost, tvar a plocha povrchu ¢astic. Tyto cha-
rakteristiky jsou podstatné pro urceni toxicity nanoc¢astic. Diky komplexnimu chovani na-
nomateriald je nutné latku popsat v danych podminkach prostiedi, ve kterém experiment
probih4, a tedy pouze udaj o velikosti neni dostacujici (Sovova a Ko¢i, 2012). Pied samot-
nym biologickym testovanim je vhodné shromézdit existujici data, odebrat vzorky, urcit
velikost a tvar Castic, disperzi a povrchové vlastnosti. Pti testovani nanomaterial se vSak
miizeme setkat s problémy zpiisobenymi komplexnim chovanim, které obvykle vyzaduje

odli$né zachazeni v porovnani s béznymi latkami (Powers et al., 2009).

Nemén¢ dulezité je zvoleni vhodné referencni latky, jejiz toxicita a mechanismus
ucinku by jiz mély byt znamé. Studie, pouzivajici epitelidlni bunécné linie a linie bunék
makrofagl v dychacim, zazivacim ustroji a také v kiizi a cévach, patii mezi nejbéznéjsi in

vitro modely pouZzivané pro stanoveni toxicity nanoc¢astic. Diilezité je napodobit prostfedi
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in vivo pro ziskani co nejptesnéjsich vysledkli a pro pozdéjsi aplikace in vivo (Gormley a

Ghandehari, 2009).

3.3 Mechanismy ucinku

Z ucelu, ke kterému nanomateridly slouzi, vyplyvaji i odlisné ti€inky. Mezi nejcastéjsi
mechanismy plsobeni nanomateriali patii: ,,1) Poskozeni membran a membranového po-
tencidlu, 2) poSkozeni bunéénych proteind, 3) genotoxicita, 4) naruSeni transportu elektro-
nil v buiice, 5) vznik reaktivnich forem kysliku a 6) uvoliovani toxickych latek.” (Sovova

a Ko¢i, 2012, s. 84).

3.3.1 Reaktivni formy kysliku

Hlavnim mechanismem toxicity nanomaterialii je oxidativni stres, ktery je zpisoben
nadbytkem reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive oxygen species). Méné Casté jsou
reaktivni formy dusiku (RNS), které stejné jako ROS mohou narusit DNA a proteiny, byt
pri¢inou zanétu a plsobit karcinogenne. ROS jsou ve stopovém mnozstvi v téle bézné pii-
tomny, ale jsou v rovnovaze s antioxidanty, a pokud je tato rovnovéha narusena, dochazi
ke vzniku oxidativniho stresu (Manke, Wang a Rojanasakul, 2013). Mozn¢ disledky oxi-

dativniho stresu muzeme také vidét na obrazku ¢&. 3.

3.3.1.1 Volné reaktivni formy kysliku

Mezi nanomaterialy zptisobujici oxidativni stres patii pfedev§im uhlikové nanotrubice
a oxidy kovil. Ty mohou produkovat ROS tim, Ze dochazi k reakci peroxidu vodiku s ionty
kovti (Fe, Cu, Cr, Co) za vzniku vysoce reaktivnich radikali (05, HO', HOO"), které mohou
byt produkovany také neutrofily a makrofagy pti zanétlivé reakci, v pritomnosti naddoro-
vych bunék a mikrobi (viz nasledujici podkapitola), nebo mohou vznikat v butikach, bé-
hem metabolismu, v respiracnim fetézci v mitochondriich, pfi autooxidaci ad. (Manke,
Wang a Rojanasakul, 2013). Mohou tedy byt produkovany uvnitt nebo vné buiiky a slouzi
k udrzeni homeostazy, jsou to signalni molekuly a reguluji genovou expresi. V nadbytku
dochdzi k oxidativnimu stresu, kdy organismus miZe reagovat zanétem a naslednou proti-
zanétlivou reakci organismu dochdzi k uvolnéni dalSich ROS, zejména z makrofagt (Fili-
pova, Kukutschova a Maslan, 2012). Tyto castice pak Skodi organismu tim, Ze poskozuji
biologické makromolekuly zménou jejich struktury a biologické funkce, ¢imz mize dojit
napiiklad k poSkozeni membranovych fosfolipidi, které mohou zplsobit depolarizaci

membrany a jeji nefunkénosti mize dojit az k bunééné smrti — apoptdze. Bylo prokazano,
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ze konkrétné nanocastice oxidil Zeleza zptisobuji nekrozu a apoptdézu bunék mysich makro-
fagl, vykazuji akutni cytotoxicitu na lidskych bronchidlnich epitelidlnich bunkach ¢i
ovliviiuji propustnost lidskych vldse¢nicovych endotelidlnich bunék (Manke, Wang a Ro-

janasakul, 2013).

Pogkozeni DNA e NP

Obrazek ¢&. 3 U¢inky ROS, upraveno dle Manke, Wang a Rojanasakul, 2013.

3.3.1.2 Fagocyty produkované reaktivni formy kysliku

Pokud zvazujeme moznosti vstupu nanocastic do bunék, je vhodné vzit v potaz i vstup
do makrofagli, coz jsou profesionalni fagocytujici builky imunitniho systému a jsou pri-
marni odpovédi na pritomnost cizich latek pftiin vivo testech. Jak uvadi Pisanic, Jin a Shu-
bayev, v mnoha studiich in vivo byla zaznamenéana velka infiltrace makrofdgi a vychyta-
vani nanocastic magnetickych oxida zeleza. Tyto buiiky nasledné mohou produkovat ROS
uvniti bunky, kde slouzi na zniceni cizich latek, které byly buitkou pohlceny, nebo vné,

kdy dochazi ke zménadm v mitochondriich, interakcim s dychacim fetézcem, aktivaci en-
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zymovych systémil nebo k pozménéni antioxidativni obrany. Nasledny oxidativni stres je
zptisoben neschopnosti biologického systému rychle se zbavit reaktivnich meziproduktii

(Lietal, 2012).

Nanoc¢astice mohou také pomoci endocytdzy proniknout membranou builky a Sifit se
synapsemi nervovych bun¢k, cévami krevniho obéhu a lymfatickymi cévami (Li et al.,
2012). Rlzna slozeni ¢astic, z nichz kazdé ma své specifické vlastnosti, mohou ovlivnit
bunécnou fyziologii a zplisobovat cytotoxické ucinky, které jsou specifické pro kazdy druh
nanocastic, jako je naptiklad vnitini toxicita tézkych kovi. Vyznamna je i velikost. Malé
rozméry Castic totiz vedou ke konstrukénim zménam a jinym elektrickym vlastnostem a ty
zpuisobuji vznik reaktivnich skupin na povrchu. Volné radikadly mohou byt piimo vazany
na povrch ¢astic nebo mohou byt volné pritomny ve vodné suspenzi. Tyto radikaly jsou
Skodlivé pro bunééné makromolekuly, jako jsou lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny.
Poskozeni DNA je prvnim krokem pro mutagenezi, karcinogenezi a starnuti (Manke,

Wang a Rojanasakul, 2013).
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4 CHARAKTERIZACE NANOCASTIC

Metod pro charakterizaci je velmi mnoho, zde ale budou zminény jen nekteré, souvisejici

s popisovanou problematikou.

4.1 Fyzikalni charakterizace

Jedine¢né vlastnosti a funkce nanocastic jsou déany jejich fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi. Proto je nezbytné stanoveni téchto vlastnosti pro pochopeni mechanismu ptisobeni

nanocastic. To nam také umozni Iépe predpoveédét i€inky nanocastic pifi testovani in vivo.

4.1.1 Dynamicky rozptyl svétla

Velikost je charakteristika, kterd definuje nanoc¢astice vice, nez kterakoli jina. Z tohoto
diivodu urceni této hodnoty patii mezi prvni, které by mély byt popsany. Urcit primér ¢as-
tic ndm naptiklad umoznuje dynamicky rozptyl svétla laserovym zéfenim, pfi kterém do-
chazi k ,,méfeni fluktuace intenzity rozptyleného svétla ze zdroje okolo jeji primérné hod-
noty* (Kvitek, Novotny a Pikal, 1998, s 431). Mezi pfistroje vyuzivajici dynamicky rozptyl
svétla patii Zeta analyzatory, které mimo charakterizace koloidnich disperzi umoziiuji urcit
1 Zeta potencidl. ,,Pfistroj je schopen méfit vzorky v Sirokém rozmezi koncentraci a veli-
kosti ¢astic od nékolika desetin nanometrli az do fada né€kolika jednotek mikrometri* (Ka-

lina, 2012).

4.1.2 Elektronova mikroskopie

Elektronovou mikroskopii se zkoumaji pevné predméty pomoci svazku elektront a

mezi hlavni metody patii skenovaci a transmisni elektronova mikroskopie.

U transmisni elektronové mikroskopie je zdrojem paprsku elektrond elektronova trys-
ka a pomoci elektromagnetickych ¢ocek je proud elektronli zaostfen na vzorek, kterym
musi elektrony projit pro obdrzeni obrazu. Vzorek ale musi byt tenky (do 100 nm), proto
jsou nanomaterialy vhodnym vzorkem. Nasledné elektrony prochéazi elektromagnetickou
optikou, ¢imz ziskdme zvétSeny obraz a dale jsou elektrony promitnuty na stinitko. Rozdil-
na propustnost materiali a odlisné chemické slozeni ovlivni vysledny obraz. Vhodné vzor-
ky jsou praskové preparaty nebo ultratenké vrstvy. Transmisnim elektronovym mikrosko-
pem muzeme urcit také distribuci velikosti, tvar ¢astic a velikost je mozno rozliSit v fddech
desetin nanometru. TlouStka vzorku se obvykle pohybuje v rozmezi mezi 5 az 300 nm

(Dolnigek, 2005).
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Pti skenovaci elektronové mikroskopii paprsek elektrontl, jehoz zdrojem je obvykle
wolframové zhavené vlakno neprochazi skrz vzorek, ale elektrony se od néj odrazi a jsou
pfevedeny na opticky signal. Jelikoz neni tfeba, aby elektrony prochazely vzorkem, mtze-
me pouzit roztoky nebo tlust§i vzorky, které musi byt vodivé pokovovany, stejné jako u
transmisni elektronové mikroskopie. RozliSeni skenovacich elektronovych mikroskopt je

2-10 nm a mozné zvétSeni az 200 000x (Dolnicek, 2005).

4.1.3 Rentgen-difrakéni metoda

Podrobnéjsi informace o struktufe mtizeme dostat Rentgenovym zafenim, kde dochazi
k interakci elektromagnetick¢ho zafeni o vlnové délce okolo 0,1 nm s atomy vzorku ve
formé prasSku. Pokud je vzdéalenost mezi atomy v krystalové struktue podobné vinové dél-

ce zéfeni, dochdzi k ohybani paprski krystaly (Cornell a Schwertmann, 2003).

4.1.4 Vibra¢ni magnetometr

Tento pfistroj slouzi k uréeni magnetickych vlastnosti vzorku a patii mezi nejpouzi-
vanéjsi. Jedna se o magnetometr, ve kterém méfeny vzorek vibruje mezi dvéma elektro-
magnety generujici homogenni magnetické pole. Méfenim v magnetostatickém poli, které
ma silu do 10 kOe, ziskdme magnetizacni kiivky, ze kterych miizeme urcit hodnotu satu-
ra¢ni magnetizace, zbytkové magnetizace a koercivity. Pokud zménime silu elektromagne-
tického pole, miizeme ziskat 1 hysterezni kiivku. Vzorek mize byt ve formé prasku, pevné
latky 1 kapaliny. Velikost vzorku je limitovdna prostorem mezi p6ly elektromagnetu (Uni-
verzita Palackého v Oloumouci, © 2009). Zjisténé vlastnosti jsou dulezité pro nasledné

pouziti naptiklad pti MR.
4.2 Biologické charakterizace

Pro biologickou charakterizaci mizeme testovani provadét v prostiedi in vitro za labora-
tornich podminek; in vivo neboli v zivém prostiedi anebo in silico, které vyuziva pocitaco-

vych simulaci dosud znamych bunécnych procest.
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4.2.1 In vitro

Pti testovani in vitro se pouzivaji bunécné kultury zivoc¢isnych nebo lidskych bunék.
Mezi vyhody testovani in vitro patii rychlejsi ziskani vysledkd, niz8i cena, etika, reprodu-
kovatelnost a moznost pouziti lidskych bunék. Nevyhodou ovSem je, ze nezjistime kom-
plexni reakci organismu. /n vitro umoznuje zkoumat toxicitu a jeji mechanismy jako je vliv
na bunku, cytotoxicita, oxidativni stres, vstup do buiky a dalsi (Filipova, Kukutschova a

Maslan, 2012).

4.2.1.1 Bunécné kultury

Pro nasledujici text je nezbytné uvést, Ze pojmy bunécna, tkanova a organova kultura
nejsou totéz. Bunécné kultury se dnes staly hlavnim ndstrojem pouzivanym v biomediciné.
Bunéénou kulturou rozumime odstranéni bunék z ¢asti organu pied, nebo béhem kultivace,
¢imz dojde k naruseni vztahli se sousednimi buiikami. Tkanové kultury je pojem pro pie-
misténi bunék, tkani nebo organi z zivoc€ichl nebo rostlin a jejich nésledné umisténi do
umelého prostiedi podporujici riist bunék. Toto prostfedi je obvykle tvofeno vhodnou skle-
nénou nebo plastovou nadobkou, obsahujici tekuté nebo polotekuté médium, které dodava
ziviny nezbytné pro pteziti a rst. Kultura celych organti nebo neporusenych ¢asti organt,
u kterych chceme studovat jejich souvislé funkce, nebo vyvoj se nazyva organova kultura

(Ryan, 2008).

Poté co jsou buiiky chirurgicky odstranény z organismu a pfemistény do vhodného
kultiva¢niho prostfedi, mohou se spojit, rozmnozit a rist. Nazyvame je primarni kultura.
Pro dosazeni rozmnoZzovani bunék jsou dvé moznosti: Vyjmout maly kousek tkané, ktery
se umisti do sklenéné nebo plastové nadobky a ponoii se do kultivaénitho média. Po
n¢kolika dnech, se jednotlivé bunky oddé€li od tkan€ a pfesunou se na sténu kultivaéni na-
dobky, kde se zacnou délit a rist. Druha metoda je vice pouzivand a urychlena pfidanim
proteolytickych enzymd, jako trypsin nebo kolagendza, které narusi pojivo drzici buiky
pohromadé. Dojde k vytvoteni suspenze jednotlivych bungk, které jsou potom piemistény
do kultiva¢nich nddob obsahujicich médium umoznujici rist a déleni. Kdyz bunky primar-
ni kultury vyrostou a spotiebuji vSechen substrat, musi jim byt pasdzovanim poskytnut
dalsi prostor pro pokracovani riistu. To se obvykle provadi jejich Setrnym odstranénim ze
substratu s enzymy. PouZivaji se podobné enzymy jako pro primérni kulturu, které narusi
proteinové vazby spojenych bunck. Po oddéleni miize byt bunétna suspenze rozdélena a

umisténa do novych kultiva¢nich nddob. Bunécné kultury mohou byt déle rozsifeny, cha-
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rakterizovany, skladovany. Potenciondlni nartist poctu buné€k a jejich jednotnost umoziuji

mnohem S$ir§i experimentalni moznosti (Ryan, 2008).

Pro rist bun¢k se pouzivaji dva zakladni kultivaéni systémy. Jsou predevsim zaloze-
ny na schopnosti bunék rast bud’ ptisedlé na pevném podkladu (sklo, plast) nebo se volné
vznasi v kultivaénim médiu. Bunécné kultury jsou obvykle popisovany na zdkladé jejich
morfologie (tvar a vzhled) nebo jejich funkce. Dulezité je mit na paméti, ze kultivaéni
podminky hraji diilezitou roli ve tvaru bunék. Funk¢ni charakteristika bunéénych kultur je
dana jejich ptivodem (jatra, srdce aj.) a schopnosti adaptace ke kultivaénim podminkam.
Casto jsou piivodni vlastnosti bun&k vykazované v in vivo ztraceny nebo zménény z diivo-
du umisténi v umélém prostiedi. Nekteré bunééné linie mohou zastavit déleni a vykazovat
znamky starnuti, ale jiné se mohou stat nesmrtelnymi a délit se donekonecna. Tato situace
miiZe nastat spontanné, nebo miize byt zplisobena zdmérnym pouzitim 1é¢iv, radiace nebo

virii (Ryan, 2008).

4.2.1.2 Toxicita

Toxicita magnetickych nanocéstic je ovliviiovana rozsahem a kombinaci faktorti zavi-
sicich na vlastnostech samotné magnetické nanocastice, konstrukénich vlastnostech, dav-
kovani a zamysSleném pouziti. Chemické slozeni samotnych castic mize byt pfirozené
toxické. Bylo zjisténo, ze nékteré kovy, jako je kobalt, nikl, kadmium a zinek jsou toxickeé
a proto nejsou vhodné pro biomedicinské aplikace, zatimco jiné, jako je titan a zelezo, jsou
pro builkky podstatné méné Skodlivé. Je zajimavé, Ze nekteré materidly, napiiklad zlato,
o kterém je znamo, Ze je inertni, je v fadech nanometrti toxické (Markides, Rotherham a
Haj, 2012). Postup ptipravy, ktery je odlisSny pro kazdy typ castic, mize mit také vliv na

toxicitu téchto nanocastic (Soenen a Cuyper, 2010).

Toxické ucinky nanocastic magnetickych oxidl Zeleza byly pozorovany pii koncent-
racich, které byly ptiblizn€ 40x niz§i nez chemicka toxicita iontli Zeleza, pti¢emz bylo zjis-
téno, ze dalsi dulezitou vlastnosti je rozpustnost ¢astic. Samotné nanocastice vyzaduji
testovani akutnich cytotoxickych u€inkti, zatimco pomalu rozlozitelné (obalené) nanocasti-
ce by mély byt posuzovany podle jejich dlouhodobého ucinku. Pouze zmény v obalech
nanocastic magnetickych oxidu zeleza, skladajici se z laktozy, maltdzy nebo glukozy ve-
dou k vyrazné odlisnym G¢inklim na morfologii lidskych fibroblastli a malt6zou funkciona-
lizované nanocastice magnetickych oxidi Zeleza vyrazné snizuji Zivotaschopnost bun¢k

(Soenen a Cuyper, 2010).
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Vysledky testd toxicity superparamagnetickych nanoc¢éstic magnetickych oxidu zeleza
také vykazuji rozdily. Mnohé rozdily byly pozorovany mezi riiznymi druhy bunéénych
linii a zna¢né rozdily jsou i mezi obalenymi a neobalenymi ¢asticemi. Naptiklad ¢astice
potazené karboxydextranem plisobily neptiznivé na proliferaci, migraci a zivotaschopnost
lidskych kozZnich fibroblastii, kdeZzto neobalené castice mély uc¢inek mnohem mensi (So-
enen a Cuyper, 2010). Existuje mnoho ptikladl rozdilnych reakci na toxicitu nanocastic,
kdy byly pfesné stejné nanocastice ve styku s riznymi bunikami. Nékteré z téchto priklad
jsou uvedeny nize v diskuzi. Pfedpoklada se, ze tyto zna¢né rozdily ve vysledcich mohou
byt zplsobeny riznymi detoxika¢nimi pfistupy, které builky pouzivaji pro boj

s nanoc¢asticemi (Mahmoudi et al., 2011).

DalSim dilezitym aspektem, ktery dosud neobdrzel patfi€nou pozornost, je dulezité
spojeni mezi toxickymi ucinky a intraceluldrni koncentraci nanocéstic. Nékolik studii
prokazalo, Ze vysoké mnozstvi nanocastic uvnitf bunék mize vést k drastickym dopadiim
naptiklad na bunécné proliferace, nebot’ v piipadé obalenych castic dochazi ke snizovani

intracelularni degradace nanocastic (Soenen a Cuyper, 2010).

Dnes jsou v klinické praxi pouzivany produkty s obchodnimi nazvy Feridex ® a Reso-
vist ®, které byly schvéaleny pro pouziti v lidském téle. Pfesto u nékterych pacientd byla
zaznamenana vazodilatace a parestézii v pfipad€ Rosovistu ® a silné bolest, ktera ve 2,5 %

vedla k ukonceni infuze latky pti pouziti Feridexu ® (Wang, 2011).

4.2.1.3 Pronikani skrze membranu

V in vitro kulturdch nanocastice nevyhnuteln¢ interaguji s mnoha buitkami a biomole-
kulami. Interakce s povrchy bun¢k poskytuje moznost priichodu pfes plazmatickou mem-
branu a vstup do cytoplazmy skrze rizné mechanismy, coz umoziuje pritbéh mnoha toxic-
kych reakci v buiice. Mezi nejcastéj$i zptisoby priniku do buiiky patii: 1) nespecificka
endocytdza, coz je obalovani Castice panozkami lipidové dvojvrstvy, 2) fagocytdza,
3) klathrinem zprostfedkovand endocytéza, 4) makropinocytéza a 5) prosta difuze pres
membranu nebo 6) pies cetné iontové kandly a proteiny, které jsou umistény v membrané a
umoziuji pfenos urcitych latek z nebo do buniky. Mechanismus vstupu do builky je zavisly
na fyzikalné-chemickych vlastnostech, jako je tvar, sloZeni, velikost, ndboj a povrchové

vlastnosti nanocastic (Pisanic, Jin a Shubayev, 2009).

Tym Giovanna Fragneta zjistil, Ze kladné nabité ¢astice zlata mohou pronikat do buii-

ky a mohou ji pfi ur¢ité koncentraci znicit, kdezto zadporné nabité Castice, které nemohou
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prostupovat bunécnou sténou, maji opacny efekt. Pfi dané koncentraci brani membrané
v jejim rozkladu a pomahaji odolavat extrémnim podminkdm, jako jsou zvySené hodnoty
pH, ktery by ji jinak vyznamnég naruSily. To miZe pomoci pfi vyvinu nanocastic, které by
mohly byt pouzity pro specialni biomedicinské aplikace, jako jsou nosice 1éciv, 1écba ra-

koviny a biosenzory (Dumé, 2013).

4.2.1.4 Aktivace imunitniho systému

Jelikoz jsou reakce imunitniho systému vysoce komplexni, zminim zde pouze jednu
z mnoha moznych cest. Pokud se nanocastice dostanou do organismu, mohou byt povazo-
vany za cizi latky a poté mohou byt napiiklad opsonizovany. To znamena, Ze se na povrch
antigenl (nanoc¢astic) navadzou opsoniny, coZ jsou protilatky nebo Castice komplementu.
Tyto latky nésledné¢ mohou rozpoznat fagocyty (napf. makrofag, neutrofil) diky svym re-
ceptorim které maji na povrchu. Poté jsou spolu s opsoniny fagocytovany i nanocastice.
Béhem zanétlivé reakce dochdzi k vyluCovani cytosinti, které mohou reagovat
s nanocasticemi a ménit odpovéd’ imunitniho systému, to podle Baenza-Squibana a Laone-

zavisi na typu obou latek (Filipova, Kukutschova a Maslan, 2012).

4.2.2 1In vivo

ey

Pfi testovani in vivo se pozoruje zijici organismus jako celek a to testovanim na zvi-
fatech nebo klinickym testovanim, které je nezbytné pro potvrzeni vysledkl in vitro.
Vyhodou in vivo testovani je, ze ziskdme idaje o nanomateridlech, jako jsou mira vstieba-
vani, distribuce, metabolismus, vyluovani a interakce mezi nanomaterialy a biomoleku-
lami, coz v souc¢asné dob¢é nemtize byt dostatecné simulovano na bunééné urovni v in vitro

(Feng, Wang a Zhao, 2009).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

40

II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

41

5 CILPRACE

e Stanoveni toxicity extraktu nanocastic magnetickych oxida zeleza na bunéénych
modelech

e Stanoveni vlivli nanoc¢éstic na bunééné modely v pfimém kontaktu

e Stanoveni vlivli nanoc¢éstic na bunéénou migraci
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Testované nanocastice oxidua Zeleza

Nanocastice magnetickych oxidl Zeleza byly pfipraveny Ing. Ilonou Smolkovou
z Univerzity TomasSe Bati ve Zling. Nanocastice magnetitu a maghemitu byly vyrobeny
vysrazenim z roztoku a princip této metody je uveden vySe. Pomoci Rentgenového zareni a
transmisniho elektronového mikroskopu byl zjiStén primér nanocastic a také zastoupeni
maghemitu a magnetitu v piipravené smési. Primérnd velikost nanocastic byla 13 nm,
72 % ptipravenych nanocastic bylo tvofeno magnetitem a 28 % maghemitem. Takto pfi-
pravené nanocastice maji nizkou distribuci velikosti s indexem polydisperzity 0,3, vykazuji
ferimagnetismus, magnetické nasyceni latky je rovno 56 + 2 emu/g a koercivita je rovna
11 + 4 Oe. Pouzité nanocastice nebyly povrchové upraveny, a tudiz dochazelo ke vzniku
agregati. Vice podrobnosti o vlastnostech ptipravenych nanocéstic je uvedeno v ¢lanku
Correlation between coprecipitation reaction course and magneto-structural properties of
iron oxide nanoparticles od Ilony Smolkové et al., ktery byl ptedlozen Materials Chemistry
and Physics a je v recenznim fizeni. Pfed testovanim s bunéénymi kulturami byly nanocas-

tice sterilizovany suchym teplem pti 120°C po dobu 40 minut.

6.2 Pouzité bunécné kultury

V experimentu byly pouzity bunétné kultury mySich embryondlnich fibroblast
NIH/3T3 (ATCC CRL-1658). Médiem bylo Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Cata-
log No. 30-2002), ke kterému bylo pfidano hovézi sérum v koncentraci 10% konecného
objemu. K médiu byla dale pfidana antibiotika — Penicilin/Streptomycin 100 pg/ml (PAA
Laboratories GmbH, Austria). Vhodné podminky pro kultivaci téchto bunécnych linii jsou
pfi teploté 37 °C, pfitomnost oxidu uhli¢itého v koncentraci 5 % a relativni vlhkost atmo-

sféry 90 %.

6.3 Pristroje

Pro experiment byly vyuzivany nasledujici pfistroje a zatizeni: Biologicky inkubator
Heracell 1501 (Thermo Scientific, USA), fluorescencni mikroskop a mikroskop s fazovym
kontrastem Olympus CKX 41 (Olympus, Japonsko), lamindrni box s fizenou cirkulaci

vzduchu HERAsafe KSP (Thermo Scientific, USA), spektrofotometr Sunrise (Tecan, Svy-
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carsko) a centrifuga Eppendorf 5702 R (Eppendorf, Némecko). Tkéanovy plastik byl za-
koupen od firmy TPP (Svycarsko).

6.4 Experiment

V nésledujicich podkapitolach je uveden postup pro ptipravu bunéénych kultur, pii-

dani vzorku a pouzité metody pro vyhodnoceni testt.

6.4.1 Kultivace a trypsinizace

Po dosazeni konfluence byly bunky zkontrolovany na mikroskopu a pfeneseny do
laminarniho boxu. Z kultiva¢ni nddoby (T75) bylo odsiato médium, tak aby nedoslo
k poskozeni bunék. Buiiky byly oplachnuty 0,2 ml/cm® fosfatového pufru (PBS), coz od-
povidd mnozstvi 15 ml, od zbytkli média a nasledné byl pufr odsat. Déle bylo ptidano
0,1 ml/cm? trypsinu, coz odpovida mnozstvi 7,5 ml, pro preruseni vazeb mezi bunikami a
kultiva¢ni nadoba byla ulozena do inkubatoru na dobu 15-20 minut. Uvolnéni bunék bylo
pribézné kontrolovano na mikroskopu. Po pferuseni vazeb bylo do nadoby ptiddno 7,5 ml
média a tento roztok byl odpipetovan z kultiva¢ni do zkumavky a ta vlozena do centrifugy,
ktera byla pfedem vytemperovana na 37°C. Béhem centrifugace, kterd probihala 3 minuty
pfi otakach 1100 rpm, buniky sedimentovaly, coZ umoznilo odsat médium s trypsinem.
Podet takto ziskanych bunék byl ptiblizng 2x10, ktery byl nasledné rozfedén médiem na
pozadovanou koncentracil 1x10° bungk/ml. Takto ziskand bun&¢na suspenze byla pomoci
pipety roziedéna do 96-ti jamkovych plat, kde v kazdé jamce byl objem 1 pl suspenze a do
12-ti jamkovych plat, kde v kazd¢ jamce byl 1 ml bunééné suspenze. Plata s buitkami byla

vlozena do inkubatoru na 24 hodin.

6.4.2 Pridani vzorku

K testovanym nanocasticim bylo pfidano kultivaéni médium, tak aby koncentrace
odpovidala 0,2 g ¢astic /1 ml média. Takto vytvofena suspenze byla umisténa do tiepacky
na 24 hodin pfi otackach 450 rpm a teploté 37 °C. Po 24 hodinové kultivaci bunék v inku-
batoru bylo odsato médium z 96-ti jamkového plata. V referen¢ni ¢asti plata bylo vyméné-
no 100 pl média za nové a v testovaci ¢asti bylo k bunkam pfidano médium s extraktem

100 %, 75 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 1 % a plato bylo vloZeno do inkubatoru.

Dale byly bunky po 24 hodindch kultivace testovany v pfimém kontaktu

s Casticemi. V tomto piipad¢ bylo pouzito 12-ti jamkové plato a do testovaci ¢asti byl
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k bunikam, vzdy po dvou jamkéch, pfidan 1 ml média s ¢asticemi v nasledujicich koncent-
racich: 10, 8, 6, 4, 2 mg/ml média a na dalSich 24 hodin byly bunky kultivovany

v inkubatoru.

Pro test bunéné migrace bylo opét pouzito 12-ti jamkové plato a k bunkam byl

pfidan 1 ml suspenze nanocastic v médiu o koncentracich 1, 2, 3, 4, 5 mg/ml média.

6.4.3 MTT test

Po 24 hodinové kultivaci bunékv 96-ti jamkovém platu s riiznymi koncentracemi ex-
traktu bylo odsato médium ze vSech jamek. Do kazdé jamky bylo pfidano ¢isté médium a
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid — MTT (Molecular Probes,
USA). Buiiky byly odlozeny na dalsi 4 hodiny do inkubétoru. Béhem této doby byl MTT
metabolizovan na formazan, ktery méa hvézdicovity tvar. Déle bylo odsato 40ul roztoku.
Toto mnozstvi bylo ponechano v pipeté a poté byl odsat zbytek roztoku a navraceno 40ul
z pipety do kazdé jamky. K tomuto mnozstvi bylo ptidano 80 pl dimetr sulfoxidu — DMSO
(Molecular Probes, USA) pro rozpusténi formazanu, ktery se nechal pisobit 15 minut. Poté
bylo vysledné zabarveni méteno spektrofotometrem pii vinové délce 570 nm, pticemz vy-
sledné absorbance odpovidala poctu zivych bun€k. S vy$§im poctem zivych bunck se bude
zvySovat koncentrace metabolizovaného formazanu, a tedy bude nartstat i absorbance, coz

je patrné z obr. €. 4 (Molecural Probes, 2002).

Obrazek €. 4 Strukturni vzorec 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl
tetrazolium bromid (Molecular Probes, 2002).
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Obrazek ¢. 5 Graf zavislosti absorbance na koncentraci bungk,

upraveno dle Molecular Probes, 2002.

6.4.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro testovani pomoci fluorescenéni mikroskopie byly pouZzity buniky bunétné linie
NIH/3T3, ke kterym byly ptidany céstice v pfimém kontaktu v koncentracich 10, 8, 6,
4, 2 mg/ml média. Po kultivaci v inkubatoru bylo k buitkdm ptidano 40 pl/ml fluorescencni
barvivo Hoechst 33258 (Molecular Probes, USA), neboli pentahydrat (bis-benzimide).
Plato bylo uloZeno na 15 minut do inkubatoru. Médium s barvivem bylo odsato a bunky
v kazdé jamce byly oplachnuty 1 ml PBS. Nasledné byla vyhodnocena viabilita bunék po-

zorovanim na fluorescenénim mikroskopu a potizenim mikrofotografii.

Pouzité barvivo Hoechst je modré fluorescenéni barvivo, které je schopno vazat se
s bunécnou DNA, konkrétné na nukleotidovy par adenin a thymin. Barvivo absorbuje své-
telné zateni o dané vlnové délce. Tim dochazi k zvySeni energie a vyzatfeni svétla o delsi
vlnové délce, ¢imz dojde ke zviditelnéni DNA. To ndm umoziluje vyuZzit barviva pro de-

tekci DNA, a tedy i pro zjiSténi po¢tu bunék (MolecularProbes, 2005).
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Obrazek ¢. 6 Strukturni vzorec fluorescen¢niho barviva Hoechst 33258

(Molecular Probes, 2005).
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7 VYSLEDKY

V nasledujicich podkapitolach budou uvedeny vysledky testovani potencidlné toxické
latky, kterou byly nanocastice magnetickych oxidii Zeleza. Ke stanoveni cytotoxicity byl
nejprve pouzit extrakt nanoc¢astic v ruznych koncentracich. Cytotoxicita extraktu castic
byla vyhodnocena pomoci MTT testu a mikrofotografii pofizenych na mikroskopu

s fazovym kontrastem.

Dale pro stanoveni cytotoxicity byl pouzit ptimy kontakt nanocastic s buitkami. Z di-
vodu mozné reakce nanocéstic a MTT bylo pro vyhodnoceni pouzito mikrofotografii
ziskanych pomoci fluorescenéniho mikroskopu a mikroskopu s fazovym kontrastem.

V pifimém kontaktu ¢astic s buiikami byl také proveden test na buné¢nou migraci.

Vysledky jsou prezentovany ve formé tabulek a obrazkil. V tabulkdch jsou uvedeny
primérné hodnoty absorbance vzorkt, pficemz primér byl ziskan ze ctyf méteni kazdé
koncentrace. V tabulkach je také vyhodnoceno procentudlni porovnani viability bunék
s referenci dle normy ISO10 993-5: hodnota rovna 100 znamena 100 % Zzivotaschopnych
buné¢k; > 80 vyjadiuje necytotoxicky efekt; 60 — 80 slaba cytotoxicita; 40 — 60 stfedni cyto-
toxicita; < 40 silna cytotoxicita. Déle jsou zde zobrazeny mikrofotografie zprostiedkované

fluorescencnim mikroskopem a mikroskopem s fdzovym kontrastem.

7.1 Stanoveni cytotoxicity extraktu nanocastic na linii NIH/3T3

Vysledky zobrazeny v grafu ¢. 1 odpovidaji koncentraci bunck (vyjadienych absor-
banci) jednotlivych koncentraci extraktu nanocastic magnetickych oxidl Zeleza pfi testu
MTT. 100% extrakt byl ziskdn ze suspenze o koncentraci 0,2 g ¢astic v 1 ml kultivacniho
média. Jak 1ze vycist z grafu, se zvySujici koncentraci extraktu klesd absorbance, tedy 1
mnozstvi preziv§ich bun€k. Vyraznéjsi pokles absorbance, tedy narist cytotoxicity je patr-
ny pii koncentraci 75 % extraktu. Jesté vyraznéjsi nartist cytotoxicity je v piipadé nejvyssi
koncentrace. Naopak, koncentrace nizsi nez 75 % extraktu vykazuji podobnou absorbanci

jako reference. U téchto koncentraci tedy doslo k minimalnimu umrti bunék.
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Obrazek ¢. 7 Graf zavislosti absorbance na koncentraci extraktu nano¢astic
Koncentrace extraktu Z' tasch ¢
nanocastic oxidl zeleza Primér + SD p o asoc opnos
0 [%]
[%]
100 0,2295 + 0,0055 0,0000 44,17
75 0,4094 £ 0,0217 0,0000 78,79
50 0,4929 + 0,0458 0,2175 94,87
25 0,4840 + 0,0361 0,0954 93,16
10 0,4665 £0,0171 0,0120 89,78
5 0,5175 £ 0,0160 0,9194 99,60
1 0,4999 + 0,0280 0,3441 96,21
Reference 0,5196 + 0,0395 0,0000 100

Poznamka: >80% =necytotoxicky efekt; 60—80% = slaba cytotoxicita; 40-60 %= stfedni cytoto-
xicita; <40% = silna cytotoxicita.

Tabulka ¢. 1 Stanoveni vlivu extraktu nanocastic Zeleza na bunéénou viabilitu.

Tabulka ¢. 1 potvrzuje a dopliiuje vysledky uvedené v grafu. Vyhodnoceni prob&h-
lo pomoci Studentova T- testu, ktery vyjadiuje prukaznost rozdili v cytotoxicité jednotli-
vych koncentraci. Druhym zpiisobem vyjadieni vlivu testované latky na bunécnou viabilitu
je pak pomoci ISO normy, kterd vyjadiuje procentualni pokles zivotaschopnosti bunék

v porovnani s referenci. Z vyhodnoceni T — testu je zfejmé, Ze viabilita bunék kultivova-
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nych za ptitomnosti 100%, 75% a 10% extraktu nanocastic je statisticky prikazné odli$na,
jelikoz se hladina vyznamnosti u téchto koncentraci blizi k nule nebo je ji rovna. Nizka
hodnota hladiny vyznamnosti u 10% koncentrace byla zpisobena mensi smérodatnou od-
chylkou a niz§im primérem. Pti vyjadfeni vlivu pomoci ISO vSak tento vykyv nebyl vy-
znamny, protoze ve vSech koncentracich 1 az 50 % je Zivotaschopnost bunék srovnatelna
s referenci. Vliv téchto koncentraci na buiiky je tedy nizky. Pokud tyto vysledky zhodno-
time podle ISO normy, zjistime, Ze koncentrace 1 %, 5 %, 10 %, 25 % a 50 % v porovnani
s referenci vykazuji zivotaschopnost v rozmezi 80 — 100 %, a proto miizeme fict, Ze tyto
koncentrace extraktll nevykazuji cytotoxicitu. U koncentrace 75 % je Zivotaschopnost bu-
nék 78,79 %, coz vypovida o slabé cytotoxicité této koncentrace. Stoprocentni extrakt na-
nocastic magnetickych oxidl Zeleza snizuje zivotaschopnost bun¢k podstatné vice. Pii 100
% koncentraci vykazovaly bunky jen 44,17 % zivotaschopnosti, proto tuto koncentraci

miizeme oznacit jako stfedné cytotoxickou.

Pro zhodnoceni morfologie ¢i vyskytu apoptickych bun¢k je MTT test nedostacuji-
ci. Proto bylo pouzito foceni mikroskopem s fazovym kontrastem. Vybrané vysledné mik-
rofotografie miizeme vidét na obrazku ¢. 7. Konkrétné jsou zobrazeny snimky reference
a koncentrace 5 %, 25 %, 50 %, 75 % a 100 %. Z mikrofotografii mizeme usoudit, ze
nanocastice magnetickych oxidl Zeleza nemaji patrny vliv na morfologii bunék a co se
tyCe poctu zivych bunék, snimky odpovidaji vysledkim MTT testu uvedenym v tabulce.
Na mikrofotografiich B) az D) je pocet i vzhled bun¢k srovnatelny s referenci na snimku
A), coz odpovida necytotoxickému ucinku téchto koncentraci. Na snimku F), ktery odpo-
vida 100% koncentraci extraktu, je vidét jednoznac¢ny rozdil od ostatnich koncentraci. Ne-
doslo ale k zaniku vSech bunék, miizeme tedy potvrdit stiedni cytotoxicitu této koncentrace
dokéazanou v tabulce ¢. 1. Na snimcich vidime zdravé buiiky, bez vyskytu morfologicky
odlisnych bunék nebo apoptickych télisek. Ty by vypovidaly o programované bunécné
smrti, ke které by doslo v ptipad¢ poskozené DNA.
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Obrazek ¢. 8 Mikrofotografie bunécné linie NIH/3T3 pfi vyhodnoceni
cytotoxicity extraktu: A) refernce B) 5 %; C) 25 %; D) 50 %; E) 75 %;
F) 100 %. Zvétseni mikrofotografii je 100x.
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7.2 Stanoveni cytotoxicity pfimého kontaktu nanocastic s bunéénou linii

NIH/3T3

Cytotoxicita nanocastic byla dale posuzovana v pfimém kontaktu s buitkami. Pro vy-

hodnoceni byl pouzit mikroskop s fazovym kontrastem a fluorescenéni mikroskop.

Na obrazku €. 8 jsou zobrazeny mikrofotografie ptimého kontaktu ¢astic. Zajimavym
zjiSténim bylo hromadéni ¢astic v mistech vyskytu bunék. Tato interakce by mohla byt
pfedmétem budouciho vyzkumu. Na vybranych snimcich A) az D), pofizenych mikrosko-
pem s faizovym kontrastem, miiZeme pozorovat ubytek bun€k se zvySujici se koncentraci.
Koncentrace 8 mg/ml a 10 mg/ml média nejsou zobrazeny, nebot’ buiiky byly huie viditel-
né kvili vyssi koncentraci ¢astic. Vysledky pfimého kontaktu se shoduji s vysledky pti
testovani extraktu. ZvétSeni pro tyto snimky bylo 100x. Mikrofotografie E), F) byly
pofizeny fluorescenénim mikroskopem pii 40x zvétSeni po obarveni barvivem Hoechst
33258. Diky barvivu, které obarvilo DNA mtizeme vidét pocet preziv§ich bunék. Pro
srovnani byly pouzity mikrofotografie reference — E) a koncentrace 6 mg/ml média — F),

kde mizeme pozorovat nizsi pocet bunck.
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E) F)

Obrazek ¢. 9 Mikrofotografie pfimého kontaktu nanoc¢astic s bunécnou linii NIH/3T3.

Snimky A) — D) pofizeny mikroskopem s fdzovym kontrastem a snimky E), F) potizeny
fluorescencnim mikroskopem. Koncentrace ¢astic v 1 ml média: A) 0 mg- reference,

B) 2 mg, C) 4 mg, D) 6 mg, E) 0 mg- reference, F) 6 mg
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7.3 Bunééna migrace

V mnohobunééném organismu bunky migruji pifi mnoha dulezitych procesech.
K tomu dochazi naptiklad pfi hojeni ran, béhem embryonalniho vyvoje nebo pfi imunit-
nich reakcich. V ramci mé bakalarské prace jsme testovali migraci bunck v pfitomnosti

nanocastic magnetickych oxidl zeleza.

Buiiky byly dva dny kultivovany v inkubétoru pro dosazeni plné influence v jednot-
livych jamkach. Poté byly do vrstvy bun¢k udélany pipetou ryhy a byly ptidany nanoc¢asti-
ce. Jelikoz pii vétSich koncentracich nanoc¢astic jsou buiiky méné viditelné, byly zvoleny
niz8§i koncentrace nez v pfedchozim testu. Byly pouzity suspenze ¢astic o koncentracich
1, 2, 3, 4, a 5 mg/ml kultivacniho média. Po ptidani nanocastic bylo plato vlozeno do inku-
batoru. Mikrofotografie byly potfizeny mikroskopem s fazovym kontrastem. Snimek A)
zobrazuje koncentraci 1 mg/ml pted kultivaci. Mikrofotografie B) az E) byly vyfoceny po
24 hodinach v inkubatoru. Na snimku B) jsou bunky bez nanocastic a mizeme vidét ze,
bunky poriistaji prazdna mista. Se zvySujici se koncentraci nanocastic v médiu tato schop-
nost klesa. Ze snimku E), na kterém je zobrazena koncentrace 4 mg/ml miizeme pozorovat
tendenci nanocastic shlukovat se v misté¢ vyskytu bun€k, stejné¢ jako v predchozim testu.
To je také viditelné na snimku F), kde je zobrazeno celé plato po 24 hodinach od ptidani
nanocastic. Ze snimku lze potvrdit to, co bylo popsano vySe. V referen¢nich jamkach je
bunikami pokryta celd plocha, kdezto se zvySujici koncentraci pozorujeme, jak nanocastice
negativné ovliviiuji vazbu bunék na dné jamek. Adheze bunck k povrchu je dulezita pro
fizeni bunéénych funkci, riistu, migrace a diferenciace. K ovliviiovani adheze mize docha-
zet tim, Ze nanocastice ovlivituji receptory na povrchu bunék a buniky ztraci schopnost
adheze, nebo nanocastice mohou butiky strhavat svou vlastni vahou. Pravou pfi¢inu ale
momentalné¢ nedokdzeme posoudit. Mikrofotografie G) a H) byly vyfoceny paty den od
vlozeni do inkubdtoru. Mtzeme vidét, ze i pfi koncentraci 4 mg/ml postupné doslo
k portistani prazdného prostoru bunikami. Koncentrace 5 mg/ml neni zobrazena pomoci
mikroskopu s fAzovym kontrastem, nebot pfi této koncentraci byl viditelny jen maly pocet

bunék.
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Obrazek €. 10 Mikrofotografie migrace bunééné linie NIH/3T3 pfi ptimém kontaktu
s nanoc¢asticemi. Koncentrace nanoc¢astic v 1 ml média: A) 1 mg (pfed vlozenim do
inkubatoru) B) 0 mg - reference, C) 1 mg, D) 2 mg, E) 4 mg, F) fotografie plata,
G) 1 mg, H) 4 mg.
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8 DISKUZE

Nanoc¢astice magnetickych oxidi Zeleza jsou stale pfedmétem vyzkumu pro jejich
uplatnéni v biomedicinskych aplikacich, pfedevsim jako nosice 1é¢iv, kontrastni latky pro
MR a pfti lokalni hypertermii, o kterych je vice pojednano v teoretické ¢asti této prace. O
vyuziti nanocastic v biomediciné se zacalo uvazovat v 70. letech minulého stoleti a od té
doby bylo provedeno mnozstvi testll na jejich cytotoxicitu (Pisanic, Jin a Shubayev, 2009).
V mediciné se Castice Zeleza obalené dextranem vyuzivaji cca 25 let a jsou povazovany za
netoxické. Nicméné v nedavnych in vitro studiich byly zjistény nové nezadouci interakce
mezi ¢asticemi a bunéénymi mikrostrukturami (Soenen a Cuyper, 2010). Proto jsou nano-

¢astice magnetickych oxidl Zeleza neustale predmétem vyzkumu.

Vysledky vlivu nanocéstic na bunééné linie se v mnoha studiich znaéné lisi
v zavislosti na typu pouzitych nanocéstic a také na pouzité bunétné linii. Ptikladem
mizeme uvést test, ktery provedl Brunner et al. na mySich fibroblastech a na butikach lid-
ského mezoteliomu, pii koncentracich 0 — 30 ppm neobalenych nanoc¢éstic magnetickych
oxidl Zeleza. Po tfech dnech byly mysi fibroblasty k holym ¢ésticim necitlivé i pfi nejvys-
Sich koncentracich, kdezto pro lidské mezoteliomalni buniky byla letalni koncentrace
7,5 ppm (Brunner et al, 2006). Kdezto pfi testovadni cytotoxicity holych castic
v koncentraci 50 — 250 pg/ml na lidské mezenchymalni kmenové bunky, které provedl
Omidkhoda et al., nebyl zjistén negativni vliv (Markides, Rotherham a Haj, 2012). Déle
Gupta et al. pfi aplikaci holych nanocastic magnetickych oxidl Zeleza na lidskou plicni
epitelidlni bunéénou linii nezaznamenali u koncentrace 20-80 pg/ml toxicitu, zatimco pfi
aplikaci na lidské fibroblasty byla pfi stejné koncentraci zjiSténa prudka toxicita. Zatimco
pfi aplikaci na mysi fibroblasty nebyla zjiSténa zadna toxicita a to ani u koncentrace
500 pg/ml (Mahmoudi et al., 2011). Tomu odpovidaji i nase vysledky z MTT. Byly testo-
vany koncentrace 1%, 5% 10%, 25%, 50%, 75% a 100% extraktu a slaby cytotoxicky
ucinek byl pozorovan az u koncentrace 75 %. Nizsi koncentrace tedy miizeme oznaclit za
necytotoxické. To, Ze nanoc¢astice nevykazuji cytotoxicitu pti niz§ich koncentracich, potvr-
zuje naptiklad studie provedend Brunnerem et al., ve které byly taktéz pouzity mysi fibrob-
lasty. Cytotoxicky vliv nebyl zaznamenan ani pfi nejvyssi testované koncentraci, coz bylo
30 ppm. Cilem v mé praci tedy bylo zjistit koncentraci, ktera jiz bude ovliviiovat Zivo-
taschopnost bun€k. Toho bylo dosazeno u 75% extraktu nanocastic magnetickych oxidl

zeleza, ktery byl slabé cytotoxicky.
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Dalsi odlisnosti ve vysledcich zptisobuji obaly nanocastic. Jako pfiklad mizeme uvést
test, ktery provedl Berry et al. na lidskych fibroblastech. Po uplynuti 48 hodin mély ¢éstice
obalené¢ karboxydextranem vétsi vliv na morfologii, Zivotaschopnost, proliferaci a migraci
bunék nez ¢astice neobalené (Soenen a Cuyper, 2010). O nanocasticich magnetickych oxi-
di Zeleza je velké mnozstvi riznorodych testi a pro budouci vyvoj by bylo vhodné prova-

dét vice specifickych testt.

Pii testovani vlivu nanoc¢éstic magnetickych oxidl Zeleza na bunécnou migraci, byl
zjiStén negativni vliv, coz je patrné z pfilozenych mikrofotografii. Vliv na bunéc¢nou mi-
graci byl zaznamenan také pfi testovani nanocastic obalenych karboxydextranem na lidské
dermalni fibroblasty (Berry et al., 2004) a déle pii testovani na prasecich endotelidlnich
bunkach (Yang, Tang a Wang, 2010). Dale bylo pfi testu bunééné migrace zjisténo, Ze na-
nocastice snizuji bunénou adhezi k povrchu plat. Toto zjisténi se shoduje s testem prove-
denym Guptou a Curtisem, 2004, ktefi tento vliv pozorovali na lidskych fibroblastech a to
jak u nanocastic Cistych, tak i u obalenych polyetylen glykolem. Po 24 hodinach bylo
ptichyceno jen 36,04 % bunék v piitomnosti neobalenych ¢astic, kdezto Castice obalené
polyetylen glykolem nemély na adhezi ptili§ velky vliv, nebot’ 86,62 % bunék ziistalo pfi-
chycenych k povrchu. Mizeme tedy usoudit, Ze i material pouZzity na obal ¢astice ma pod-

statny vliv na buné¢nou adhezi.
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ZAVER

V praktické ¢asti této bakalatské prace bylo hlavnim cilem stanoveni cytotoxického
vlivu nanocéstic magnetickych oxidl zeleza, coz je jeden z mnoha testl, které dle normy
CSN EN ISO 10993 — 1 musi byt provedeny pred pouzitim materialu v lidském téle. Ptes-
toze nejsou nanocastice magnetickych oxida Zeleza novym objevem, pozornost jim je ve-
novana dodnes, nebot’ v neddvnych studiich in vitro byly objeveny nové interakce mezi
nanocasticemi a bunéénymi liniemi.

Konkrétné byl posuzovan vliv nanoc¢éastic magnetitu a maghemitu na buné¢nou li-
nii mysich fibroblasti. Pro vyhodnoceni cytotoxicity nanoc¢astic magnetickych oxidl Zele-
za byl pouzit MTT test pro extrakt nanocastic, dale test pfimého kontaktu nanocéstic
s buiikami a vliv ¢astic na bunéénou migraci. JelikoZ je zndmo, Ze nizké koncentrace nano-
¢astic magnetickych oxidi Zeleza nejsou cytotoxické, byly zvoleny koncentrace tak, aby-
chom mohli stanovit limitni hodnotu necytotoxicity. Hodnoty ziskané u konkrétnich kon-
centraci byly porovnavany s referenci — vzorek bunék bez testovanych ¢astic. K vyslednym
hodnotam z MTT testu bylo doplnéno statistické vyhodnoceni pomoci T-testu. Bylo zjisté-
no, ze 75% koncentrace extraktu ptipravené¢ho z 0,2 nanocéstic v 1 ml média vykazuje
slabou cytotoxicitu, tedy nizsi koncentrace jsou necytotoxické, coz se shoduje s testy pro-
vedenymi v minulosti. MTT test byl doplnén mikrofotografiemi pro zhodnoceni morfolo-

gie a vyskytu apoptickych bungk, které ale nebyly zaznamenany.

Test ptimého kontaktu nanoc¢astic magnetickych oxidii Zeleza a test bunécné migra-
ce byl vyhodnocen pomoci mikrofotografii, které¢ byly potizeny mikroskopem s fazovym
kontrastem. Bylo zjiSténo, Ze Castice se zvysujici se koncentraci maji vliv na migraci bu-
nék, coz mizeme oznacit jako negativni jev. V obou testech bylo pozorovano, ze dochazi
ke shlukovani ¢astic v misté¢ bunék a dale k ovliviiovani adheze bun¢k k povrchu. Jedna se
o slozité mechanismy, které dosud nebyly plné popsany a objasnény, a proto by mohly byt

pfedmétem budouciho vyzkumu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

p-NIPAAM Poly(N-isopropylakralamid)

MR Magnetické resonance
ROS Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
DNA Deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

NIH/3T3 Bunécéna linie mysich fibroblasta

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
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