Cytotoxicita kompozitu
zelezitych nanocastic

Katefina Skopalova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2015 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi polymert
akademicky rok: 2014/2015

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Katefina Skopalova

Osobni ¢islo: T12356

Studijni program: B2808 Chemie a technologie materialii
Studijni obor: Polymerni materialy a technologie

Forma studia: prezencni

Téma préce: Cytotoxicita kompoziti Zelezitych nanocastic

Zéasady pro vypracovani:

Studentka se v ramci teoretické prace seznami s doposud publikovanymi informacemi
o moinostech pfipravy magnetickych nanoéastic a jejich kompoziti. Také se zaméfi
na testovani jejich materidlovych a biologickych vlastnosti. V ramci praktické casti
bakalafské prace se studentka obeznami s praci v laboratofi bunéénych kultur, kde si
osvoji zakladni techniky prace v laboratofich. Zaméfi se na stanoveni a vyhodnoceni
testi cytotoxicity kompozitil Zelezitych nanocastic.



Rozsah bakalafské prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani bakalafské prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

Polymers for regenerative medicine. Publisher: Berlin ; New York : Springer, (2006) ISBN
3540333533.

Biomedical technology and devices handbook. Publisher: Boca Raton : CRC Press,
(2004) ISBN 0-8493-1140-3

Cell Biology: A Laboratory Handbook, Four Volume Set. Publisher: Academic Press, 3
edition (July 18, 2005). ISBN-10: 0121647307.

Culture of Animal Cells: A manual of Basic Technique. Publisher: Wiley-Liss; 5 edition
(July 29, 2005) ISBN-10: 0471453293.

Culture of Cells for Tissue Engineering. Publisher: Wiley-Liss; 1 edition (February 3,
2006) ISBN-10: 0471629359.

Vedouci bakalafské prace: Ing. Zdenka Kucekova
Ustav technologie potravin
Datum zadani bakaléfské prace: 16. ledna 2015

Termin odevzdani bakalaiské prace: 25. kvétna 2015

Ve Zliné dne 2. bfezna 2015

.

v, |
Y v \
, >
doc. Ing. Roman Cermak, Ph.D. K;«: 5 L / Ing. Lubomir Beni¢ek, Ph.D.
dékan AN o reditel dstavu



Ptijmeni a jméno: Skopalova Katetina Obor: Polymerni materialy a technologie

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

» beru na védomi, ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zdkona €. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a 0 zméné a doplnéni dalSich
zékoni (zakon o vysokych $kolach), ve znéni pozdé€jsich pravnich ptedpisi, bez ohledu
na vysledek obhajoby 1.

* beru na védomi, ze diplomova/bakalaiska prace bude uloZena v elektronické podobé v
univerzitnim informaénim systému dostupna k nahlédnuti, Ze jeden wytisk
diplomové/bakalafské prace bude uloZen na pfislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zliné a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace;

* byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné vztahuje
zakon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
0 zméné nékzt)erych zékonu (autorsky zakon) ve znéni pozd€jsich pravnich predpist, zejm.
§ 35 odst. 3 “;

«  beru na védomi, ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zakona ma UTB ve Zlin& pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona,

*  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovowbakalafskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Toma$e Bati ve Zling, kterd je oprdavnéna v takovém ptipadé ode mne
pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu nakladi, které byly Univerzitou Tomése Bati
ve Zlin€ na vytvoreni dila vynaloZeny (az do jejich skutené vyse),

* Dberu na védomi, ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomda3e Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym ucelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalarské prace vyuzit ke komerénim a¢elim;

«  beru na védomi, ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za sou€ast prace rovnéz i zdrojové kdédy, popt. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této souCasti muze byt divodem k neobhajeni prace.

(1) Vysokd skola nevydéleéné zverejiuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorézni prdce, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudkd

oponenty a vysledku obhajoby prostfednictvim databdze kvalifikaénich praci, kterou spravuje. Zpusob zverejnéni stanovi vnitini predpis
vysoké Skoly.



(2) Disertatni, diplomové, bakaldiské a rigorézni prace odevzdané uchazeéem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dnii pred
kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni veFejnosti v misté uréeném vnitinim predpisem vysoké Skoly nebo neni-li tak uréeno, v misté
pracovisté vysoké Skoly, kde se ma konat obhajoba prace. Kazdy si mize ze zvefejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdace autor souhlasi se zverejnénim své prace podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

%) zakon & 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékon (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich pravnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje $kola nebo 3kolské & vzdélévaci zafizeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo nepiimého
hospoddiského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potiebé dilo vytvoFené zakem nebo studentem ke spinéni $kolnich nebo
studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke skole nebo $kolskému ¢&i vzdélavaciho zafizeni (Skolni dilo).

# 26kon & 121/2000 Sb. o prévu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékont (autorsky zdkon) ve
2néni pozdéjsich pravnich predpisd, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo $kolské &i vzdélavaci zaFizeni maji za obvyklych podminek prévo na uzavieni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpira-li autor takového dila udélit svoleni bez vazného divodu, mohou se tyto osoby domahat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zdstdva nedotceno.

(2) Nenili sjedndno jinak, miZe autor skolniho dila své dilo uit & poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zjmy $koly
nebo 3kolského &i vzdélavaciho zafizeni.

(3) Skola nebo 3kolské & vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény pofadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosazeného v souvislosti s
ufitim dila &i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfiméfené pfispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podle
okolnosti of do jejich skutecné vyse; piitom se piihlédne k vysi vydélku dosaZeného $kolou nebo $kolskym &i vzdéldvacim zafizenim z uZiti
$kolninho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Magnetické nanocastice diky svym jedinenym vlastnostem nachdzeji uplatnéni
v biomedicinskych aplikacich. AvSak samostatné magnetické nanocastice mohou vykazo-
vat cytotoxicky efekt, coz je ve zminénych aplikacich nezadouci jev. Pouzitim kompozith
se muZe cytotoxicita snizit a navic maji vhodnéjsi vlastnosti pro aplikaci. Proto, je dana
prace zaméfena na in Vitro testovani cytotoxicity kompoziti Zelezitych nanocastic, konk-
trétné kompozity maghemitu na bazi silikonu. Pomoci MTT testu byl vyhodnocen vliv
extraktu kompozitl Zelezitych nanoc¢astic na bunécnou linii mysich fibroblasti. Také byl

posuzovan piimy vliv kompozitl zelezitych nanocastic na buné¢nou linii.

Klicova slova: Nanomaterialy, nanokompozity Zelezitych nanoc¢éstic, cytotoxicita, bunécna

lini NIH/3T3

ABSTRACT

Thanks to the unique properties, magnetic nanoparticles take place in biomedical applica-
tions. However, pure magnetic nanoparticles exhibit different levels of cytotoxicity, which
is undesirable in these applications. The cytotoxic effect could be reduced by using of
comopsites of the nanoparticles. Therefore, this bachelor thesis is focused on the in vitro
testing of the cytotoxic effect of iron oxides composites, concretely maghemite based sili-
cone composites were used. The influence of cytotoxicity of composite extracts was de-
termined by MTT assay using mouse fibroblast cell line. Moreover, the direct contact of
composites to the cell line was observed.

Keywords: Nanomaterials, iron oxide composites, cytotoxicity, NIH/3T3 cell line
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UvVOD

Nanocastice oxidl Zeleza a jejich kompozitlh maji diky svym magnetickym vlastnostem
a velikosti vhodné vlastnosti pro vyuziti v biomedicinskych aplikacich. V teoretické ¢asti
prace jsou popsany jednotlivé piiklady aplikaci, konkrétné magnetickd resonance, hyper-
termie a cilené uvolnéni 1éCiv. Prace vSak neni zaméfend pouze na vyuziti nanocastic, ale

muzeme se v ni seznamit i s jejich fyzikalnimi vlastnostmi nebo ptipravou.

Vzhledem Kk vyuziti v biomedicing, je u pouzivanych nanomateriali dulezita jejich bio-
kompatibilita. Jednou z podminek biokompatibility je, aby material nevyvolal cytotoxicky
ucinek. Cilem praktické ¢asti bylo tedy stanovit cytotoxicitu kompoziti zelezitych nano-
castic a to konkrétné kompozith maghemitu na bazi silikonu. Z tohoto diivodu se prakticka
Cast predlozené bakalaiské prace zabyva testovanim vlivu extraktu kompoziti na bunééné
linie mysich fibroblasti. Vyhodnoceni cytotoxicity bylo provedeno pomoci MTT testu,
ktery je popsan i v teoretické €asti prace. Pro posouzeni morfologie bunck byly potizeny i
snimky pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem. Dale byla cytotoxicita kompoziti po-
suzovana v piimém kontaktu s buné¢nou linii. Po dobu jednoho tydne byly bunky inkubo-
vany v pfitomnosti kompoziti zelezitych nanocastic, sledovany a pribézné byly potizova-

ny mikrofotografie opét pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem.

Nizké koncentrace nanocastic oxidl Zeleza jsou povaZzovany za necytotoxické, ve
vysSich davkach a pti delSich dobach expozice ale dochazi ke snizeni viability bun¢k. Pou-
zitim jejich vhodnych kompoziti se cytotoxicita miize vyrazn€¢ ovlivnit, coZ potvrzuji
I vysledky praktické Casti prace. Zkoumany nanokompozit maghemitu na bazi silikonu
nevykazoval cytotoxicitu ani pii vysokych koncentracich ¢i pii delsi dobé expozice. Proto

je tedy vhodnym materidlem pro vyuziti v biomedicinskych aplikacich.
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1 NANOMATERIALY A NANOTECHNOLOGIE

Nanomaterialy (NM) jsou definovany jako latky, u nichz je alespon jeden rozmér mensi
nez 100 nanometrt. Pro pfedstavu je jeden nanometr 100 000krat mensi nez prumér lid-

ského vlasu (Alagarasi, 2011).

Obor nanotechnologie se zabyva vyzkumem a také technologickym vyvojem na atomo-
vé, molekuldrni nebo makromolekularni trovni. V nanotechnologii se zkouma i vytvaieni
a pouzivani struktur, zafizeni a systému, které¢ maji vzhledem ke svym malym nebo inter-

mediarnim rozmériim nové vlastnosti a funkce (Prnka a Sperlink, 2004).

Nanotechnologie se v poslednich letech rozviji v fad¢ oblasti, napt. v oblasti nanomate-
riald, kde jsou zkoumany a vyvijeny nové druhy materialovych systému, dale v nanoelek-
tronice, kterda se zamétuje na elektronické vlastnosti nanostruktur pro vyuziti v budoucich
informacnich technologiich, nebo nanobiotechnologie, kde se nanotechnologie vyuziva pti
zkoumani biologickych systému, coz bude mit vyuziti v Iékaiskych technikach a pti mole-
kularni diagnostice (Prnka a Sperlink, 2004).

1.1 Vyuziti nanomateriali

Jak jiz bylo zminéno, NM maji velice Siroké spektrum vyuziti. Kazda z aplikaci si vy-
zaduje odlisné vlastnosti pouzitého NM (Tartaj et al., 2003). Napft. v kosmetickém prumys-
lu si nasli uplatnéni nanocastice oxidu titani¢it¢ho TiO; a oxidu zirkonic¢itého ZrO,, které
se pridavaji do opalovacich krémil a pletovych vod. Oxid titaniCity se nepouziva pouze
v kosmetice ale také napiiklad na optimalni zatmaveni skel. Povrch skla se da také pokryt
nanocasticemi oxidu kfemicitého SiO,, ¢imz dojde k zabranéni sraZzeni vody na skle a vyu-
ziva se predevSim pro skla automobilli nebo koupelnovych zrcadel. Nanostrukturni povla-
Ky se mohou nanaset také na fezné nastroje a Casti stroji, které se tak stanou odolnéjsi viici
odéru a opottebeni. V nanoelektronice se vyuzivaji fullereny pro vyrobu tranzistoru, dis-
plejii a paméti s lepSimi vlastnostmi nez maji doposud. Lze vyrobit 1 fullereny valcového
tvaru, ¢imz vznikaji ¢isté uhlikaté nanotrubky. Nanotrubky jsou vzhledem ke svoji lehkosti
velice pevné a mohou vést teplo a elektricky proud. Vyrobila se z nich pevna folie, ktera se
pouziva pii vyrob¢ skel. Takova skla se pak se diky pouzité folii stavaji pevnéjsi a diky jiz

zminénym vlastnostem je Ize vyhiivat (Kubinek a Stranska, ).

V odévnim pramyslu nanoc¢astice umoznuji vyrobu bavinénych tkanin, které se nemac-

kaji a neSpini. Z textilnich nanovldken se vyrabi pevné textilie. Textilie obsahuji pory



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

a maji velice dobrou filtratni schopnost, ale nejsou propustné pro bakterie ¢i viry, proto
nasli své vyuziti v mediciné pro kryti ran nebo pfti rekonstrukci kize, kosti, svali ¢i nervo-
vé tkang. Tyto textilie dokéazi také dobte absorbovat zvuk, daji se tedy vyuzit k odhlu¢néni

napf. automobilovych interiérti (Kubinek a Stranska, ).

Siroké vyuziti maji NM také v biomedicing jako kontrastni latky p¥i magnetické reso-
nanci, k 1é¢eni rakoviny pomoci hypertermie nebo jako nosice 1é¢iv (Gupta a Gupta, 2005).

Této problematice bude vénovana samostatna kapitola.

1.2 Rizika nanomateriala

S NM pfichézi spousta moznosti vyuziti jejich unikatnich vlastnosti, ale také ekologické
a moralni problémy S jejich pfipadnym vyuZitim pro zménu charakteru existence. Kvili
piehledu dopadu pouzivani nanotechnologii na spole¢nost a zivotni prostiedi byla vypra-
covana fada studii. AvSak momentalné neni mozné predpovédét veskeré disledky novych
aplikaci, navic n¢které z nich se mohou projevit az za velmi dlouhou dobu (Hosek, 2010).
To, zda je nanocéstice v daném prostfedi aktivni a rizikova, zavisi na jejich vlastnostech,
napft. na velikosti a tvaru. Vezmeme-li pro ukdzku vlakna azbestu, kterd jsou nebezpecna
az v mikrorozmeérech, budou i NM hrozicim nebezpecim az pii urcité velikosti. Nanocasti-
ce se do prostfedi dostavaji lidskou ¢innosti, jako jsou spalovaci procesy, svafovani, opo-
tiebovavani pneumatik, ale i zcela pfirozenymi piirodnimi pochody, jako je naptiklad vul-
kanicka erupce nebo motsky piiboj. Z prosttedi potom diky svoji velikosti mohou pronikat
absorpci ptes kiizi, pozienim nebo vdechnutim do Zivych organismil a ovliviiovat fyziolo-
gické procesy v bunkach (Hosek, 2010). Nejc¢asteji dojde k poskozeni biomembran a bu-
néénych proteind, poSkozeni DNA, naruSeni respirace - transportu elektronli v buiice

a vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) (Sovova a Ko¢i, 2011).

Zatim byly NM nejvice testovany na bakteriich, sladkovodnich korySich, fasach a ry-
bach. Jak je znamo jiz fadu let, na bakterie ma nejvétsi toxicky ucinek stiibro Ag, u slad-
kovodnich organismu byla pozorovana toxicita u oxidu titanicitého TiO,, oxidu zine¢naté-
ho ZnO a méd’natého CuO nebo u fullerenti. Stale je velmi malo informaci o t¢incich NM
na motské organismy. NM se v motské vod¢ chovaji jinak nez ve sladkovodni a vzhledem
K tomu Ze vétSina prumyslového odpadu obsahujici nanocastice kon¢i v mofich, nemél by
se tento vyzkum zanedbavat. Nedostate¢né udaje mame také pro suchozemské organismy

nebo pro vyssi rostliny (Sovova a Koci, 2011).
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2 KOVOVE NANOMATERIALY

Nejveétsi uplatnéni z riznych druhtt NM maji ty, které se skladaji z prechodnych kovi,
jako je stiibro, zelezo a jeho oxidy. Dale se hodné vyuzivaji oxidy titanu, zinku nebo ceru
(Sovova a Koci, 2011). Pro biomedicinské aplikace jsou diky svym vlastnostem vyuZzivané

oxidy Zeleza, proto se na n¢ v nasledujicich kapitolach zamétime.

2.1 Oxidy Zeleza

Oxidy zeleza se v ptirod¢ vyskytuji v mnoha forméach. Nejc€astéji ve form¢ hematitu
(a-Fe,03), magnetitu (FesO4) a maghemitu (y-Fe,O3). Hematit patii mezi nejstarsi znamé
oxidy zeleza a je rozsifen v horninach a pidach (Teja a Koh, 2009) a tadi se mezi latky se
slabym magnetickym polem. Magnetit a maghemit, které se také vyskytuji v horninach,
jsou oxidy se silnym magnetickym polem a diky své biokompatibilité maji vétsi uplatnéni.
Jiz zminéné oxidy se daji mnoha zpisoby synteticky vyrobit a mit poZzadované vlastnosti
a velikost (Tucek, 2012). Mezi oxidy zeleza také patfi velmi vzacné formy [-Fe;Os
a g-Fe,03, které se v piirode témét nevyskytuji (Upol.cz) a jejich Cisté formy je velice ob-

tizné v laboratofich pripravit (Tucek, 2012).

2.1.1 Struktura a magnetické vlastnosti

Témeét vSechny oxidy zeleza jsou krystalické. Struktura a velikost krystalli zavisi na
podminkach, ve kterych se krystaly tvofi (Cornell a Schwertmann, 2003). Nanocastice oxi-
di Zeleza mizeme rozdélit podle jejich reakce na vnéj$i magnetické pole (Gupta a Gupta,
2005). Mohou byt paramagnetické, feromagnetické, antiferomagnetické nebo ferimagne-
tické. Atom zeleza obsahuje ¢tyfi neparové elektrony v 3d orbitalech a diky tomu ma veli-
ce silny magneticky moment. Pokud je krystal v paramagnetickém stavu, jsou jeho atomo-
vé magnetické momenty ndhodné uspotadany viici sobé navzajem a jeho vysledny magne-
ticky moment je nulovy. Vlozi-li se takovy krystal do vnéj$iho magnetického pole, dojde
k sefazeni nékterych atomovych momentt v jednom sméru a bude tak vykazovat maly
magneticky moment. Krystal ve feromagnetickém stavu mé vSechny jednotlivé momenty
vyrovnany stejnym smérem i bez vnéjsiho magnetického pole (Teja a Koh, 2009). Po od-
stranéni z magnetického pole takovym latkdm neziistavaji zddné magnetické vlastnosti
(Gupta a Gupta, 2005). V pripadé feromagnetismu se jedna o kooperativni jev, jelikoz se u
jednotlivych atomtl neprojevi, projevi se az v piipade, kdy je uréity pocet atomul svazan

v pevné form¢. Po odstranéni feromagnetické castice z magnetického pole ziistane perma-
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nentn¢ zmagnetizovana (Gupta a Gupta, 2005). Ferimagnetické krystaly obsahuji dva typy
atomil s riiznymi magnetickymi momenty, které jsou uspotadany antiparalerné proti sob¢.
V ptipadé¢ antiferomagnetickych krystalil jsou magnetické momenty také usporadany anti-

paralerné, ale maji stejnou velikost, tudiz je vysledny moment nulovy.

/ Feromagne tsnms
/7’

=< — I

Antife ro magne tismus

TN

Feri .

Obrazek ¢. 1 Znazornéni atomovych momentil v jednotlivych typech materiald.

Upraveno dle Teja a Koh, 2009.

Nanoc¢astice malych rozmért (1-30 nm) maji superparamagnetické vlastnosti. Takové
latky vykazuji velmi silnou odpovéd’ na vnéjsi magnetické pole, maji nizkou nebo nulovou
zbytkovou magnetizaci, tim padem se po vypnuti vnéj$iho pole nepfitahuji mezi sebou

a jsou tak snadngji dispergovatelné (Babic, 2012).

2.1.2 Hematit (a-Fe,03)

Hematit se vyskytuje v pfirodé ve formé hnédocervenych minerald v horninach (Dudek,
2006). Ma rhombodendralné centrovanou hexagonalni krystalovou strukturu korundového
typu. Obsahuje hexagonalné tésné vazané ionty kyslikl, které jsou navrstvené podél krys-
talografického sméru. a-Fe;0O3 je schopny dvou magnetickych prechodii: prvni je ptechod
ze stavu paramagnetického do slabé feromagnetického pfti teploté 677 °C, druhy je pfechod

ze slabé feromagnetického do antiferomagnetického stavu a to pfi teploté -8°C (Tucek,
2012).
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Obrazek €. 2 Krystalické struktura hematitu, Sedé kola jsou Fe, bilé¢ O (Zboril,
Mashlan a Peridis, 2002)

2.1.3 Maghemit (y-Fe,03)

Maghemit se vyskytuje v ptirod¢ také jako mineral v horninach. Obsahuje pouze tro-
jmocné zelezo a ma kubickou krystalovou strukturu (Cornell a Schwertmann, 2003 ). Podle
magnetismu se fadi mezi ferimagnetické materialy. Pokud je vSak primér nanocastic mensi

nez 30 nm ziska superparamagnetické vlastnosti (Tucek, 2006)

Obrazek ¢. 3 Krystalicka struktura magnetitu, Sedé kola Fe, bilé O (Zboril, Ma-
schlan a Peridis, 2002)

2.1.4 Magnetit (Fe30y)

Magnetit, zndmy také jako magnetovec, ma ¢ernou barvu a jednd se o nejrozsifené;si
a nejdilezitéjsi zeleznou rudu vibec (Dudek, 2006). Svoji strukturou i magnetickymi

vlastnostmi by se dal srovnat s maghemitem ale na rozdil od ostatnich oxidi zeleza obsa-
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huje dvojmocné i trojmocné Zelezo. Ma plosné centrovanou kubickou strukturu a stejné

jako maghemit ma ferimagnetické vlastnosti (Cornell a Schwertmann, 2003).

2.2 Priprava

Nanocastice oxidl zeleza se daji pfipravit riznymi metodami, at’ uz je to vysrazeni
V roztoku, syntéza nanocastic z plynné faze, metoda sol-gel, redukce organickych slouce-
nin, hydrotermalni reakce a mnoho dalSich. Srazeni v roztoku je metoda, kterd umoziiuje
piipravu magnetickych nano&astic piesné danych tvart a velikosti. Céstice se pripravuji
pomoci homogennich srazecich reakci, kdy je nukleace a rust jader oddélena (Tartaj et al.,
2003). Takova metoda je pomérné levna, ke srazeni dochazi predevsim ve vodnych rozto-
cich, ale mohou byt pouzita i jina kapalna rozpoustédla. Faze a velikost Castic je zavisla na

koncentraci kationtti a pH (Teja a Koh, 2009).

Diky pouziti metody sol-gel je mozné dosahnout monodisperzni pfipravy nanocastic.
V reak¢nim roztoku jsou prekurzory ale i dalsi latky jako jsou napf. stabilizatory, pomoci
kterych se upravuji probihajici chemické reakce (Hosek, 2010), kterymi jsou hydrolyza
a kondenzace. V tomto pfipadé je roztokem také vétSinou voda, ale mize byt pfitomna i
kyselina nebo baze. Pouzitim baze se vytvari koloidni gely, v pripadé pouziti kyseliny se
zisk4 polymerni forma gelu. Velikost vznikajicich nanoc¢éstic je ovlivnéna rychlosti hydro-
lyzy a kondenzace, ¢im je hydrolyza pomalejsi, tim jsou i ¢astice mensi (Teja a Koh,

2009).

Syntéza z plynné faze také umoznuje piipravit nanocastice o pomérné stejnych tvarech
a i velikostech. V této metodé probihaji reakce jako je pyrolyza (tepelny rozklad), reduk-
ce, hydrolyza, oxidace a dal$i reakce vedouci k vysrazeni pevnych produktii z plynné faze.
CVD (chemical vapor deposition) proces probiha tak, ze se dodava kontinualné plyn s pre-
kurzory do reakéni komory se snizenym tlakem a teplotou vyssi nez 900°C, v niz dochazi
ke vzniku nanocastic. Vysledna velikost a morfologie ¢astic se upravuje naslednym tepel-

nym zpracovanim v proudech vysoce Cistych plyni (Teja a Koh, 2009).

Hydrotermalni reakce za vysokych tlakii vyuzivaji schopnosti vody, kterd za zvysenych
tlaki a teplot dokaze hydrolyzovat a dehydratovat kovové soli, diky cemuz vznikaji témét
nerozpustné oxidy kovil. Pomoci tlaku, teploty a reakéni doby se reguluje nukleace a rist

nanocastic. Vyhodou této piipravy nanocastic je ekologicky nezavadny proces, vzhledem
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K tomu, ze se nepouzivaji zadna organicka rozpoustédla nebo post-procedury jako je zihani

(Teja a Koh, 2009).

2.3 Aplikace v biomediciné

V poslednim desetileti se obor nanotechnologie vyvinul tak, ze lze vyrobit nanocastice
se specialnimi funkénimi vlastnostmi, diky kterym jsou pak vhodné pro vyuziti
v biomediciné (Gupta a Gupta, 2005).

Jednim z hlavnich problému vyuzivani nanocastic pro 1écbu je, jak dostat danou castici
na urcité misto v téle. Vyhodné je pouzit magnetické nanocastice, které se pomoci magne-
tického pole mohou koncentrovat na pozadovaném misté. Oxidy zeleza tento pozadavek
spliuji. Diky jejich vlastnostem muizeme vyuZzit nové moznosti pro aplikace v biomedicing,
konkrétné zlepSeni kvality magnetické resonance (MRI), 1é€bu nddorovych onemocnéni
pomoci hypertermie nebo umoznéni lokéalniho / cileného uvolnéni 1é¢iv pouze do specific-
kého mista. Pro in vivo aplikace jsou nejpouzivanéjsi ¢astice magnetitu (Fe;O,) a Castice

maghemitu (Fe,03), jelikoz jsou fyziologicky velice dobie snaseny (Berry a Curtis, 2003).

2.3.1 Magneticka resonance (MRI)

Magneticka resonance je neinvazivni technika, ktera poskytuje prufezové obrazy zevnitt
pevnych materialti a zivych organisma (Richardson et al., 2005). Pii daném vysetfeni jsou
sledovany zmény rota¢nich pohybt jader atomil (spinil). Nejvice se vyuZzivaji atomy vodi-
ku v molekulach vody. Pii vystaveni magnetickému poli zaCnou atomy srovnavat osy
svych magnetickych dip6lti do sméru tohoto pole. Po odstranéni vnéjSiho magnetického
pole nastane relaxace atomid do pivodniho stavu a dojde k vyzareni energie. Diky tomu
mizeme vytvofit obraz, pomoci kterého rozlisime zdravé tkané od patologickych (Maza-
nek et al., 2014). Obrazy mohou byt zlepSeny pfidanim kontrastni latky, bézné se pouzivaji
gadoliniové chelaty. Tyto latky ale maji rychlou tendenci se kumulovat v jatrech a diky

tomu maji kratké ptisobeni (Berry a Curtis, 2003).

Nanocastice oxidu zeleza hraji jako kontrastni latky velice dilezitou roli. Aby mohly
byt pouzity, musi splinovat dana kritéria: musi u¢inkovat pii dostatecné nizkych koncentra-
cich, aby se zabrénilo potencidlni toxicité¢, musi mit vhodné vlastnosti pro doruceni do
konkrétni tkané nebo organu, musi v cilovém misté zlstat po takovou dobu, aby mohlo
dojit k vytvofeni obrazu, a v neposledni fadé musi byt v pfiméfené dob¢ (n€kolik hodin)

vylouceny z téla (Krishnan, 2010).
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2.3.2 Hypertermie

Hypertermie je 1écebny postup, pii kterém dochazi ke zvySeni teploty v ¢astech téla,
kterd jsou postizena nadorovym onemocnénim. Praktikuje se spolecné s jinymi lécbami
rakoviny (Tartaj et al., 2003), jako je chemoterapie nebo radioterapie. Jedna se tedy o pod-
purnou metodu. Pii aplikaci hypertermie zaroven s radioterapii se davka ozafeni zmensi az
0 30% (Krishnan, 2010). Pfi samotné hypertermii dochazi k bunéénému zabijeni nadoro-
vych bunék pfi teplotach 41-43°C (Tartaj et al., 2003). Zdravé bunky jsou za normalniho
pH (okolo 7,4) a za standartni teploty rastu (37,5°C) dobie zdsobené kyslikem a zivinami.
V nadorech je zivin a kysliku nedostatek a také hodnota pH je jina, coz vede k tomu, Ze
jsou takové buniky vice citlivé na zmény teplot. Zména teploty méni funkce v mnoha kon-
struk¢nich a enzymatickych proteinech v buiikéch, které se podili na rastu a diferenciaci
bunék a apoptdze (Krishnan, 2010). ZvySeni teploty mize byt dosazeno pouzitim magne-
tickych nanocastic oxidu Zeleza. Tyto ¢astice jSou ohfivany ptisobenim vné&jsiho stiidavého
magnetického pole (Tartaj et al., 2003). Magneticky materidl uvnitf nddoru akumuluje
energii magnetického pole. V soucasné dob¢ se vyuzivaji tii metody: piima vsttikovaci
hypertermie (DIH - direct injection hyperthermia), hypertermie pomoci intersticialniho
implantatu (ITH - interstitial implant hyperthermia) a hypertermie pomoci arterialni embo-

lizace (AEH - arterial embolization hyperthermia) (Smolkova et al., 2015).

V ptipadé DIH se ptfimo do nadoru vsttikuje tekutina slozena z magnetickych nanocas-
tic. Hlavnim problémem této metody je nerovnomérné rozlozeni a Spatné zachovani nano-
Castic vnadorové tkani. Pfi IIH se feromagneticky material chirurgicky implantuje
v podob¢ ¢astic do nadoru. Velikost ¢astic se pohybuje v rozmezi nékolik milimetr. Ne-
vyhodou je, ze implantace ¢astic je pomérné obtizna, muze dojit k jejich korozi, alergiim
zpusobenych materialem a také ke zhorSeni budoucich radiologickych vysetteni. Pti AEH
se vstfikuje nizkoviskozni magneticky material do tepny, ktera dodava krev do nadoru.
DtleZitou vlastnosti materidlu je aby byl schopen v daném misté tvofit gely, ¢imZ dojde
k zastaveni dodavky krve do nadoru, tedy k embolizaci. Tato metoda je nejvhodnéjsi pro
1é¢bu jaternich nadorti, vzhledem k tomu ze takové nadory byvaji zdsobovany krvi hlavné

pomoci arteridlniho systému (Smolkova et al., 2015).

2.3.3 Cilené uvolnéni lé¢iv

Nevyhodou lé¢eni rakoviny pomoci chemoterapie je, Ze je relativné nespecificka. Léky

se podavaji intravendzné a dochazi k jejich distribuci v celém systému, coz vede k vedlej-
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$im Skodlivym ucinkim jako je napadeni i zdravych bunék (Pankhurts, 2003). Proto mezi
dalsi velice slibné aplikace magnetickych nanocastic patfi jejich vyuziti jako nosici 1é¢iv
pro mistné specifické uvolnéni 1€ka. Velikost, ndboje a povrch ¢astic jsou v tomto piipadé
velice diilezité. Napf. ¢astice s primérem vetsim nez 200 nm se ukladaji ve slezin€ a nako-
nec jsou odstranény fagocytujicimi buitkami a s primérem mensSim nez 10 nm jsou velice
rychle odstranovany pomoci extravazace. Optimalni velikost ¢astic se pohybuje v rozmezi
10 az 100 nm. Céstice v této velikosti jsou dostate¢né malé na to, aby se vyhnuly retikulo-
endotelovému systému, a také mohou pronikat do velmi malych kapilar v télesnych tka-
nich (Gupta a Gupta, 2005). Magnetické nanocastice maji tendenci se shlukovat a adsorbo-
vat na plazmatické proteiny. Tomuto se zabrani povrchovym pokrytim ¢astic pomoci amfi-
filnich polymernich latek, jako je polyethylenglykol (Gupta a Gupta, 2004) nebo dextran
(Pankhurts, 2003). Nosi¢ se tedy skladd z magnetického jadra (magnetit, maghemit)
a vnéjSiho obalu. Nosice 1€kt se injekéné vpravi do krevniho feci$t€¢ a pomoci vnéjsiho
magnetického pole se dosahne jejich koncentrace na ur¢itém cilovém misté v téle. Lék se
potom uvolni pomoci enzymatické aktivity nebo zmény fyziologickych podminek jako je

pH, osmolalita nebo teplota (Pankhurts, 2003).
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3 NANOKOMPOZITY

Jako nanokompozit se oznaCuje material, ktery je slozen ze dvou nebo vice heterogen-
nich slozek, pficemz alesponi jedna z nich nepfesahuje svymi rozméry hodnotu 100nm.
Nanokompozity se stejné jako ostatni nanomateridly mohou vyskytovat v pfirod¢ a to napf.
Vv kostech nebo ve schrankach korysu. Uméle pfipravované nanokompozity se pouzivaji od

70. let 20. stoleti (Hosek, 2010).

3.1 Nanokompozity v biomediciné

Jak jiz bylo zminéno, Zelezité nanocastice jsou vyuzivany pro biomedicinské aplikace
jako je napf. hypertermie nebo MRI. Ve vétSin€ piipadl je vhodné pouzit povrchové po-
kryti, které ovliviiuji koloidni stabilitu v krvi, agregacni chovani a cytotoxicitu. (Schweiger
et al., 2011). Po spravné povrchové upravé mohou byt takové nanocastice rozptyleny do
rozpoustédel za vzniku homogenni suspenze, pokud se jedna o suspenzi zelezitych nano-
castic pak ji oznacujeme jako ferrofluid. Povrch mtize byt upraven napf. pomoci organic-
kych polymert, kovt (napf. zlato), nebo pak oxidu kiemicitého ¢i hlinitého (Andrade et al.,
2013).

3.2 Nanokompozit maghemitu na bazi silikonu

Nanokompozit maghemitu na bazi silikonu se vyuziva pro 1é¢bu jaternich nadort po-
moci AEH. Tento materidl ma diky silikonové ¢asti emboliza¢ni schopnost a diky maghe-
mitu vysokou uc¢innost pti vytapéni nadoru pomoci stiidavého magnetického pole. Poca-
tecni slozky kompozitu jsou voleny tak, aby material ziistal kapalny po dobu 20 minut, coz
je doba postacujici k zaplnéni takovym materidlem cévni systém nadoru. Po uplynuti této
doby se zaéne rychle zvySovat jeho viskozita, dojde k vytvofeni embolie a k uzavieni cévy
zasobujici nador krvi (Smolkova et al., 2015).

Silikonové kaucuky jsou biokompatibilni, nevykazuji ptilnavost na zivé tkan¢ a vzhle-
dem k tomu, ze jsou mékké, neposkozuji cévy. Jsou schopny tésné piiléhat na sténach cév,

¢imz se snizuje pravdépodobnost obnovy pritoku krve (Smolkova et al., 2015).

3.2.1 Syntéza kompozitu maghemitu na bazi silikonu

Nanocastice maghemitu se pfipravuji srdzenim chloridu Zeleznatého a zelezitého ve
vodném amoniaku. Reakce se provadi v atmosféie argonu pfi teploté 70°C a za stalého

michani pti 700 ota¢kach za minutu. Vznikajici cerny prasek se magneticky oddéli, promy-
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je destilovanou vodou do neutrdlniho pH a vysusi se na vzduchu. Déle se prasek ziha po
dobu 6 hodin pii teploté 300°C. Zihani vede k oxidaci viech Zeleznatych ionti a prechodu
magnetitu na maghemit. Silikonovy elastomer se piipravuje podle popisu v patentech
(Smolkova et al., 2015).

Pro ptipravu kompozitu se v jedné nadobé (A) smicha poly (dimethylsiloxane-ko-
methylvinylsiloxan), nanocastice maghemitu a katalyzator s obsahem kyseliny hexach-
lorplati¢ité. V druhé nadobé (B) se pfipravi smés poly (dimethylsiloxan-ko-
methylhydrosiloxane) a poly (dimethylsiloxanu). Nasledné obsah nadoby B ptida k obsahu
nadoby A (Smolkova et al., 2015).

Obrazek ¢. 4 Schéma piipravy magnetického nanokompozitu. Upraveno dle

Smolkova et al., 2015.
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4  BIOKOMPATIBILITA NANOMATERIALU

Biomaterial se pouziva k vyrobé zatizeni, které slouzi k nahrazeni ¢éasti nebo néjaké
funkce zivého organismu. Casto se takové materidly pouzivaji pti 1é¢bé nemoci nebo po

urazech. Jednd se tedy o materidl, ktery je v tésném kontaktu s Zivou tkani (Biomaterials).

Zpisob jakym je umoznéno souziti biomateriali a tkani je uz po nckolik let vyvijeno
a sttedem pozornosti ve véd¢ biomateriali. Ve vétsing pripada je hlavnim pozadavkem na
material, ktery bude v kontaktu s tkainémi, chemicka a biologicka inertnost, tedy Ze neudéla
zadnou Skodu na tkanich. Existuje mnoho zpusobt, kterymi mezi sebou materialy a tkdné
komunikuji, hledani toho nejlepsiho materialu je proto zaloZeno na znalostech a pochopeni

vSech interakei mezi nimi (Williams, 2008).

4.1 Biokompatibilita

Biokompatibilita je velmi dualezita vlastnost pro jakykoliv material, ktery ptichazi do
kontaktu s zivou tkani (Williams, 2001). Jedna se o snasenlivost latek v biologickém pro-
stiedi. Takova latka se posuzuje podle interakce s prostfedim a to hlavné podle cytotoxic-
kého plisobeni, alergickych, karcinogennich, toxikologickych ¢i mutagennich reakci, podle
toho jak je latka biodegradabilni a v neposledni fad¢ také podle vlivu na infekéni procesy

(Velky 1ékaisky slovnik, 2008).

4.1.1 Principy biokompatibility

Jak jiz bylo zminéno, biokompatibilita neni fizena jen jednim procesem, ale je to souhrn
mnoha riznych procest, ke kterym dochdzi po umisténi materialu do zivé tkan¢. Dochazi

K interakcim mezi hostitelskou tkani a materialem (Williams, 2001).

Dulezita je stabilita pouzitého materilu, fesi se jeho korodovani a degradovani v orga-
nismu. Degradace mize mit za nasledek ztratu strukturalni integrity a mtze dojit k jeho
rozpu$téni nebo odstranéni, coz muze byt zadouci v piipadé, ze ma byt material z téla od-
bouran, ale i nezadouci v piipad¢ stalych implantatti. Produkty degradace mohou mit také
vliv na tkan¢ a to lokaln€ nebo systémove. Tento jev je ptiznivy, pokud maji produkty da-
nou biologickou funkci, ale také nezadouci pokud dojde k rozpadu neumysing (Williams,
2001).

Dalsi sledovanou zaleZitosti je, jak bude hostitelska tkan na materidl reagovat a k jakym

dojde zméndm. Ve vétsSin€ piipadd se material nebo dana latka pouziva jiz na poSkozenou
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nebo nemocnou tkan. Za ideélnich podminek by mélo dochéazet k rychlému a jednotvarné-
mu léceni. To Ze tkan reaguje na cizi predmét a Casto se jej snazi odbourat je ptirozeny
obranny mechanismus, ktery se vyvinul kvili boji proti mikroorganismiim. Je to zaklad

imunitniho systému, ktery je velice dulezity v boji proti nemocem (Williams, 2001).

Na karcinogenitu, mutagenitu a cytotoxicitu materidlu je kladen také velky dtraz. Pou-
zity materidl mize zplsobit mutace v bunikach. Pti vypusténi sloZek z povrchu materiala
muze dojit k chemické karcinogenité, ktera vyvolava mutace pouze na zakladé své che-
mické reaktivity. Dal§i moznosti vzniku nadoru je reakce zivé tkané, jakou je fibroza
a chronicky zanét. V takovémto prostiedi jsou mutagenni zmény pravdépodobnéjsi nez ve

zdravé tkani. Tento proces je nazyvan jako pevna faze karcinogenity (Williams, 2001).

Nelze ptredpokladat, Ze pokud bude jeden material vyhovovat ur¢itému pacientovi,
bude ten samy materidl vyhovovat i ostatnim i kdyZ maji stejné problémy, vzhledem
k tomu Ze se s vékem méni stavba organismu. Vliv mize mit také zivotni styl hostitele,

rozhoduje napf. to, jestli kouii nebo jakou ma fyzickou zdatnost (Williams, 2001).

4.2 Nanotoxikologie

Toxikologie je védni obor, ktery se zabyva bezprostiednim vlivem latek na organismus
ale také vlivem dlouhodobym, pomoci né¢hoz se zjisti, zda je latka karcinogenni, mutagenni
nebo zda vyvolava alergické reakce. Pokud je latka toxickd mize u organismu, ktery s ni
piisel do styku vyvolat otravu (Bezpecnost potravin, 2012). Pro zjisténi ptesného nebezpe-
¢i takovychto latek na ¢lovéka mohou byt pouzity biologické modely, pomoci kterych se
stanovi jejich potencialni toxicita. Pouzivaji se in vitro a in vivo metody (Krug a Wick
2011).

421 Invitro, invivo

In vitro, latinsky ve skle, je metoda testovani, ktera se provadi v kontrolovaném pro-
stfedi mimo zivy organismus (Marshall protocol). Slouzi pro rychlé a G¢inné posouzeni
toxikologickych ucinkd nanocastic. Poskytuji informace o moznych interakcich s lidskymi
bunikami a také se pomoci nich stanovuji Sskodlivé koncentrace nanocastic. Pouzivani no-
vych NM stale roste a testy in vitro odstranuji v mnoha piipadech potiebu in vivo testovani
(Arora et al., 2012). In vivo, neboli v zivém, je metoda, pfi niZ se pracuje se zivym orga-
nismem (Marshall protocol).
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Testovani pomoci bunéénych linii (in vitro) ma vyrazné vyhody:

e (dhaleni primarnich u¢inkl na cilové buiiky bez ptitomnosti vedlejSich Gcinkt
e Identifikace zdkladnich mechanismu toxicity v nepfitomnosti fyziologickych fakto-

ru

e Velka rychlost a u¢innost, nizsi naklady (Arora et al., 2012)
Najdou se ovSem i nevyhody:

e Sbuitkkami se pracuje mimo jejich pfirozené prostiedi (bez okolnich tkani, bez
krevniho z4sobovani, bez normalniho napajeni Zivin...)

e Velmi slozité napodobeni in vivo podminek (In vitro studies, 2014)

4.2.2 Bunééné kultury

Bunécna kultura se ziskava odstranénim bun¢k z zivocicha nebo rostliny a jejich na-
slednym rustem v ptiznivém umélém prostiedi. Buriky mohou byt z tkané odstranény pfi-
mo a roz€¢lenény pred kultivaci, a to bud’ enzymaticky nebo mechanickymi prostredky,
nebo mohou byt odvozeny od jiz zavedeného bunééného kmenu (Cell culture basics). Bu-
nécéné kultury se vyuzivaji v zékladnim a aplikovaném vyzkumu i ve vyrobé, kde maji ce-
lou fadu pouziti. Ve vyzkumu nasly uplatnéni piedev$im pro pokusy a to jako zdroj mate-
ridlu, tedy bunék (Vejrazka, 2008).

4.2.2.1 Typy bunécnych kultur

Zdrojem bungk pro zaloZeni kultury mize byt laboratorni zvife nebo ¢loveék, méné se
pak pouzivaji kultury buné¢k hmyzu nebo rostlinné bunééné kultury. Prvni kultura izolova-
nych bunék se oznacuje jako primarni neboli primokultura. PasdZzovanim primokultury
vznika sekundarni kultura tedy subkultura (Vejrazka, 2008). Pfi pasdzovani (subkultivaci)
dochazi k odstranéni média a prenosu bunék z ptedchozi kultury do cerstvého ristového
media (Cell culture basics). Bunky v sekundarni kultuie se péstuji tak dlouho, aZ se ziska
dostate¢né mnozstvi materialu pro pokus. U primarnich kultur mizeme rozlisit bunky po-
chazejici z normalni nebo nadorové tkané. Oba typy se bunék se od sebe 1isi svymi vlast-
nostmi. Nadorové bunky se 1épe mnozi a snaze se kultivuji. Normalni bunky maji na rozdil
od nadorovych omezenou Zzivotnost, po n€kolika pasdzich za¢nou starnout, méni svoje
vlastnosti a piestavaji se délit (Vejrazka, 2008). Pouzitim nesmrtelnych bunék ziskame
tedy kontinualni bunéénou linii, v pfipadé normalnich bun¢k kone¢nou bunéénou linii

(Cell culture basics).
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4.2.2.2 Kultivacni médium

Kultivaéni médium je nejdilezitéjsi soucasti kultivacniho prostiedi, protoze poskytuje
potiebné Ziviny, riistové faktory a hormony pro rist bunék, stejné jako regulaci pH a osmo-
ticky tlak kultury. Kultivaéni média miZeme rozlisit na bazalni média, média s nizkym

obsahem séra a média bez séra.

V bazalnim médiu roste dobie vétSina bunécénych linii. Obsahuji aminokyseliny, vita-
miny, anorganické soli, glukozu a sérum. Sérum je dulezitym zdrojem rustovych a adhe-
zivnich faktord, hormont, lipidi a minerald. Pouziti séra v médiu ma ale fadu nevyhod
jako jsou vysoké naklady, problémy s nezadoucimi ucinky (stimulace, inhibice rtstu), rizi-
ko kontaminace pokud sérum nebylo ziskano z duvéryhodného zdroje. Pouzivanim média
S niz§im obsahem séra se nezadouci UcCinky séra snizi. Takové medium musi byt pak obo-
hacené Zivinami a faktory zivoci$ného plivodu. Pouzivani medii bez séra ma vyhody ve
snadnéjsim Cisténi a zpracovani, vV presnéjsim vyhodnocovani bunéénych funkci a umoznu-
je vice konzistentni vykon. Nevyhodou je pak pozadavek konkrétnich formulaci médii na

kazdy bunéény typ a pomalejsi rast (Cell culture basics).

4.2.3 Stanoveni cytotoxicity materialu in vitro

Stanoveni toxicity materidlu se provadi podle pravidel stanovenych normou ISO
10993-5. Norma uvadi tfi kategorie zkousek a to zkouSku extraktu, zkousku ptimym kon-
taktem a zkousku nepfimym kontaktem. Volba jedné nebo vice z téchto kategorii zavisi na

charakteru zkoumaného vzorku (CSN EN ISO 10993-5).

4.2.3.1 ZkouSka extraktem

Zkouskou extraktem se cytotoxicita posuzuje kvalitativné i kvantitativné. Do kazdé kul-
tivani nadoby se odpipetuje podil bunééné suspenze. Kultura se inkubuje pii (37 £ 2) °C
na vzduchu za pfitomnosti 5% oxidu uhli¢itého. Pired kazdym zapocetim zkousky se pod
mikroskopem ovéfuje stav bunc¢k. Do kazdé kultiva¢ni nddoby se po odstranéni zivné pidy
pfida pfipraveny extrakt potencidlné toxické latky. Po inkuba¢ni dobé nejméné 24 hodin

se stanovuji cytotoxické u¢inky latky (CSN EN ISO 10993-5).

4.2.3.2 ZkouSka piimym kontaktem

U zkousky pfimym kontaktem dostaneme také kvalitativni i kvantitativni vysledky. Do

kazdé kultiva¢ni naddoby se stejné€ jako u zkousky extraktem odpipetuje bunécna suspenze
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anecha se inkubovat za stejnych podminek jako u zkouSky extraktem. Nasledné se
z nadoby odstrani zivna pida a piida se nova. Jednotlivé exemplaie zkouseného vzorku se
polozi na bunécnou vrstvu, mély by pokryvat jednu desetinu povrchu bunécné vrstvy.
Vzorky by se nemély pohybovat, aby buriky neposkodily. Opét se po 24 hodinové inkubaci
stanovi cytotoxické uéinky latky (CSN EN ISO 10993-5).

4.2.3.3 ZkouSka nepiimym kontaktem

Provadi se zkouska difuzi agarem a difuzi filtrem. Ob¢ zkousky umoziuji pouze kvali-
tativni posouzeni cytotoxicity. Pfi zkouSce difuzi agarem se po odstranéni Zivné pudy
z kultivacnich nadob piida Cerstva Zivna plida s agarem. Vzorky zkouSené¢ho materidlu se
polozi na ztuhlou agarovou vrstvu a nechaji se inkubovat. Nasledné se pted a po sejmuti
vzorkill z agaru stanovi cytotoxické ucinky latky. U zkousky difuze filtrem se do kultivacni
nadoby vlozi filtr pfed pfiddnim bunécéné suspenze. Po inkubaci se odstrani zivna pida
a filtr se pfenese na vrstvu ztuhlého agaru, strana s bunikami je otocend na agar. Na filtr se
pak polozi zkoumana latka. Nasledné se nadoby inkubuji, ale jen po dobu 2 h £10 min. Po

uplynuti doby se vzorky odstrani a stanovi se cytotoxicita (CSN EN ISO 10993-5).

4.2.4 Metody k stanoveni viability a proliferace bunék

Neexistuje metoda, ktera by byla dostate¢na pro ziskani veskerych informaci o toxicité
zkoumané latky. Nanocastice vyvolavaji rizné biologické reakce, proto je pro posuzovani

jejich toxicity nutnost kombinovani vice testt (Arora et al., 2012).

4241 MTT test

Jedna se o kolorimetricky kvantitativni test, ktery slouzi ke zkoumani Zivotaschopnosti
bunék. Poprvé byl navrzen v roce 1983 Mosmannem (Chapdelaine). Je hodné popularni
a Siroce vyuzivany o ¢emz svéd¢i i tisice publikovanych ¢lankt (Riss et al., 2013). Test je
zalozen na redukci zlutého Dbarviva MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

difenyltetrazoliumbromid] na fialové krystaly formazanu (Freimoser et al., 1999).

MTT se vpodobé roztoku pridava kbunkam a to obvykle v koncentraci
0,2 - 0,5 mg/ml, nasledné se buiiky s MTT nechaji minimalné 4 hodiny kultivovat. Zivota-
schopné buiiky s aktivnim metabolismem jsou schopny pomoci mitochondrialnich enzymt
preménit MTT na fialovy formazan. Mnozstvi formazanu je pifimo umérné poctu zivota-
schopnych bun€k a méfi se pomoci zmény absorbance pii 570 nm za pouziti spektrofoto-

metru. Formazan se uvnitt bunék hromadi ve form¢& krystalii, pfed méfenim absorbance je
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ho potieba rozpustit a to pomoci napt. DMSO (dimethylsulfoxid), dimethylformamidu
nebo isopropanolu (Riss et al., 2013).

Obrazek ¢. 5 Redukce ve vodée rozpustného MTT na nerozpustny formazan (Riss

etal., 2013)

4.2.4.2 Pratokova cytometrie

Pratokova cytometrie je povazovana za standardni metodu analyzy Castic v suspenzi
(Sinkorova, Zarybnicka, 2008). Slouzi na simultinni méfeni a analyzu fyzikalng-
chemickych vlastnosti bunék. Castice (nejéast&ji buiiky) protékaji piistrojem v proudu ka-
paliny. Vyuziva se zde principu rozptylu svétla, excitace a emise fluorochromnich molekul
k ziskani dat z mikroskopickych ¢astic a bunék. Velikou vyhodou pii cytometrii je, ze mu-
ze byt méteno az nékolik parametri soucasné. Bunky protékaji kapilarou vysokou rychlosti
a jsou ozafovany monochromatickym koherentnim zatenim, které je produkovano laserem.
Na rozdil od spektrofotometrie, u které se méii sumarni absorpce ¢i transmise, se u pruto-
kové cytometrie méfi fluorescence kazdé castice zvlast. Intenzita fluorescence jednotli-
vych ¢astic (bun€k) odpovidd mnozstvi struktur, na které je vazano fluorescenéni barvivo
(Slaninova et al., 2008). Mezi hlavni pfednosti cytometrie se fadi vysoka rychlost analyzy
jednotlivych bunck, moderni analyzatory dokazi zpracovat az desetitisice bun¢k za vtefinu
(Sinkorova, Zarybnicka, 2008). V praxi se cytometrie vyuziva pfedeviim pro diagnostiky
v hematologii, onkologii, imunologii a také v biologickém vyzkumu (Slaninova et al.,
2008).
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Obrazek ¢. 6 Schéma uspoiadani laseru a detektorti v prutokovém cytometru (Fil-

ters for Flow Cytometry, 2015)

4.25 Metody studia genotoxicity

Latka zptsobujici genotoxicitu ma Skodlivé uc¢inky na geneticky material bunky (Ko-
houtek, 2015). Nasledujici podkapitoly popisuji testy vhodné na posouzeni potencialni

genotoxicity latek.

4251 Amesuy test

Amesiv test je metoda, kterd slouZi pro posuzovani genotoxicity NM. Vyuziva se kmen
bakterie Salmonella typhimurium (Arora et al., 2012), ten ma mutovany gen, pomoci né¢hoz
jsou schopny syntetizovat aminokyselinu histidin. Bakterie se péstuje na zivné padé, ktera
histidin neobsahuje, takZze zde nemuze prezit. Béhem testu je tento kmen vystaven zkou-
mané latce a nasledné se sleduje, zda rostou a vytvari kolonie. Pocet kolonii, které preziji,
dokazuji mutagenni potencial zkoumané latky, jelikoz u nich dojde k mutaci a jsou schop-

né syntetizovat dany histidin pro pieziti samy (Sipek)

4.2.5.2 Kometovy test

Kometovy test se vyuziva pro vyzkum poSkozeni DNA a pfi testovani genotoxicity no-
vych chemikalii a 1é¢iv (Arora et al., 2012). Dochazi k elektroforéze bunék, poskozené
fragmenty DNA v prib&hu vycestovavaji z jadra, coz vysledné davéa obraz komety (Sipek).

Vyuziva se i pro hodnoceni toxicity nanocastic. Z dosud provedenych testii bylo zjiSténo,
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7e vét§ina nanoc¢astic ma negativni vliv na DNA, napt. zplsobuji oxidacni poruchy DNA

(Aroraet al., 2012).
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II.  PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

e Stanoveni toxicity extraktu kompozitl Zelezitych nanoc¢astic na bunéénych mode-
lech
e Stanoveni vlivu kompozith zelezitych nanocastic na bunéné modely v pfimém

kontaktu
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Testované nanocastice

Kompozity Zelezitych nanocastic, konktrétné kompozity maghemitu na bazi silikonu,
byly ptipraveny Ing. llonou Smolkovou, Ph.D. z Univerzity Tomase Bati ve Zling. Princip
vyroby kompoziti Zelezitych nanocasic je uveden v teoretické casti prace. Pfed pouzitim

¢astic pro testovani byly sterilizovany suchym teplem pii 120°C po dobu 40 minut.

6.2 Bunééné kultury a médium

Pro dany experiment byla pouzita bunétna linie mysSich embryonalnich fibroblastd
NIH/3T3 (ATCC CRL-1658, USA). Jako kultiva¢ni médium bylo pouzito Dulbecco's Mo-
dified Eagle's Medium (PAA Laboratories GmbH, Austria) s obsahem teleciho séra (Bi-
oSera, France) v koncentraci 10%. Meédium obsahovalo také antibiotika Peni-
cillin/Streptomycin a to v koncentraci 100 pg/ml (GE Healthcare HyClone, United King-
dom). Bunééné linie byly kultivovany pii teploté 37°C za piitomnosti oxidu uhli¢itého

v koncentraci 5% a ve vlhéeném vzduchu.

6.3 Pouzité pristroje a pomiicky

Pii experimentu byl vyuzivan biologicky inkubator Heracell 150i (Thermo Scientific,
USA), dale laminarni box s fizenou cirkulaci vzduchu HER Asafe KSP (Thermo Scientific,
USA), fluorescen¢ni mikroskop s fazovym kontrastem Olympus IX 81 (Olympus, Japon-
sko), spektrofotometr Infinite M200 PRO (Tecan, Svycarsko), centrifuga Eppendorf 5702
R (Eppendorf, Némecko), laboratorni tiepacka IKA KS 130 basic (IKA, GermanyNémec-
ko), autoklav Steam Stelirizer, 3870ELPV-D (Tuttnauer), horkovzdusna pec Binder ED 53
(Binder, Némecko), tkanovy plastik (TPP, Svycarsko), automatické pipety a mikropipety
(Eppendorf, Némecko).

6.4 Experiment

V nasledujicich podkapitolach budou uvedeny jednotlivé kroky experimentu, které byly
potiebné pro posouzeni toxického vlivu kompozith zelezitych nanocastic ¢astic na bunéc-

nou linii mysich fibroblasti.
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6.4.1 Kultivace a trypsinizace

Adherované bunky v kultiva¢ni nadobé (T75) byly po dosazeni 80%-ni konfluence
zkontrolovany pomoci mikroskopu. Nasledné byly asepticky pieneseny do laminarniho
boxu, kde se s nimi nadale pracovalo. Z kultiva¢ni nadoby bylo opatrné¢ odsato medium,
aniz by doslo k poskozeni bun¢k. Bunky byly oplachnuty 15 ml fosfatového pufru (PBS),
coz odpovida koncentraci 0,2 ml/cm®. Diky tomu byly odstranény zbytky média a séra,
poté byl pufr odsat. Dale bylo do kultiva¢ni nadoby ptfiddno 7,5 ml trypsinu, koncentrace
0,1 ml/ cm?, ktery zpusobil preruseni vazeb mezi jednotlivymi buiikami i mezi buinkami
a kultivaénim povrchem. Kultiva¢ni nadoba s trypsinem byla umisténa do inkubatoru po
dobu 15-20 minut. Buiiky byly pribézné kontrolovany pod mikroskopem. Po uvolnéni
bunék bylo do nadoby ptidano 7,5 ml média, vznikly roztok s buikami byl odpipetovan
z nadoby do centrifugac¢ni zkumavky. Zkumavka byla vlozena do centrifugy, ktera byla
pfedem vytemperovana na 37°C. Centrifugace probihala po dobu 3 minut pii otackach
1100 rpm. Po centrifugaci byly buiiky usazeny na dné¢ zkumavky, diky ¢emuz bylo umoz-
néno odsati supernatantu (médium a trypsin). Ziskany pocet bun€k odpovidal piiblizné
hodnoté 2.10”. Pomoci kultivaéniho média byly buiiky nafedny na koncentraci 1.10° bu-
nék/ml média. Za pouziti mikropipety byla ziskana bunééna suspenze nadavkovana do
96-ti jamkovych plat, v kazdé jamce bylo 100ul suspenze. Buné¢na suspenze byla davko-
vana také do Petriho misek o priméru 3,5 cm a to v mnozstvi 2 ml. Plata i Petriho misky

byly umistény do inkubatoru na 24 hodin k ptedkultivaci.

Obrazek ¢. 7 Davkovani bunééné suspenze na 96-jamkové plata pomoci multika-

nalové mikropipety.

6.4.2 Pridani vzorku

Podle normy ISO 10993-12 byl pfipraven extrakt kompozitnich nanocastic o koncentra-
ci 0,2 g ¢astic/l ml média. Testovany material byl za stalého michani inkubovan po dobu

24 hodin pfi teploté 37°C. Po uplynuti doby potiebné ke kultivaci bun¢k (24 hodin) bylo



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

Z 96-ti jamkovych plat odsato médium. V ptipadé reference bylo do jamek piidano 100 pl
nového média. Testovany matetsky extrakt (100%) byl zfedén médiem tak, aby byla ziska-
na série koncentraci 75%, 50%, 25%, 10% a 1%. Nésledn¢ byly extrakty o riizné koncen-
traci pfidany k bunkdm v jamkdch v mnozstvi 100 pl a plata byla vloZena do inkubdatoru.

Vsechny koncentrace byly provedeny ve ¢tyfech opakovanich.

Bunky byly testovany také v pfimém kontaktu s ¢asticemi. Buiniky v Petriho miskach
o pruméru 3,5 cm byly pfedkultivovany po dobu 24 hodin. Nasledné byly k bunkam
s médiem piidany testované vzorky, misky se nechaly dale inkubovat, prubézné byly za-
znamenavany zmény v proliferaci pomoci miskroskopu s kamerou. Do kazdé misky byla
vlozena 3 kolecka vzorku o priméru 0,5 cm. Referencni Petriho misky byly ponechany bez

vzorkl. Pokus byl proveden ve tfech opakovanich.

6.4.3 MTT test

Po uplynuti doby kultivace bunék s extrakty (24 hodin) byly z jamek v platech odsaty
extrakty s riznymi koncentracemi, v piipadé reference bylo odsato médium. Nasledné bylo
do kazdé jamky pfidano nové médium a  3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid - MTT (Duchefa Biochemie, Nizozemsko) v koncentraci 0,5 mg
MTT/1 ml média. Plata s MTT se nechaly inkubovat po dobu 4 hodin. Po uplynuti této
doby bylo z jamek odsato 40 ul roztoku, odebrané mnozstvi bylo ponechano v pipeté. Zby-
1y roztok v jamkach byl odsan a ponechané mnozstvi 40 pl bylo vraceno k bunikam. Do
jamek bylo pfidano 80 ul DMSO (dimethylsulfoxid), ktery se nechal ptsobit 15 minut.
Nésledovalo samotné méfeni absorbance pomoci spektrofotometru. Absorbance byla mé¢-
fena pfi vlnové délce 570 nm, referencni vinova délka byla nastavena na 690 nm. Vysledna
absorbance odpovidala poctu prezivsich bunék, ¢im vétsi pocet zivych bunék byl, tim vyssi

byla absorbance. Obecny princip MTT testu byl popsan v teoretické ¢asti prace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

7 VYSLEDKY

Tato kapitola bude vénovana vysledkiim testovani potencialné toxické latky a to kom-
poziti zelezitych nanocastic. Pro stanoveni cytotoxicity byl vyuzit extrakt nanoc¢astic
a také prfimy kontakt nanocastic s buitkami. V ptipad¢ vyhodnoceni cytotoxicity extraktu
byl pouzit MTT test a mikrofotografie byly pofizené na mikroskopu s fazovym kontrastem.
Pro vyhodnoceni cytotoxicity ¢astic v pfimém kontaktu byly provedeny mikrofotografie

pomoci mikroskopu s fdzovym kontrastem.

Vysledky prace jsou prezentovany ve formé tabulek a obrazki. Méfeni bylo provedeno
¢tytikrat pro kazdou koncentraci extraktu, v tabulkach tedy mizeme vidét primérné hod-
noty absorbance vzorkl. Dale je v tabulkdch vyhodnocena viabilita bun¢k v porovnani
s referenci dle normy ISO 10 993-5. V ptipadé reference je hodnota rovna 100, coz znaci
100% viabilitu bun€k, > 80 necytotoxicky efekt, 60-80 slaba cytotoxicita, 40-60 stiedni
cytotoxicita, < 40 siln toxicita (CSN EN ISO 10993-5).

7.1 Stanoveni cytotoxicity extraktu kompoziti Zelezitych nanocastic na

linii NIH/3T3

%

V grafu ¢. 1 jsou uvedeny vysledky cytotoxicity jednotlivych koncentraci extraktu
kompoziti zelezitych nanoc¢astic vyjadieny pomoci absorbance, coz odpovida koncentraci
bungk, v ramci MTT testu. Z grafu lze vycist relativné konstantni hodnoty namétené ab-
sorbance. Absorbance u vSech koncentraci se svymi hodnotami pftiblizuji k hodnoté absor-
bance u reference. Vysledky absorbance jsou shrnuty i v tabulce ¢. 1, kde je uvedena navic
hodnota viability bunék V procentudlnim vyjadieni podle normy EN ISO 10993-5.
Ve vsech koncentracich dosahovala viabilita bun€k ptiblizné 100%, konkrétné se pohybo-
vala v rozmezi 96,76% az 103,62%. Nejnizsi viabilita byla namétena v pfitomnosti 100%
extraktu, naopak nejvyssi pti 10% extraktu, rozdil téchto hodnot ale dosahuje pouze hod-
noty 6,86%. Podle uvedené normy se viabilita bun€k nad 80% povazuje za necytotoxickou.
Z grafu a tabulky tedy vypliva skutecnost, ze ani koncentrovanéjsi extrakty kompoziti
zelezitych nanocastic nezplsobuji snizeni viability bun¢k a ze Zz4dna z koncentraci tedy

nevykazuje cytotoxicky efekt.
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Koncentrace extraktu Pramérna hodnota Viabilita [%]
kompoziti Zelezitych absorbance + SD
nanocastic [%]
Reference 0,7232 +£0,0281 100,00
100 0,6997 +0,0148 96,76
75 0,7156 £ 0,0206 98,95
50 0,7325 +0,0209 101,29
25 0,7158 +0,0052 98,98
10 0,7493 + 0,0164 103,62
1 0,7483 +0,0250 103,47

Poznamka: > 80% = necytotoxicky efekt; 60-80% = slaba cytotoxicita; 40-60% = stied-
ni cytotoxicita; < 40% = silnd toxicita.

Tabulka ¢. 1 Stanoveni vlivu extraktu kompozitl Zelezitych nano¢astic na buné¢-

nou viabilitu

0,9

0,85

0,8

0,75

0,7

0,65

Absorbance [570nm]

0,6

0,55

0,5
0 20 40 60 80 100
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Graf ¢. 1 Zavislost absorbance na koncentraci extraktu kompozitl zelezitych na-

nocastic
MTT-test nam neni schopen zhodnotit morfologii a vyskyt apoptickych bun¢k. Pro zjis-
téni stavu bunék bylo pouzito foceni mikroskopem s fazovym kontrastem. Potizené mikro-
fotografie jsou zobrazeny na obrdzku €. 8. Snimky zobrazuji referenci a koncentrace 1%,
50%, a 100% po 24 hodinovém pusobeni. Ze snimki je patrné, ze extrakt kompoziti zele-

zitych nanocastic nema vliv na morfologii bun¢k. Mikrofotografie nam potvrzuji vysledky
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naméfené pomoci MTT testu. Mikrofotografie B), C) i D) je srovnatelna s mikrofotografii
reference (A), muzeme vidét, Ze pocet bunék i jejich vzhled je v podstaté stejny. Pokud by
se jednalo o cytotoxickou latku, doslo by k ubytku bun¢k s rostouci koncentraci a mohlo

by dojit k vyskytu morfologicky odlisnych bunék nebo apoptickych télisek.

D )

Obrazek ¢. 8 Mikrofotografie bunééné linie NIH/3T3 pii vyhodnoceni cytotoxici-
ty extraktu: A) reference; B) 1%; C) 50%; D) 100%. ZvétSeni mikrofotografii je
100x.

7.2 Stanoveni cytotoxicity kompoziti Zelezitych nanocastic na bunéénou

linii NIH/3T3 v primém kontaktu

Cytotoxicita kompozitl Zelezitych nanocastic byla posouzena i v ptitomnosti kompozi-
ti, tedy v pfimém kontaktu s bunéénou linii NIH/3T3. Pro vyhodnoceni byly zhotovené
mikrofotografie pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem. Proliferace bunck
Vv pfitomnosti kompozitl Zelezitych nanoc¢astic byla zaznamenavéana priabézné az po dobu 1

tydne pro posouzeni dlouhodobého efektu.
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Potizené snimky mizeme vidét na obrazku €. 10. Snimek A) a B) byl potizen po 24 ho-
dinach a pfi porovnani reference a snimku s kompozitem vidime, ze nedoslo ke snizeni
viability bun¢k ¢i zméné jejich morfologie a to ani v ptimé blizkosti u vzorku. Ani po
48 hodinach nedoslo ke sniZeni viability coz ndm ukazuji snimky C) a D). Mikrofotografie
E zachycuje vysledek pfimého kontaktu po 192 hodinach, opét nevidime zménu morfolo-
gie, naopak si mizeme povSimnout, ze doSlo ke zvySeni poctu bunék. Vysledky ptimého

kontaktu se tedy shoduji s vysledky pfi testovani extraktu.
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Reference Kompozit

E)
Obrazek ¢. 9 Mikrofotografie piimého kontaktu kompoziti Zelezitych nanocastic s

bunécnou linii NIH/3T3 vyhotovené v Case: A) a B) 24 hodin; C) A D) 48 hodin;
E) 192 hodin. ZvétSeni mikrofotografii je 40x.
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8 DISKUZE

Nanocastice oxidii zeleza 1 jejich kompozity jsou vhodnymi kandidaty pro stale vétsi
vyuziti v biomedicinskych aplikacich. Nachdzeji uplatnéni pfedevsim pfi magnetické reso-
nanci, jako nosic¢e 1éCiv a pii hypertermii. Pravé pro zminéné aplikace je velice dilezité

znat cytotoxicitu vyuzivanych latek.

Rada studii poukazuje na to, Ze nanodastice oxidi Zeleza jsou v nizsich koncentracich
neskodné. Jejich cytotoxicita zavisi tedy na koncentraci a také na dobé jejich expozice
s buiikkami. Kombinace magnetitu a maghemitu byla jiz schvalena pro klinické pouziti jako
MRI kontrastni latky (Valdiglesias et al., 2015). Pro ptiklad Sabale et al. zkoumal cytoto-
xicitu magnetickych nanocastic na bunéénych liniich pochazejicich z karcinomu plic. Tes-
toval latku v mnozstvi 0,2 az 3,0 mg/ml po dobu 24 a 48 hodin. Magnetické nanocastice
vykazovaly biokompatibilitu do 1 mg/ml pii expozici 24 hodin. S rostouci dobou expozice
a zvySujici se koncentraci dochazelo ke sniZzovani viability. To Ze je cytotoxicita zavisla na
case dokézal 1 Sadeghi et al. Testoval magnetické nanocdastice na lidskych jaternich nado-
rovych bunikach. Pfi ddvce 100 mg/ml po dobu 24 hodin doslo ke snizeni viability na 5,1%

a pii té samé koncentraci po dobu 12 hodin doslo ke snizeni viability na 10%.

Jednim z problému nanocastic je jejich vnitini nestabilita, maji tendenci tvofit aglome-
raty, aby doslo ke sniZeni energie, kterd je spojend s vysokym pomérem plochy povrchu
k objemu. Holé nano¢astice mohou byt také snadno zachyceny imunitnim systémem a po-
tom nemohou dosdhnout svého cile. Tyto nezddouci u€inky mohou byt minimalizovany
potazenim povrchu nanoc¢éstic riznymi materialy jako je Zelatina, polyethylenglykol, poly-
akrylova kyselina, polyvinylalkohol atd. Povrchovou tupravou ziskdvame rizné formy
kompozitl Zelezitych nanocastic. Toxicita potom zavisi na slozeni daného kompozitu. Stu-
die in vitro na lidskych T-lymfocytech provadéna dvojici Ying a Hwang ukazala, ze mag-
netické nanoc¢astice potazené karboxylovou skupinou maji vyssi cytotoxicitu nez ty, které
jsou potazeny aminovymi skupinami (Valdiglesias et al., 2015). Ge et al. testoval cytotoxi-
citu nanocastic oxidu Zeleza opatienych povlakem kyseliny dimerkaprojantarové (DMSA -
Fe,O3) na buitkach lidského aortdlniho endotelu. Pii koncentracich pod 0,05 mg/ml
DMSA-Fe;03 po 24 hodinové expozici nebyla zjisténa toxicita. Pii vysSich davkach uz
vSak doslo ke snizeni viability buné€k a to jiz po 4 hodinach. Koncentrace 0,2 mg/ml snizila
viabilitu na 56,7%. Topel et al. provedl studii na bunikach z karcinomu plic a na buiikkach

pochazejicich  z endometrialniho  karcinomu. Zkoumany kompozit byl sloZzen
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z magnetickych nanocastic, potazeny polyethyeniminem a oznaceny fluorescen¢nim barvi-
vem BODIPY-5. Viabilita bun¢k byla testovana po 24 a 48 hodinach inkubace. Na buiiky
pochazejici z endometridlniho karcinomu nemél kompozit ani pfi vy$Sich koncentracich
cytotoxicky vliv a na bunky z karcinomu plic byla prokazana pouze mala toxicita. Dale
ZavisSova et al. testovala cytotoxicitu riznych kompozitl na kiec¢¢ich plicnich fibroblastech
a na buné¢nych liniich mysich fibroblasti. Testovany byly nanocastice potazené dextra-
nem, polyethylenglykolem a polyvinylpropylenem. U vsech testovanych vzorkt dochazelo

ke snizovani viability bun¢k se zvysujici se koncentraci maghemitu v kompozitu.

Pouzitim vhodného kompozitu tedy miizeme dosdhnout snizeni cytotoxicity. Porovna-
me-li vysledky z bakalaiské prace Lucie Musilové z roku 2014, ktera testovala ¢isté nano-
Castice magnetickych oxidl Zeleza s vysledky predlozené prace, zjistime, ze nami testova-
ny kompozit zelezitych nanocastic ma lepsi vlastnosti v oblasti cytotoxicity a je tedy vhod-
néj$im kandidatem pro aplikaci v biomedicin€. Kompozity magnetickych oxidil jsou navic
stabilngj$i, jak jiz bylo uvedeno vysSe. Cytotoxicita nanocastic magnetickych oxidi byla
vyhodnocena také MTT testem a pii 75% extraktu vykazovaly nanocastice slabou cytoto-
xicitu, viabilita bun¢k byla sniZzena na 78,79%. V mém ptipad¢ byl zkoumany kompozit
maghemitu na bazi silikonu. Bylo zji§téno, ze ani pfi pouziti vysSich koncentraci nedochazi
ke sniZeni viability bun€k. Pii 100% byla viabilita snizena pouze na 96,76%. Kompozit
nevykazoval cytotoxicitu ani pti pfimém kontaktu, kdy ani po dobé expozice 1 tydne nebyl

pozorovan ubytek bunék.
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ZAVER

Cilem praktické casti bakalaiské prace bylo stanoveni cytotoxického ucinku kompoziti
zelezitych nanocastic na bunécnou linii mysich embryonalnich fibroblasti. Vzhledem
K vyuziti pii biomedicinskych aplikacich jako je napf. jiz n€kolikrat zminéna hypertermie
¢1 MRI, je stanoveni cytotoxicity velmi dulezité, jelikoz dana latka ptichdzi do kontaktu

s lidskym organismem.

Byla vyhodnocovédna cytotoxicita extraktu kompozitl zelezitych nanocastic pomoci
MTT testu. Byly pouzity koncentrace 100%, 50%, 25%, 10% a 1% a vSechny hodnoty
byly porovnavany s referenci, kde se Zadny obsah extraktu nenachazel. Ziskané vysledky
od vSech koncentraci byly srovnatelné s vysledkem u reference. Viabilita bunék se pohy-
bovala okolo 100%. Nejmensi hodnoty doséahla viabilita v ptipadé 100% extraktu, ale
vzhledem k tomu ze byla 96,76% nemuzeme povazovat danou koncentraci za cytotoxic-
kou. Vysledky byly potvrzeny 1 pofizenim mikrofotografii, na kterych je vidét Ze opravdu

nedochézi ke sniZzeni poctu bun€k ani ke zméné jejich morfologie.

Cytotoxicita byla posuzovana také testem pifimého kontaktu kompozita zelezitych na-
nocastic s buitkkami. Expozice trvala po dobu 1 tydne, pficemz v pribéhu byly pofizovany
mikrofotografie pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem. Ze snimkii bylo ziejmé, Ze se
cytotoxicita neprojevila ani v tomto piipad¢€. Bufiky ani po 192 hodinach nezménili morfo-
logii a nebylo zaznamenano snizeni jejich poctu. Testované kompozity Zelezitych nanocas-
tic tedy nevykazuji cytotoxicitu ani pii pouziti vyS$ich koncentraci, ¢i pii delsi dobé expo-

zZice.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

NM Nanomaterial

CVvD Syntéza z plynné faze (chemical vapor deposition)

MRI Magneticka resonance

DIH Piima vstiikovaci hypertermie (direct injection hyperthermia)

IH Hypertermie pomoci intersticidlniho implantatu (Intersticial implant hyperher-
mia)

AEH Hypertermie pomoci arteridlni embolizace (Arterial embolization hyperhermia)

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid]
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

NIH/3T3 Bunéc¢na linie mysich embryonalnich fibroblastti
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