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1. Uvod

ey e

19. stoleti byly poprvé popsany jejich antibakteridlni vlastnosti a zacaly se hojné
vyuzivat pfi 1é€bé ran a popalenin nebo pro hygienické ucely. Po objevu antibiotik

vsak zajem o stiibro opadl.

V poslednich letech doslo k rozvoji studia nanomateridlti a u nanocastic stiibra
byly objeveny silné antibakterialni vlastnosti. Diky tomu se tyto nanocastice rychle staly
fenoménem a zalaly se pouzivat ve vSech moznych primylovych odvétvich,
napf. pfi vyrobé modernich obvazovych materidli na 1é€bu popalenin, ve vodnich

filtrech, osvézovacich vzduchu nebo v rtiznych doplicich stravy.

Mezi problémy spojené s pouzivanim nanocastic stiibra patii jejich vysoka
toxicita a ne zcela dobfe popsany mechanismus Uc¢inku, protoZze jen malo studii bylo
provedeno na celych organismech. Dal§i komplikaci je, ze studie zabyvajici
se cytotoxicitou a genotoxicitou nanocastic stfibra nemaji jednotné vysledky. Jejich
toxicita se totiz liSi podle velikosti nanocastic stiibra, zplisobu vyroby a tfady dalSich
faktord.

Tato bakalafska prace je zaméfena na studium toxicity nanocastic stiibra a jejich

vliv na poSkozeni molekul DNA ve form¢ jednovlaknovych zlomi. Byl také sledovan

jejich vliv na hladinu markert zanétu v lidskych koznich fibroblastech.



2. Cile prace
Zaémérem predkladané bakalaiské prace bylo porovnat biologické ucCinky
nanocastic metalického a iontového stiibra, o jejichz bezpecnosti a moznych

nezadoucich ucincich se v soucasné dob¢ vedou stal¢ diskuze.
Konkrétni cile byly:
a) studium toxicity nanocastic metalického a iontového stiibra
b) studium genotoxicity nanoc¢astic metalického a iontového stiibra
¢) vliv nanocastic metalického a iontového sttibra na hladinu IL-6

Vsechny experimenty byly provedeny na primarnich kulturdch liskych koznich

fibroblastu.



3. Teoreticka Cast

3.1. Historie pouzivani stfibra

K prvnimu zaznamenanému pouZiti sloucenin stiibra pro lékaiské ucely doslo
v 8. stoleti. Kolem roku 980 se slouceniny stiibra pouzivaly k ¢isténi krve, palpitaci
srdce nebo jako prevence proti Spatnému dechu. Nej€astéji byl pouzivan dusi¢nan
stiibrny, ktery mél v kazdé zemi sviij vlastni nazev. V anglickych zemich to byl lunar

caustic, ve Francii pierre infernale a u némecky hovoticich Hollenstein.[1 — 4]

Ve stfedovéku byl dusi¢nan stiibrny pouzivan v tuhé formé, kterd
se piipravovala smichanim dusi¢nanu stfibrného s kyselinou chlorovodikovou
a chloridem sodnym nebo dusi¢nanem draselnym.[1] Vznikla bild krystalicka latka
se tvarovala do malych kuzeld (obsah dusi¢nanu stfibrného 94,5 %), které se vsazovaly
do kovovych nasadek. Vysledny vzhled ptfipominal tuzku. Aplikace na rany probihala

povrchové po ponofeni do vody a byla spojena s velkou bolesti pro pacienta.

Ptiprava tzv. lapsis infernalis, jak se pozdé€ji dusi¢nan stfibrny nazyval,
se v prabéhu desetileti v podstaté nezménila. Cisty dusi¢nan stifbrny se rozpustil
v ledku a odpatil do sucha nad malym plamenem. Podle publikace ,,The Surgions mate*
Johna Woodalla (1617) mél byt takto pfipraveny lapsis infernalis soucasti vybavy

kazdého 1ékafe.

Ve druhé poloviné 18. stoleti skotsky chirurg John Hunter aplikoval dusi¢nan
stiibrny pfi 1écbé primarnich syfilitickych viedi. V této dobé se zkousel pouzivat
ina popaleniny, zanéty, piStéle, viedy zplsobené tuberkul6zou nebo abscesy.
U posledniho zminéného postizeni byvala bohuzel 1écba neuspénd a hnisani

pokracovalo 1 po drenézi.

Do 19. stoleti byl dusi¢nan stfibrny dobie znam diky svym vlastnostem, ale vzdy
byl pouzivan spiSe jako alternativa k jiz existujicim léCebnym postupim. Hojné
pouzivat se zacal az na pielomu 18. a 19. stoleti pfi 1écbeé popalenin. Pfed objevem
metody kozZnich §t€ph byl velky problém s 1é€bou hlubokych a rozséhlych popalenin,
kde na povrchu nezistala vrstva zdravého epitelu. A pravé tady nasel své vyuziti
dusi¢nan stiibrny, ktery odstranioval granula¢ni tkan a urychloval tvorbu strupu. Slaby

roztok dusi¢nanu stfibrného (65 mg : 28 g vody) byl pouzivan na Cerstvé popaleniny



3. stupné, které byly pokryty velkymi puchyii a zanétem dosahujicim az do dermis.
Popaleniny byly ocistény vodou, usuSeny a potom potirany tuzkou z dusi¢nanu
sttibrného, dokud nedoslo ke vzniku bilého zbarveni. Dusi¢nan stfibrny byl aplikovan

znovu po odloupnuti strupu a znovu pfed vznikem nové kize.

Od roku 1870 bylo vyuzivano roztoku dusi¢nanu stiibrného jehoz koncentrace
byla ptizplisobovana rozsahu popalenin a véku pacienta. Popaleniny byly nejprve omyty
roztokem dusi¢nanu stiibrného a poté byly pokryty bavinou.[1] V roce 1874 byly
poprvé popsany antibakteridlni vlastnosti dusi¢nanu stiibrného. Bylo zjisténo,

ze 1 hodné ztedéné roztoky maji ti€inek na bakterii Staphylococcus aureus.[2, 5]

Od roku 1880 Credé zacal pouzivat 2% roztok dusi¢nanu stiibrné¢ho pii1 1€cbé
zanétl spojivek u novorozencl zpusobenych bakteriemi z rodu Gonococci. Lécba
se rozsifila po celém Némecku a snizila pocet infikovanych déti z 13,6 % na 0,5 %.
Roku 1895 navstivil Credé nemocnici Johna Hopkinse v Baltimoru, kde vidél doktora
Halsteda pouZzivat sttibrné folie k 1écbé ran. Po navratu do vlasti nemohl najit Zadné
Halstedovy publikace tykajici se vyuziti stiibra pti 1¢cb¢ ran a zacal sviij vlastni vyzkum

s Beyerem.[1, 2]

Halsted vSak publikoval svou praci o 1ébé kyly ve stejny rok, ve kterém
ho Credé navstivil. Po operaci byly k $iti pouZivany stfibrné draty a rana byla pokryta
sttibrnou f6lii. U vSech pacientl bylo pozorovano hojeni incizi bez komplikaci. Halsted

také popsal ucinek stiibra na zastaveni rastu bakterie Staphylococcus aureus.

Credé a Beyer mezitim pozorovali u¢inky kovového stiibra na rist stafylokokt
a streptokokil za laboratornich podminek. Zjistili, ze po 24 hodinach nebyly na miskach
se stiibrem zadné mikroby. Dospéli k predpokladu, ze stiibro reaguje s metabolickymi
produkty bakterii a vznikaji slouceniny s protizanétlivym efektem. Po nasazeni stiibra
také dochézelo ke snizeni koncentarce kyseliny mlééné v ranach, proto se domnivali, ze

sttibro reaguje s kyselinou mlé¢nou.

Dale se predpokladalo, Ze k ristu bakterii byla potieba kyselina mlécnd, takze
prvnim krokem v procesu hubeni bakterii byla tvorba stfibrné soli. Mezi takto u¢inné
soli se fadily latky jako napf. laktat, citrat a dusi¢nan stfibrny. Pozorovali, Ze sil laktatu
(popfipad¢ citratu) a stfibra ve vodném roztoku zabijela stafylokoky 1 streptokoky

po 10 minutach a pii koncentraci 1 : 80000 zamezovala rastu jiz zminénych bakterii.
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Nakonec byly formulovany 2 druhy soli Argentum lacticum a Argentum citricum.

Crede¢ vytvoril 1 vlastni druhy obvazi tzv. ,,white silver dressing a ,,grey silver
dressing*. Jako ,,white silver dressing* byl nazyvan Siroky pas baviny, na kterém byla
pfipevnéna stiibrna folie. ,,Grey silver dressing® byla oznacovana sterilizovana bavlna
impregnovana stiibrnym praskem. Vyhodou téchto novych obvazl bylo, ze se na rany

nepftilepovaly a absorbovaly vlhkost z rany.

V roce 1916 prezentoval Wilms na konferenci Némeckych vojenskych chirurgt
svilj nazor na 1é€bu popélenin. Podle n&j se mély Cerstvé rany po operaci nebo zanicené
rany oplachovat 1% roztokem dusi¢nanu stfibrného, ¢imz by se zabranilo rtistu bakterii.
Bohuzel se mu nedostalo vétsiho ohlasu a ve 20. stoleti doSlo k ustupu pouzivani

sttibrnych soli k 1é¢bé popalenin.

Stiibrné folie majici analgetické Uc¢inky a dobry kosmeticky efekt vSak zajem
1ékatti neztratily a v roce 1919 Lochtius doporucoval jejich pouzivani pro 1éCbu
vycisténych popalenin 3. stupné a 2. stupné po odstranéni puchyitt az do zahojeni.
Nedochovaly se ovSem zadné zminky o tom, jak stfibrné folie byly drzeny na jednom
miste.

Pozdé&ji zacal Davidson 1éCit popaleniny pomoci kyseliny gallové. I na Cerstvé
popaleniny aplikoval sterilni gazu a obvazy namocené v 2,5% roztoku kyseliny gallové.
Poté co rany dostaly svétle hnédou barvu byly obvazy odstranény a bylo pracovano
s otevienou ranou. I pfes své nevyhody (strup se vytvafel pomalu) se 1écba rozsitila

celosvétove.

Shillitio navstivil roku 1928 pfednasku o 1é€bé ekzému pomoci UV lampy
a stiibra a doSel k zavéru, ze podobna procedira by mohla byt pouzita i pii 1écbé
popélenin jako protiklad k 1é¢bé pomoci kyseliny gallové. Za pouZiti spreje aplikoval
1-5% roztok dusi¢nanu stiibrného na  rédnu, kterou potom  osvitil
1 — 5 min wolframovou obloukovou lampou. Vzdélenost pacienta od lampy byla
6 — 20 palct a zavisela na kvalit¢ lampy, véku pacienta a rozsahu popaleniny. Shillitio
dosel k ptedpokladu, ze dusi¢nan stfibrny je svétlem ionizovan a potom mize reagovat
s bunéénymi proteiny. Lécba pomoci dusi¢nanu a svétla byla srovnatelna s 1é¢bou
pomoci kyseliny gallové a méla 1 jist¢ vyhody napi. lepsi tleva od bolesti, protoze

UV svétlo mélo analgeticky Gcinek na nervy v rané.[1]
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Roku 1920 pftijalo FDA (US Food and Drug Administration) koloidni stfibro
jako oficialni 1€k na popaleniny.[5] Ve 30. letech 19. stoleti Bettman modifikoval 1écbu
kyselinou gallovou ptfidavkem dusi¢nanu stfibrného. Nejprve byl houbou nanesen 10%
roztok dusicnanu stiibrného apotom 5% roztok kyseliny gallové, ¢imz doslo

k vyznamnému urychleni 1é¢ebného procesu.

Pozdgji zacal Kissmayer pouZivat na malé popaleniny mast z dusi¢nanu
sttibrného, destilované vody, olivového oleje a lanolin. Tuto mast doporucoval aplikovat

denné.

V pribéhu 2. svétové valky doporucovaly ozbrojené sily Spojenych statil
americkych pro lé¢bu popdlenin 2. a 3. stupné 10% roztok dusi¢nanu stiibrného
a kyseliny gallové. Po ukonceni valky a objevu antibiotik vSak zdjem o stiibro pii 1écbé

popalenin rychle opadl.[4, 5]

Novy zdjem o stiibrné soli ptiSel se vzrUstajici rezistenci bakterii a potfebou
najit dal§i latku s protizénétlivymi Gc¢inky. Bylo testovano né¢kolik koncentraci
zaroven neméla toxicky efekt na zdravé buiky, byla stanovena na 0,5%. Vyhodou
pouzivani dusi¢nanu stfibrného bylo, ze nevedlo ke zvySovani rezistence bakterii.
Naproti tomu nevyhodou 1écby pomoci dusi¢nanu sttibrného bylo, Ze vSechny objekty,
které s nim piisly do styku po vystaveni svétlu Cernaly. Mezi dalsi nevyhody také patiilo

hromadéni stiibra v ledvinach, jatrech a svalech.

Ve stejné dobé se v Némecku zacal pouzivat na 1é€bu povrchovych zranéni
a popalenin 10% roztok sulfamylonu (obr. 1). Pozdé¢ji se zacal pouzivat v kombinaci

s 0,5% roztokem dusi¢nanu stiibrného.

Obr. 1: Strukturni vzorec Sulfamylonu

Kratce na to predstavil Fox sulfadiazin stfibrny (obr. 2), ktery se zacal prodéavat
pod komerénimi ndzvy Flamazin a Silvaden. Sulfadiazin stiibrny vznikd smichanim

dusi¢nanu stiibrného a sulfadiazinu sodného, kdy dochédzi v molekule sulfadiazinu
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k substituci sodikového atomu atomem stiibra (obr. 3). Pouzival se ve form¢ masti,
pozdg&ji 1% krému. Uginnost sulfadiazinu stiibrného zavisela na pomalé reakci se sérem
a ostatnimi télnimi tekutinami obsahujicimi NaCl. Diky tomu dochézelo k pomalému
pribéznému uvolnovani stiibrnych iontl do rany. Na mnoZstvi vyloucenych stiibrnych

iontu a antimikrobialni aktivitu mél také vliv druh masti.

\V/
S
Ag*

H2N/©/ g

Obr. 2: Strukturni vzorec sulfadiazinu stfibrného

) o 0 %j
I\ \ //
PN |

NN
ST
O N_A + AgNO; — + NaNO;
HoN H,N Ag

Obr. 3: Rovnice vzniku sulfadiazinu stf¥ibrného

Jedna z mala komplikaci, kterd se béhem 1€cby sulfadiazinem stfibrnym objevila
byla leukopenie (zvySeni koncentrace leukocytd v krvi nad 10 000). Projevila se kolem
tretiho dne 1é¢by a nésledné samovolné vymizela. Aplikace na popéleniny se provadéla
I1x az 3x za 48 hodin (zalezelo na tom, jestli byla rdna ptekryta nebo ne) a byla
pro pacienty nebolestiva. Rany se nechavaly bud’ volné nebo byvaly piekryty jemnou

gazou.

Pii pouzivani sulfadiazinu stfibrného dochazelo méné¢ Casto k sepsi a frekvence
pozitivnich vysledkt kultivaci na bakterie z rodu Pseudomonas a ostatni gramnegativni
bakterie se snizila. Nevyhodou pouziti sulfadiazinu stfibrného bylo zpomaleni hojeni
rany a vytvafeni strupu. Byl také neucinny na gramnegativni bakterie u pacientil, ktefi
méli popaleniny na vice nez 50 % téla. Proto byla pfedstavena nova lécba pomoci
sulfadiazinu stfibrného a dusi¢nanu cerit¢tho (Ce(NOs);). Vysedky byly ale méné
uspokojivé, nez pti pouziti samotného sulfadiazinu sttibrného.

Po nékolika letech se zacala objevovat rezistence bakterii na sulfadiazin stfibrny.
Problém byl vyfesen objevem novych aktivnich latek napt. FPQC (1-ethyl-6-fluoro-1,4-
dihydro-4-oxo-7(1-piperazinyl) chinolinkarboxylova kyselina) nebo pouzivanim

sulfadiazinu stfibrného v kombinaci s dal§imi latkami s antibakterialnim ucinkem.
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Kwvili ¢asté vymeéné obvazi byla snaha o vytvofeni novych syntetickych obvazl
napft. ze smési polyethylenglykolu 400, poly-2-hydroxyethyl metaktrylatu a sulfadiazinu

sttibrného, které mély dobré antibakterialni ucinky.[6]

Pied objevem antibiotik bylo stiibro ptidavano do kapek do nosu (1% Argyrol),
kterych se vyuzivalo pfi zanétu dutin a nachlazeni. Pouzivalo se také pii 1écbe

pohlavnich chorob (napft. kapavka nebo syfilis).[2, 3]

S rozvojem nanotechnologie se v poslednich letech zaCaly pro podobné ucely

vyuzivat nanocastice stiibra.

3.2. Nanodastice a jejich odliSnosti od klasickych chemickych latek
Nanomaterial je materidlem, ktery ma nejmén¢ jeden rozmér mezi 1 az 100 nm.
Preména latek z mikro nebo makro forem na ¢astice o velikosti nano vede ke zménam
fyzikaln¢ — chemickych vlastnosti (optickych, mechanickych, magnetickych). Dochazi
také ke zméné toxicity a toxikologického profilu latek. S klesajici velikosti nanoc¢éstic
roste jejich plocha a zvySuje se volnd Gibbsova energie, kterd odrazi reaktivitu
nanocastic. Reaktivita zavisi na poctu atoml na povrchu nanocastic, na povrchovém
naboji, tvaru (obr. 4), chemickém sloZeni a na porozité nanocastic. Vlastnosti nanoc¢astic
nezavisi pouze na velikosti, ale souvisi také s metodou ptipravy. Nanocastice mohou
na svém povrchu obsahovat zbytky latek, které nezreagovaly béhem syntézy nebo

zbytky stabilizatorti a disperznich ¢inidel.[7]
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100 nm

Obr. 4: Tvary nanocastic stiibra — a) Ctverce; b) trojuhelniky; c) nitky; d) vyrovnané

nitky; e) kruhy [8, 9]
Nanoc¢astice miizeme rozd¢lit podle zplsobu vzniku na:

a) Primarni — jednd se o cilen¢ syntetizované nanocastice. VSechny maji stejnou

velikost a tvar a biologicky specifické vlastnosti.

b) Sekundarni — jde o nechténé produkty pii spalovacich fyzikalnich nebo
chemickych procesech. Jsou pfitomny napt. v tabdkovém koufi nebo

ve spalinach z dieslovych motorti.

V prostredi mize dochézet k transformaci primarnich i sekundarnich nanocastic
na jiné formy, ¢imz dochazi ke zméné jejich distribuce a toxicity. Napiiklad muiize
dochazet ke vzniku aglomerati (Castice jsou mezi sebou slabé vazané pomoci
van der Waalsovych sil) nebo agregatli (mezi Casticemi vznikd kovova nebo kovalentni
vazba). Takto mohou nanocastice dosahovat vétSich rozmért, které maji jiné povrchové
vlastnosti. Tyto zmény mohou mit za nasledek i nové vlastnosti z hlediska toxicity,

ale souvisi také s jejich transportem a osudem v zZivotnim prostiedi a v lidském téle.[7]
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3.3. Priprava nanoéastic stfibra

Nanocastice kovli se nejCastéji pfipravuji pomoci metod dispergacnich
a kondenzacnich. Disperga¢ni metody jsou zalozené na dispergaci makroskopického
materialu na ¢astice koloidnich nebo nano rozmért. K dispergaci nedochdzi samovolné,
ale musime vynalozit urCitou praci. Pfi pouziti fyzikalnich postupli se jedna
o mechanickou praci (napft. ultrazvuk, mlyny). Nejnovejsi metodou piipravy je laserova
ablace, pfikter¢é plsobime na latku vysoce fokusovanym = paprskem

elektromagnetického zareni.

Pti pouziti kondenza¢nich metod se daji snadno pfipravit vysoce dispergované
apomérn¢ monodisperzni koloidni soustavy. Kondenzace mulzeme dosédhnout
chemickymi reakcemi nebo fyzikdlnimi metodami (napi. ochlazovéani par kovii, zména
rozpustnosti latky). Mezi nejpouzivanéjsi chemické postupy patii redukce rozpustné
slouceniny kovu, pii které vznikaji zarodky nové pevné faze. Po dosazeni kritické
velikosti vznikaji ze zarodkd stabilni nanocastice. Pro pfipravu nanocéstic stiibra
se vsouCasné dobé pouzivaji  prevazné  kondenzacni  redukéni  metody

(napft. borhydridova metoda, citratova metoda).[10, 11]
Borhydridova metoda navrZena Creightonem, Blatchfordem a Albrechtem

Nanocastice stiibra se pripravuji redukci roztoku dusi¢nanu sttibrného silnym
redukénim cinidlem borohydratem sodnym (NaBH.). Vznikaji malé (5 — 20 nm)
az nékolik mésicl stabilni nanocéstice stfibra. Tyto nanocastice nejsou vhodné
pro pouziti v medicin€, protoZe na jejich povrchu dochazi k adsorpci boratového

aniontu, ktery zptsobuje denaturaci cytochromu P450.
Citratova metoda navrZena Lee, Meiselem

Pti pfiprav€ nanocastic stfibra je jako redukéni €inidlo pouzit citratovy aniont,
ktery je mnohem mirngj$i nez NaBH,. Vyhodou citratového aniontu je, ze stabilizuje
vznikajici nanocéstice stibra, jejichz velikost se pohybuje mezi 30 — 120 nm.
Tollensova metoda

Tato metoda vychazi z Tollensova postupu piipravy stiibrného zrcatka, ktery

se pouziva jako dikaz aldehydické vazby u cukrii. Amoniakalni komplexni kationt

([Ag(NHs):]) je zde redukovan redukujicimy cukry (maltosa, laktosa). Diky vazbé
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Ag'v komplexu mizeme pfipravit nanocastice v jediném kroku a zaroven zménou
koncentrace ligandu ovliviiovat jejich velikost. Vznikajici nanoc¢éastice maji velikost

v rozmezi 25 — 400 nm.[10]
Hydroxylamin — hydrochloridova metoda

Stiibrné nanocastice o velikosti 23 — 67 nm, mizeme pfipravit pomoci redukce
dusi¢nanu  stfibrného  hydroxylamin-hydrochloridem v zasaditém  prostiedi
za laboratorni teploty. Tyto nanocastice jsou velmi stabilni a vysoce aktivni pfi pouziti

v SERS (povrchovée zesileny ramantv rozptyl).[12]
Enzymaticka metoda

Jednou z nejnovéjSich metod piipravy nanocastic stfibra je indukce pomoci
enzymu. Nejprve je modifikovana jednovldknovd DNA navadzana na substrat. Potom
jena vladkno DNA navazana kienova peroxiddza a dochdzi k aktivaci enzymatické
reakce vedouci ke vzniku nanocéstic. Béhem reakce se z peroxidu vodiku odstépuje
kyslik, navaze se na hem kienové peroxidasy a dochédzi ke zmén€ oxidacniho stavu
zeleza. Nasledné¢ se uvoliuji elektrony, které redukuji stfibro. Cely proces

je schématicky zobrazen na obr. 5.[13]
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Obr. 5: Schéma piipravy nanocastic stiibra enzymatickou metodou — a) imobilizovany
substrat, na némz je navazana jednovlaknova DNA; b) navazani kienové peroxidazy

na DNA; c¢) enzymem indukovany rlst nanocastic stiibra [13]

3.4. Absorpce, distribuce a metabolismus nanoc¢astic stribra

Stiibro a ostatni kovy se do téla dostavaji nejCastéji vdechovanim, piijimanim
potravy nebo kuazi. Stibro, které se dostane do téla se vaze na vazebna mista
transportnich proteini (albuminy, globuliny). Pokud dojde k selhani ochrannych

mechanismu, miiZe nastat toxicka reakce.
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Bylo prokéazéano, ze stiibro se nejvice uklada v jatrech (16,75 mg/g) a ledvinach
(8 mg/g), dale také v mozku, plicich nebo sleziné (méné nez 5 mg/g). Nebyly

vSak nalezeny zadné dikazy o toxicité ulozeného stiibra na dané organy.[2, 14]

3.4.1. Gastrointestinalni absorpce
Gastrointestinalni a bukdlni absorpce je ovlivilovana ionizaci stfibra

a dostupnosti volného Ag" ve zdroji, ktery miize interagovat s proteinovymi receptory
na bunéénych membranéch.
Nejcastéji je zptisobena:

a) kontaminovanym jidlem

b) vodou ¢isténou stiibrno — médénymi filtry

¢) uzivanim doplnk stravy, které obsahuji koloidni stiibro

d) uzivanim dusi¢nanu stfibrného a koloidniho sttibra pii infekcich

e) chronickym vystavenim prachu a aerosolim obsahujicim ¢éstice sttibra v praci

f) amalgamovymi zubnimi plombami

g) protikufackou terapii pomoci octanu stiibrného

h) nahodnym uzitim sloucenin obsahujicich stiibro

Absorpce biologicky aktivniho Ag" je zna¢né snizena jeho ochotou vazat

se na organické (napf. vlaknina) a anorganické (napt. CI') slozky potravy.[2] NejvétSim
absorpénim povrchem traviciho traktu, kudy mohou nanocéstice dale prostupovat
do téla je stievni sténa. Transport nanocastic do krevniho ob&hu probihé ptes M — buiiky
Peyerovych plath (atvary obsahujici nahromadéni lymfatické tkdné ve sliznici stfeva).
M — buiikky mohou transportovat Siroké mnozstvi materidli vcetné nanocastic.
Nanocastice mensi nez 1 um jsou M — buiikami fagocytovany a nasledné pteneseny
do bazalniho regionu. Castice vétsi nez 5 pm jsou viak zachyceny v Peyerovych

platech.

Pii prichodu zazivacim traktem nanocastice interaguji s travicimi enzymy
a dochazi ke zméné jejich fyzikalné — chemickych vlastnosti, véetné vSech specifickych

vlastnosti nanomateriald.[7]
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Vétsina volné dostupnych produktii pro oralni pouziti obsahujicich stfibro byla
kvali riziku argyrie stazena z prodeje. Jednalo se o produkty (napt. osvézovace dechu,
potravinové doplnky), ve kterych bylo blize nespecifikované mnozstvi koloidniho

stiibra a jejich G€inky nebyly podloZeny Zadnymi studiemi.[2]

3.4.2. Absorpce vdechovanim

Dychaci systém pfedstavuje pro nanoc¢astice nejpravdépodobnéjsi a nejsnadné;jsi
cestu do organismu. Plice jsou totiZ svou stavbou pfizplsobeny k efektivni vyméné
plynt mezi krvi a vdechovanym vzduchem. Interakce nanocastic se sliznici v dychacich
cestach nastava v rtiznych castech dychaci soustavy a je zavisld jak na vnéjSich tak
vnitinich faktorech. Velikost nanocéstic je rozhodujicim parametrem urcujicim jejich
prinik a depozici v dychacim traktu. Podle toho, kam aZ jsou nanocastice schopny

v dychaci soustavé proniknout rozliSujeme n¢kolik velikosti:

a) Respirabilni — nanocastice do velikosti 5 um. Mohou byt transportovany

az do plicnich sklipkt.
b) Thorakalni — velikost do 10 um. Céstice jsou schopné proniknout do plic.

¢) Inhalovatelné¢ — castice s velikosti do 100 um. Tyto nanocastice jsou schopné

vstoupit do respiracniho systému nosem nebo usty.[7]

Po proniknuti nanocastic do plic jsou Ag" za pomoci plicnich surfaktanti
absorbovany alveolarnim epitelem. Neni ovSem jasné, jestli Ag” samo o sob¢ interaguje
s fosfolipidy obsazenymi v surfaktantech nebo se jedna pouze o ochranu proti absorpci
velkého mnozstvi Ag® do krevniho obéhu. Casté vdechovani stiibrného prachu nebo
dusi¢nanu stiibrného miize byt pri¢inou bronchitidy, metaplazie a pigmentace dychacich

cest pfipominajici antrakézu nebo siderozu.

Pfijem nanocastic vdechovanim je zptsoben chronickym vystavenim stiibrnému
prachu a dusi¢nanu stfibrnému (napt. Sperkaisky pramysl) nebo dlouhodobym

vdechovanim ptipravki, které obsahuji koloidni stfibro.[2]
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3.4.3. Absorpce kuzi

I kdyz vétSina produktii obsahujicich stfibro se dostavd do styku s kazi,
mnozstvi, které se pres ni dostane do téla je velmi malé. Pokud kiize neni porusena,
pfedstavuje totiz velmi ucinnou bariéru proti nanocasticim. Pasivnimu transportu
nanocastic pfes nepoSkozenou kiizi je zabrafiovdano pomoci zrohovatélych bunék
na povrchu pokozky a lipidové dvojvrstvy, kde dochéazi k tvorbé ireverzibilni vazby

mezi volnymi Ag” ionty a sulfanovymi skupinami fosfolipidt a keratinu.[2, 7]

Predpokladalo se, Ze Casté noSeni obleCeni impregnovaného nanocésticemi
stiibra povede diky absorpci kuzi ke zvySenému obsahu Ag" v krvi a tkanich
a k ukladani srazenin stiibra v klizi. Riziko vzniku argyrie je ale zanedbatelné, protoze

pies kuzi je do téla absorbovano méné nez 4% celkového obsahu stiibra.[2]

3.4.4. Dalsi zptisoby absorpce

Mezi dalsi moznosti, jak se stiibro dostdva do téla je uvolnovani
Ag" z kardiovaskularnich nahrad (napf. srde¢ni chlopné s obsahem nanocastic stiibra)
a z mocovych katetri pouzivanych napt. pfi akutnim selhani ledvin. Bylo zaznamenano
nékolik na sob& nezavislych piipadid zvySené hladiny volného Ag” v krvi a tkanich,

ale nedoslo k zddnému poskozeni.[2]

3.4.5. Metabolismus

Volné Ag" absorbované do téla se vazi na intracelularni proteiny, jako je sérovy
albumin a makroglobuliny, na kterych dochéazi k metabolismu nebo transportu do tkéni
a kosti. Mnohé studie prokazaly, ze Ag" se vaze hlavné na proteiny bohaté na cystein
(metalothiony). Tyto proteiny na sebe vazi toxické kovové ionty, ¢imz chrani bunky
a snizuji riziko poskozeni tkani.

Nejvétsi rozpory jsou v uréeni hlavni metabolické drahy, pomoci které¢ dochézi
k metabolizaci stiibrnych iontd, jejich pfechodnému nebo trvalému uklddani (ledviny,
jatra, kosti) a vylucovani (moc, zlu¢, vlasy, nehty,). Bylo prokazano, Ze nejvétsi

mnozstvi Ag” je z té€la vylucovano zluéi.

Celkovy obsah Ag" v téle (hladina v krvi do 100 ng/l) se da nejlépe urcit
stanovenim jejich koncentrace v moc¢i. U vysokych koncentraci stfibrnych iontd

v krvi je vSak obsah iontli v moc¢i zavadéjici.
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Pi klinickych studiich u osob chronicky vystavenych stiibrnym iontim byla
zjiSténa jejich zvySenda hladina v krvi, vlasech a moci. Bylo také prokazano,
7e nedochazi k absorpci Ag" do mozkové tkané, ale k navazani stiibrnych sraZenin

na lysozomy u bun¢k v hematoencefalické bariéte.[2]

3.5. Antibakterialni vlastnosti

Bakterie se svou rychlosti reprodukce jsou schopné rychle rozvijet
svou rezistenci vici antibiotikim. Kvuli tomu byla potfeba Upln€é nového ptistupu
pti vyvoji latek s antibakteridlni aktivitou. Dobrou alternativou k antibiotikim se zdaji

byt diky svému naprosto odliSnému mechanismu uc¢inku nanocastice.[15, 16]

3.5.1. Rezistence bakterii

Bakterie si vyvinuly n€kolik mechanismil rezistence vi¢i antibiotikiim:
a) modifikace a inaktivace antibiotik
b) modifikace metabolickych drah antibiotik
¢) modifikace cilového mista
d) snizeni kumulace 1é¢iva minimalizovanim jeho ptistupu do buniky

Tyto mechanismy rezistence jsou pouzivany bud’ samostatné nebo v kombinaci
s dals$imi ucinky. Napf. u penicilinu je Stépen B-laktamovy kruh pomoci enzymu

B-laktamasa, kterou produkuji bakterie, ¢imz dochazi k jeho inaktivaci.[15]

3.5.2. Mechanismus ucinku nanocéastic stribra

Mechanismus ucinku se 1i§i podle typu nanocastic. Nékteré zdvisi na jejich
struktufe, jiné na uvolilovani iontl z jejich povrchu. Miize také dochdzet ke spojovani
nckolika typti mechanismli. Antibakteridlni aktivitu nanocastic nejvice ovliviluje

tvar, velikost povrchu a zeta potencial.

Stiibro bylo pro lécebné ucely pouZivano uz v historii, proto bylo testovani
nanocastic stfibra na antibakterialni ucinky logickym krokem. Jelikoz se jednd o kov
s antibakteridlnimi ucinky, jeho nanocastice mohou spojovat nékolik antibakteridlnich
mechanismi. Nejefektivnéj$i pfi inhibici riistu gramnegativnich bakterii (napf. rodu

Salmonella nebo Escherichia coli) se ukéazaly byt nanocastice o velikosti 21 nm.
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Asi  nejdilezitéjSim mechanismem je interakce stfibrnych nanocéstic
s cytoplazmatickou membranou bakterii a s intracelularnimi proteiny (membranové
proteiny s obsahem siry a DNA). Tim zasahuji do bunécného dé€leni a zpisobuji
smrt. Schopnost vstoupit do cytoplazmatické membrany a nésledné¢ do buiiky bakterie
je typicka pro malé nanocastice s primérem do 30 nm a nanocdastice s kladnym zeta
potencidlem. Elektrostatickd interakce mezi nanocasticemi s kladnym zeta potencidlem
a negativn¢ nabitym povrchem bakterie pfitahuje nanocastice k bakterii a nasledné

podporuje priinik nanoc¢astic do membrany.

DalS§im dilezitym mechanismem je uvolfiovani stfibrnych iontl z povrchu
nanocastic. Pfi uvoliiovani iontl bakterie spusti obranné mechanismy, kterymi se snazi
chranit svou DNA pied toxickym prostfedim. Béhem tohoto stavu vSak dochazi

ke znemoZnéni replikace DNA.

Podle studii byla, po vystaveni stfibru, jak u gramnegativnich
tak grampozitivnich bakterii pozorovana kondenzace DNA, dochazelo k oddéleni

bunécné stény od cytoplazmatické membrany a jejimu zniceni.[15]

3.6. Vyuziti nanodéastic stiibra
V poslednich letech se zafaly hodn¢ vyuZzivat nanocCéstice stiibra. Diky
svym unikatnim vlastnostem naSly své uplatnéni v chemické syntéze (katalyzatory)

nebo elektronice. PouZivaji se 1 pfi €isténi pitné vody.[2]

Nanocastice stiibra pronikly v poslednim desetileti i do textilniho pramyslu,
kde se hledala netoxicka latka s antibakteridlnimi u¢inky. Bylo vyvinuto né€kolik druht
tkanin obsahujicich nanocastice. Testy prokazaly, Ze nanoc¢éstice navazané na povrchu
k uvolnéni nanocastic po ne¢kolika vypranich. V dnesni dobé by mély byt nanocastice

navazany lépe.[4]

Nanocastice stiibra se dale vyuzivaji napf. v modifikované Ramanové
spektroskopii, ktera je znama jako povrchové zesileny Ramaniiv rozptyl (SERS).
Molekuly métfené latky jsou adsorbovany na vhodné kovové nanosubstraty, diky ¢emuz
je mozné v nékterych pripadech méfit spektra v jednotkach molekul. Dalsi vyhodou této

metody je, ze povrch nanocastic zhasi fluorescenci, kterd u siln¢ fluoreskujicich latek
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prekryva signal Ramanova rozptylu.[8, 17]

Nedavno se nanocastice stiibra diky svym antibakteridlnim vlastnostem zacaly
uzivat v medicin€. Vrstvickou z nanocastic stfibra se pokryvaji napt. akupunkturni jehly,

mocové a zilni katetry. VyuZivaji se také pii vyrob& modernich srde¢nich chlopni.[2, 5]

Diky svym inhibi¢énim ucinkGim na rist gramnegativnich bakterii se zacinaji
pouzivat na vyrobu modernich obvazl na Ié¢bu ran, popalenin a viedd. Oproti dfivéjSim
obvaziim, kter¢ byly impregnované sulfadiazinem stiibrnym v kombinaci
bud’ s dusi¢nanem ceritym nebo chlorhexidinem, snizuji nové obvazy s navézanymi
nano¢asticemi  frekvenci  vymény obvazd, riziko ndkazy nozokomidlni

infekcei a poSkozeni tkani.[5, 15, 18]

Byly vyvinuty obvazy z raznych materiali a s odliSnymi mechanismy
uvoliovani nanocéstic stiibra do rany. Na trhu se prodavaji naptf. Acticoat 7 (obr. 6)
od spole¢nosti Smith and Nephew. Jedna se o buni¢inu z polyethylenu pokrytou
nanocasticemi stiibra o velikosti do 20 nm. Funguji na principu prvni vysoké davky
Ag’, po které dochazi k pomalému konstantnimu uvolfiovani iontd do rany. Dal$im
typem je Actisorb Silver 220 od spolec¢nosti Johnson and Johnson. Jedna se o buni¢inu
naplnénou aktivnim uhlim s navazanymi nanoc¢ésticemi stfibra. Dochdzi k adsorpci
bakterii na uhli, které jsou nasledné zabity stfibrnymi ionty).[5, 18]

polyethylenovd A ultrazvukové’
buni¢ina pokryta <8 svary

Polyesterové jadro

Obr. 6: Jednotlivé vrstvy Acticoatu 7 [19]

V internetovych obchodech jsou dostupné roztoky koloidniho stiibra, které byly
povyseny na ,,1ék na vSechno“. Jednd se o riizné ptipravky proti Spatnému dechu,
na hubnuti, 1é¢bu artrézy a dalsich chorob. Uginky koloidniho stiibra viak ve vét§ing

téchto piipadl nejsou dolozeny Zddnymi studiemi. Tyto pfipravky také Casto obsahuji
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nespecifikované mnozstvi stfibra, coz mize vést k riznym nezadoucim reakcim

napt. Sedé zbarveni kiize.[2]

3.7. Toxické acinky nanocastic stfibra
Nanocastice, které se dostanou do téla mohou poskozovat fadu biologickych
struktur napf. DNA. V zavislosti na své velikosti se mohou do jadra dostavat nékolika

zpusoby:
a) diftizi ptes jadernou membranu (velmi malé nanocastice)
b) transportem pies komplexy jadernych pora
¢) nahodnym uzavienim v jadie béhem mitdzy

Po jejich vstupu do jadra dochazi k interakci s molekulami DNA (piimé
ovlivnéni) nebo proteiny, které jsou spojeny s DNA (nepiimé ovlivnéni), coz vede

k poskozeni genetického materidlu bunky.

Nanocastice se dostavaji také do mitochondrie (miize dojit ke ztraté potencialu
mitochondridlni membrany) a lysozomu. Pfi vstupu do builkky dochazi ke zvySené
produkci pifenaSecli (napf. véapniku) a aktivaci signdlnich drah, které mohou vést
azke vzniku  zanétu nebo oxidativniho stresu. Pozdéji muaze dochazet

napf. k fragmentaci DNA, autofagocytdze, apoptdze nebo nekrédze.[7]

3.7.1. Oxidativni stres

Za fyziologickych podminek existuje v buiice rovnovéha mezi produkci volnych
radikali a reaktivnich forem O, a N, (RONS) a celkovou antioxida¢ni kapacitou.[7]
Jejim porusenim dochazi ke vzniku oxidativniho stresu (obr. 7). Poruseni rovnovahy

muze zpusobit zvysSeni produkce RONS nebo snizeni kapacity antioxida¢niho systému.
K nadprodukci RONS dochazi u¢inkem:

a) exogennich faktori — UV a RTG zareni, vyfukové plyny, kovy a jejich
nanocastice, polutanty v ovzdusi
b) endogennich faktort — dychaci fetézec mitochondrii, endoplasmatické retikulum,

peroxizomy, specializované buiikky obrany imunitniho

systému (makrofagy)
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Produkce RONS mize byt pro organismus zaddouci, protoze maji dilezitou roli
v nékterych biochemickych procesech (napt. metabolismus cizorodych latek). Dochazi
ke kontrolovanému uvoliiovani RONS, neni porusena homeostaza a nevznika oxidativni
stres. V pfipadé nadprodukce RONS je buiika vystavena oxidativnimu stresu a aktivuje
signaliza¢ni drahy a transkripcni faktory, diky kterym dochazi k transkripci ptislusnych
genil jako jsou antioxidacni/prooxidacni enzymy nebo pii vdzném poskozeni buiika

spousti signalizacni drahy vedouci k apoptdze buiiky.[7, 20]

Endogenni:
Imunitni systém
Endoplasmatické
retikulum
Starnuti bunék
Exogenni:
Nanocastice Ag"
Tézké kovy
UV/RTG zateni

Oxidativni
stres

Tuky a mastné
kyseliny
Aminokyseliny
Proteiny

!

Poskozeni cytoplazmatické

membrany
- SniZeni udinnosti
metabolismu

Mutace

Obr. 7: Schéma produkce RONS a jejich negativni ucinky[7]

3.7.2. Genotoxicita nanocastic stiibra
Genotoxicita je schopnost chemickych latek pozménit geneticky material buiiky,
coz muze vést az ke karcinogenezi. Genotoxicky potencidl nanocastic souvisi

s oxida¢nim stresem vyvolanym RONS a jejich schopnosti poskozovat DNA.[7]
Mechanismy genotoxicity délime na:

a) Pfimé klastogenni mechanismy — dochazi k modifikaci bazi a zlomim fetézct

DNA. Tyto zmény mohou vést az ke vzniku nadorového bujeni.
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b) Nepiimé klastogenni mechanismy — nasledek peroxidace lipidii i¢inkem RONS.
Vznikajici produkty (naptf. malondialdehyd) reaguji s DNA za vzniku DNA
adukta.

¢) Aneugenické mechanismy — vznikaji proteinové oxidativni l1éze, které ovliviiuji
komponenty mitotického aparatu, coz vede k nefunkénosti jednotlivych

komponent béhem mitozy (napt. segregace chromozomtl).

Nanocastice stiibra maji mnohem vysSi potencial vyvoldvat oxidativni
stres (zvySuji produkci RONS v buiice) a zanétlivou reakci nez ostatni druhy nanocastic.
V buiikdch se vétSinou kumuluji v jadfe a lysozomu. Mohou plisobit genotoxicky
a zpusobovat napt. vznik zloml u fetézci DNA a vznik DNA aduktd. Pfi takovémto
poskozeni DNA dochazi k zastaveni bunéného cyklu a opravé poskozeného fetézce

DNA. Tyto u€inky zavisi na typu, velikosti a dalSich vlastnostech nanoc¢astic.[7, 20]

3.7.3. Zanét a nanocastice stiibra

Jako zanét oznacujeme souhrn fyziologickych reakci na poruSeni integrity
organismu, které vedou k ochrané€ proti infikovani poskozeného mista, k lokalizaci
poskozeni a nasledné regeneraci nebo reparaci zni¢enych tkdni. Mize byt vyvolan
infekénimi mikroorganismy, plisobenim chemickych (napf. jedy) nebo fyzikélnich
(napf. operace, trauma) vlivli, ischemii nebo autoimunitné. Odpoveéd organismu
na poskozeni je nejprve lokédlni (napt. aktivace koagulacniho systému) a nasledné

systémova (napft. horecka). [7, 21]
Podle ¢asového projevu délime zanét na:

a) Akutni — jedna se o fyziologickou obranu organismu. VétSinou odezniva

bez nasledkil a poranéna tkan je kompletné zahojena.
b) Chronicky — Dochézi k destrukci napadené tkan€ a jejimu nahrazeni vazivem.

Pokud neni mozné dostat cizi pfedmét z téla, prechazi akutni zanét v chronicky.
Vysledkem zanétu jsou léze, kde bunky, které byly v zanétu zahrnuty zistavaji vice
nebo méné aktivované. Za pocatecni signdl zanétu je povazovana zména redoxniho
potencidlu bunky. K témto zménam dochézi vlivem nadprodukce RONS v monocytech
a sentinelovych bunkach. Vysokd produkce RONS mize byt vyvolana piimo

(napf. nanocastice kovil) nebo neptimo (napt. makrofagy).[7]
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Vliv nanocastic stiibra na zanét neni uplné jasny. Podle nékterych studii maji
nanocastice stfibra protizanétlivé ucinky, protoze svym plsobenim potlacuji tvorbu
cytokinli u pacientl s popaleninami a pooperacnimi srusty. Dalsi studie prokazaly
vliv nanocastic stfibra na indukci zénétlivych cytokini u krysich alveolarnich

a peritonealnich makrofagi a u lidskych mezenchimalnich kmenovych bun¢k.[22]

3.8. Onemocnéni spojené s nanocasticemi stribra

3.8.1. Argyrie

Nazev pochazi z feckého slova argyros (stfibro) a byl poprvé pouzit v roce 1840.
Jednd se o vziacnou reakci, kterou zplsobuje chronické vystaveni produktim
obsahujicim sttibro nebo jeho slouceniny. Argyrie vznika pti dlouhodobém vdechovani

(n€kolik mésicii az let) nebo pozivani vysokych déavek stiibra.

Projevuje se hromadénim stiibra v kiizi, sliznicich, orgdnech a centralni nervové
soustavé. V kuzi dochéazi nejCastéji k hromadéni stiibra kolem nehtd nebo vlasi
(chlupt). Stfibro nahromadéné v téle zpusobuje zvySenou produkci kozniho barviva
melaninu, kterd je jeSt¢ umocnéna slune¢nimi paprsky. Proto maji casti tcla, které
jsou vystavené slunci (napft. oblicej, ruce) typicky modrosedy az bfidlicove Sedy odstin.
Tento efekt byl pozorovan i na nehtech a ustnich sliznicich. Stupenn zbarveni kiize

je ptimo umérny déavce stiibra a dobé plisobeni slune¢niho zareni.

Ani u pacientll s vysokym stupném zmény zbarveni kize se nejedna o Zivot
ohrozujici stav. Argyrie je pouze kosmeticky problém, ktery neni spojovan s bunéénym
¢i jinym poskozenim.

Sedy odstin kize je nezvratny, ale nasledky se daji zmirnit laserovou terapii
a zkracenim pobytu na slunci na minimum. Argyrie byva ¢asto zaménovana s cyandzou
(modré az modrofialové zbarveni klize a sliznic vlivem nedostate¢ného okysliceni

krve), coz vede k drahym, invazivnim a zbyte¢nym diagnostickym procedtiram.[2, 3]

3.8.2. Argyrosis conjunctivae
Jedna se o lokalni druh argyrie, postihujici oko, které dostava vlivem usazovani
srazenin obsahujicich stfibro Spinavé Sedé az hnédé zbarveni. K argyrdéze mize

dochdzet vlivem chronického vystaveni stfibru a jeho slouenindm napt. v praci
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(Sperkafstvi) nebo v zivotnim prostiedi. Argyroza také vznika pii uzivani vysokych
davek koloidniho stfibra a dusi¢nanu stiibrného pii 1€cbé nékterych chorob nebo
pii Castém pouzivani produktl obsahujicich slouceniny stfibra (nékteré druhy ocnich
kapek, make up).

V 2. poloviné 19. stoleti byl dusi¢nan stiibrny pouzivan jako ochrana proti
vzniku zénétu spojivek u novorozencu. Pozdé¢ji bylo zjiSténo, ze vystaveni vysokym
davkam sttibra zplisobuje rozvoj o¢nich infekci a argyrozy.

U pacientt byla prokdzana pfitomnost sulfidi stfibra v rohovce, ¢o€ce a slznych

kanélcich. Stejné jako u argyrie nedochazi k zavaznym zméndm tkani a k poskozeni

bunék.[2, 3]
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Bunéény model
Jako bunécny model byla pouZita primarni kultura lidskych koZni fibroblasti.
Fibroblasty byly izolovany z koznich explantati ziskanych s povolenim etické komise

na Odde¢leni plastické a estetické chirurgie Fakultni nemocnice Olomouc.

4.2. Chemikalie, roztoky, pristroje a material

4.2.1. Testovany material

— Vzorek nanoc¢astic metalického stiibra (1000 ppm); velikost 5 — 60 nm

— Vzorek nanocastic iontového stiibra (2000 ppm); velikost 5 — 30 nm a 80 — 90 nm
Nanocastice metalického a iontového stiibra byly poskytnuty spole¢nosti NanoTrade.
Charakterizace nanocastic stfibra:

Nanocastice metalického a iontového stiibra byly charakterizovany v Laboratofi
mikroskopickych metod LF UP RNDr. Radkem Novotnym, Ph.D. Vzorky byly
nakédpnuty na EM médénou sitku s formovanou blankou a nasledn€ prohlizeny
v mikroskopu JEOL JEM 2011 s urychlovacim napétim 100 kV a foceny pomoci
kamery Morada a programu iTEM (SYS, Olympus).

Nanocastice metalického stfibra jsou pievazné monodispersni, s velikosti
5 — 60 nm. Jsou kulatého nebo protdhlého tvaru a byly zachyceny i ve shlucich. Velikost
nano&astic iontového stiibra je ve dvou rozsazich 5 — 30 nm a 80 — 90 nm. Céstice

jsou predevsim kulatého tvaru a ve shlucich zachyceny nebyly.

4.2.2. Chemikalie

Dulbecco's modified Eagle's médium (DMEM), Ham's F12 Nutrient Mixture, fetalni
hovézi sérum (FBS), adenin, trypsin — EDTA (0,25% roztok), apo-transferin, 3,3,5'-
trijodo-L-thyronin, hydrokortizon, insulin, amphotericin B, penicilin, streptomycin,
epidermdlni rastovy faktor, vysokotuhnouci a nizkotuhnouci agar6oza, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromid (MTT), dimethylsulfoxid
(DMSO), amoniak, Triton X - 100, ethydium bromid, disodnd sl kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), NaCl,
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NaOH, peroxid vodiku, trypanovd modf. Chemikalie byly zakoupeny od firmy
Sigma — Aldrich (USA).

4.2.3. Roztoky
Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS)

10x PBS: NaCl (0,137 mol/l), KCI (0,00268 mol/l), Na,HPO, (0,00896 mol/l),
KH,PO,(0,00147 mol/l); pro experimenty byl zasobni roztok 10x fedén

Roztoky pro izolaci a kultivaci bunék

— Transportni roztok na kozni explantaty:

PBS (50 ml), amphotericin B (62,5 ug), penicilin (25 000 U), streptomycin (25 mg)
— Kultivacni médium I: médium pro izolaci lidskych koznich fibroblastt z ktize

Ham's F12 Nutrient Mixture (100 ml), DMEM (300 ml), FBS (10% V/V), adenin
(26,4 ng/ml), apo-transferin (5 pug/ml), 3,3,5'-trijodo-L-thyronin (0,136 pg/ml),
hydrokortizon (0,8 png/ml), insulin (100 U/ml), amphotericin B (0,25 pg/ml), penicilin
(100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml), epidermélni rastovy faktor (1 ng/ml)

— Kultivaéni médium II: médium pro kultivaci vyizolovanych lidskych koznich

fibroblasti
DMEM, FBS (10% V/V), penicilin (100 U/ml), streptomycin (100 mg/1)
— Experimentalni médium:
DMEM, penicilin (100 U/ml), streptomycin (100 mg/1)
Roztoky pro stanoveni poSkozeni DNA

Lyzaéni pufr: 2,5 mol/l NaCl; 0,1 mol/l EDTA; 0,01 mol/l Tris; 1% Triton X — 100;
pH=10

Neutraliza¢ni pufr: 0,4 mol/l Tris; pH = 7,5
Elektroforeticky puftr: 0,3 mol/l NaOH; 0,001 mol/l EDTA
Ostatni roztoky

trypanova modi (0,5% v PBS)
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4.2.4. Pristroje

centrifuga Labofuge 400 (Heraeus Instruments; Némecko)
fluorescen¢ni mikroskop BX 40 s digitalnim fotoaparatem DP71 (Olympus; Japonsko)
inverzni mikroskop CK40 (Olympus; Japonsko)

fotoaparat C3030 ZOOM (Olympus; Japonsko)

chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettich Zentrifugen; Némecko)
inkubator MCO 17AIC (Sanyo Biomedical; Japonsko)
laminarni box EF/S4 (Schoeller Instruments, Ceska republika)
magnetickd michacka RH basic KT/C (IKA; Némecko)
odsavacka Aspiration Station (Gilson; USA)

pH metr inoLab Level 1 (WTW; Némecko)

spektrofotometr Infinite 200 Pro (Tecan; Rakousko)
termomixer Comfort (Eppendorf; Némecko)

vahy AX105 Delta Range (Mettler Toledo; Svycarsko)

zdroj napéti pro elektroforézu PowerPac universal (Bio-Rad Laboratories; USA)

4.2.5. Spotrebni material

automatické pipety, sterilni Spicky, plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)
kultivacni desky, kultiva¢ni lahve a centrifugacni zkumavky (Nunc, Dansko)

mikroskopicka sklicka

4.3. Metody

4.3.1. Izolace a kultivace bunék
Kozni tkan byla po odebrani na Odd¢leni plastické a estetické chirurgie FNOL
uloZena do transportniho roztoku a prenesena na Ustav 1ékaiské chemie a biochemie

kde byla nasledné zpracovana.

K izolaci koZnich fibroblastl byla pouzita metoda, kdy fibroblasty vyrlstaji

ptimo z koznich explantatl.[23]
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Po promyti kozni tkdn€ v roztoku PBS byla tkan rozifezédna na kousky o velikosti
1 cm? a pienesena do Petriho misky se 7 ml kultivaéniho média I. Petriho miska byla
vloZzena do inkubatoru nasycené¢ho vodnimi parami (37°C; atmosféra 5% CO,).
Kazdych 48 — 72 hod byla provadéna kontrola ristu bun¢k a vyména kultivacniho

média I. Pokryti plochy Petriho misky bunikami trvalo pfiblizné 4 tydny.

Po dosazeni monovrstvy byly fibroblasty oplachnuty sterilnim PBS (5 ml)
a uvolnény inkubaci 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (0,5 ml; 2-3 min; 37°C). Potom
bylo pfiddno 5 ml kultivacniho média II a fibroblasty byly centrifugovany (10 min;
1300 rpm; pokojova teplota). Pelet byl rozsuspendovan v 10 ml kultivaéniho média II,

buriky byly pfeneseny do 75 cm? kultivaéni lahve a déle kultivovany.

4.3.2. Pasazovani bunék

Po dosazeni konfluence byly fibroblasty dvakrat oplachnuty sterilnim
PBS a uvolnény ze stény kultivacni lahve roztokem trypsinu s EDTA (1 ml; 0,25%).
Piisobeni trypsinu bylo po 2 minutach zastaveno 10 ml kultivacniho média II. Bunky
byly nasledné centrifugovany (10 min; 1300 rpm; pokojova teplota). Vznikly pelet
byl rozsuspendovan v 10 ml kultivaéniho média II. Bunécénd suspenze (10 pl) byla
smichana se stejnym mnoZstvim trypanové modii a nasledné¢ byla stanovena
koncentrace bunék. Buiky byly nasledné¢ zfedény na pozadovanou koncentraci

a pouzity do experimentd.
4.3.3. Stanoveni toxicity (MTT test)
Princip

MTT je redukovano mitochondrialnimi dehydrogenasami metabolicky aktivnich
bunék na fialové formazanové barvivo. Absorbanci produktu méfime fotometricky

pti 540 nm.[24]
Piiprava bunék

Buriky byly kultivaénim médiem II nafedény na koncentraci 1,6-10° bun&k/ml
avysety na 96 jamkové desky (200 ul/jamka), které byly na 24 hod vlozeny

do inkubéatoru nasyceného vodnimi parami (37°C; atmosféra 5% CO,).
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Vzorky nanocéstic metalického a iontového stfibra byly experimentdlnim
médiem nafedény na koncentrace 0,05 — 200 ppm. Kultivacni médium II bylo z jamek

odsato a bylo aplikovano 100 ul experimentalniho média obsahujici nanocastice.

Po 24 hod inkubaci (inkubator; 37°C; 5% CO,) bylo experimentalni médium
se vzorky z desek odsato a nasledné aplikovano 100 ul MTT nafedéného s médiem
v poméru 1:10. Po 3 hod inkubaci byly vzniklé fialové krystaly rozpustény ve 150 pl

DMSO s amoniakem a byla zméfena absorbance pii 540 nm.
Vyhodnoceni toxicity

Toxicita byla vypoctena z absorbance dle nésledujiciho vzorce.

AV_AP
toxicita (%) = (———)-100
( 0) (AK_AP)

Ay — absorbance vzorku

A — absorbance kontroly

Ap — absorbance pozadi (DMSO + NHj3)

4.3.4. Stanoveni poSkozeni DNA (Comet assay)
Princip

Metoda Comet assay je zaloZena na sledovani poskozené DNA v jednotlivych
bunkach zalitych v tenké vrstvé agardzy po lyze a elektroforéze. Jednovldknové zlomy

DNA se projevi tvorbou kometek a ty jsou sledovany mikroskopicky po obarveni

fluorescencnim barvivem.[25]
Priprava sklicek

Mikroskopickéd sklicka (76x26 mm) byla vyvafena v 6% peroxidu vodiku
(30 min) a promyta deionizovanou vodou. Po usuSeni byla potazena 1% agardzou
a usuSena (60°C; 30 min). V den pokusu bylo na takto pfipravené sklicko naneseno
85 ul 1% vysokotuhnouci agarézy a zakryto krycim sklickem. Po zatuhnuti agardzy

bylo kryci skli¢ko tésné pred aplikaci bun€k odstranéno.
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Piiprava bunék a provedeni experimentu

Bunky byly zpasazovany a vysety na 6 jamkové desky v koncentraci
6,3-10°bunék/ml (1,5 ml/jamka). Po 24 hod inkubaci (37°C; 5% CO,) byly na buiiky
aplikovany netoxické koncentrace nanocastic stfibra (1,5 ml/jamku). Netoxické
koncentrace (pro metalické sttibro 1, 10, 25 ppm; pro iontové stiibro 0,1; 0,5; 1 ppm)
byly ze zésobnich roztoki nanocastic metalického a iontového stfibra nafedény
experimentalnim médiem. Po 24 hod bylo z kazd¢ jamky odebrano médium (1 ml) pro
stanoveni koncentrace IL-6. Buiky byly oplachnuty 1 ml PBS auvolnény 200 pl
trypsinu s EDTA (3 min; 37°C). Cinnost trypsinu byla zastavena 200 pul FBS. Suspenze
byla nésledné centrifugovana (10 min; 1300 rpm; pokojova teplota). Vznikly pelet byl
rozsuspendovan v PBS (250 ul) a pomoci trypanové modii byla stanovena koncentrace

bunék.

85 ul nizkotuhnouci agarézy obsahujici 1-10* — 2-10* bunék bylo naneseno
na mikroskopické sklicko s vrstvou vysokotuhnouci agardézy a piikryto krycim
sklickem. Po zatuhnuti agar6zy bylo kryci sklicko odstranéno a mikroskopicka sklicka
s buiitkami byla vloZena do kyvety s vychlazenym lyza¢nim roztokem (1 hod; 4°C)
a poté do elektroforetického pufru (40 min; 4°C), aby doslo k rozvolnéni Sroubovice
DNA. Nasledn¢ byla provedena elektroforéza (20 min; 20 V; 4°C). Po skonceni
elektroforézy byla sklicka promyta neutralizatnim roztokem (3x5 min), oplachnuta

deionizovanou vodou a vysusena.

Vyhodnoceni

Vyhodnoceni poskozeni DNA (kometky) probihalo s vyuzitim fluorescencniho
mikroskopu. Na plochy agardzy s bunkami byl aplikovan ethidium bromid (20 pl).
Na kazdém sklicku bylo vizualné hodnoceno 100 kometek, které byly rozdéleny podle
stupné¢ poskozeni do skupin O (neposkozené) az 4 (Uplné poSkozené), viz obr. 8.
Celkové poskozeni pro jednotlivé koncentrace bylo vypocitano pomoci vzorce:

Ny-O+ N, 14N, 24+ N,;3+N -4

100
No+ N,+N,+N3+N,

celkové poskozeni =

No, Ny, N;, N3, Ny — pocet bunék v kazdé skupiné

Celkové poskozeni se pohybuje v rozmezi 0 — 400 arbitrarnich jednotek.
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Obr. 8: Ptiklady poskozené DNA pro vizualni hodnoceni [26]

a) skupina 0 (zddné poskozeni); b) skupina 1 (mirné poskozeni); c) skupina 2;

d) skupina 3; e) skupina 4 (ipIné poskozeni)

4.3.5. Stanoveni koncentrace IL-6

Princip: Hladina IL-6 byla stanovena metodou ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Tato metoda je zaloZena na specifické reakci mezi antigenem
a protilatkou, kterd je imobilizovana na pevny povrch (jamka mikrotitracni desticky).
Detekéni protilatka je znacena pomoci enzymu, ktery katalyzuje pfemeénu substratu

na barevny produkt, jehoZ mnoZstvi je stanoveno spektrofotometricky.[27]

Na 96 jamkovou desku s navédzanou protilditkou bylo aplikovano 100 pl
vzorkového pufru RDIW. Na takto pfipravenou desku bylo v dubletu pipetovano 100 pl
standardu nebo vzorku média, které bylo odebrano z 6 jamkovych desek pfi stanoveni
poskozeni DNA viz kapitola 4.3.4. Po inkubaci (2 hod; pokojova teplota) byly roztoky
odsaty a jamky opladchnuty promyvacim pufrem (4x100 pl). Poté byl nanesen roztok
enzymaticky znacené protilatky (200 pl). Po inkubaci (2 hod, pokojova teplota)
byl roztok odstranén, jamky oplachnuty promyvacim pufrem (3x100 pl) a nanesen
substrat (200 pl). Po inkubaci (20 min; tma) byla reakce ukoncena zastavovacim

roztokem (50 pl) a do 30 min byla zméfena absorbance pii 450 nm.
Vyhodnoceni

Koncentrace IL-6 v jednotlivych vzorcich byla vypocitana z kalibraéni kiivky.
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5. Vysledky

5.1. Stanoveni toxicity nanocastic stribra
Vliv nanocastic iontového a metalického stfibra na Zivotnost lidskych kozZnich

fibroblastti byl sledovan v koncentra¢nim rozmezi 0,05 — 200 ppm po 24 hod inkubaci.

Vedle vizudlniho hodnoceni morfologickych zmén (obr. 9) byla Zivotnost bun€k
hodnocena MTT testem. Vysledky byly vyjadfeny jako zivotnost bunék (%)
v porovnani s kontrolnimi buiikkami, které byly inkubovédny stejnou dobu v médiu

bez testovanych latek.

Nanocastice metalického (graf I) a iontového (graf II) stiibra vykazovaly
koncentra¢né zavislou toxicitu u lidskych koznich fibroblasti. U iontového stiibra
byl zaznamenan statisticky vyznamny pokles zivotnosti bun¢k pii koncentraci 10 ppm
(zivotnost bun¢k byla 10%), zatimco u metalického stiibra byl zaznamenan statisticky
vyznamny pokles az u koncentrace 25 ppm, pfi¢emz doslo ke snizeni zivotnosti bunék
pouze na 80% . Stejny pokles Zivotnosti jako u iontového stfibra byl u metalického

stfibra zaznamenan az u koncentrace 100 ppm (zivotnost 20%).

Pro studium vlivu nanocastic stiibra na poskozeni DNA a hladinu IL-6 byly
na zékladé MTT testu vybrany koncentrace metalického (1, 10, 25 ppm) a iontového

(0,1; 0,5; 1 ppm) stiibra, které nezpiisobovaly pokles zZivotnosti bun¢k vétsi nez 20%.
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Obr. 9: Lidské kozni fibroblasty po aplikaci testovanych nanocéstic (zvétSeni 200x)

a) kontrolni buiiky; b) bunky po aplikaci nanocastic iontového stiibra ; c) buiky

po aplikaci nanocastic metalického stiibra
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Graf I: Vliv nanocastic metalického stfibra na zivotnost lidskych koznich fibroblastl

(Hodnoty jsou primérem + SD ze tii méfeni provedenych v hexapletu. * hodnoty

jsou signifikantni na hladin¢ 0,01; ** na hladiné 0,05)
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Graf II: Vliv nanocastic iontového stiibra na zivotnost lidskych koznich fibroblasti

(Hodnoty jsou primérem £+ SD ze tfi méfeni provedenych v hexapletu. * hodnoty

jsou signifikantni na hladin€ 0,01)

5.2. Stanoveni poSkozeni DNA
Vliv nanocastic iontového (0,1; 0,5; 1 ppm) a metalick¢ho (1, 10, 25 ppm)
stitibra na tvorbu jednovldknovych zlomiit DNA (Comet assay) v lidskych koZnich

fibroblastech byl u netoxickych koncentraci nanocastic sledovan po 24 hod inkubaci.
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U nanocastic iontového (tab. 1, 2) ani metalického (tab. 1, 3) stfibra nebyl

prokazan signifikantni rozdil v poSkozeni DNA v porovnani s kontrolnimi buiikami.

Tabulka 1: Vliv nanocastic stfibra na jednovlaknové zlomy DNA v lidskych koznich

fibroblastech (Hodnoty jsou priimérem + SD ze tii nezdvislych experimentt.)

mnoZstvi poSkozenych jader

vzorek c Ag [ppm] 0 1 2 3

0 111 2 1 1

Nanocastice 0.1 108 4 1 0

iontového

st¥ibra 0,5 108 4 1 0

1 106 5 0 0

0 111 3 1 1

Nanocastice 1 106 7 0 1
metalického

stiibra 10 104 9 1 0

25 106 7 1 1

Tabulka 2: VIiv nanocastic iontového stiibra na poSkozeni DNA (Hodnoty

jsou primérem + SD ze tii nezavislych experimentt.)

cAg Celkové poskozeni
[ppm] |arbitralni jednotky]
0 62+t1,4
0,1 4,8+0,6
0,5 43+14
1 5,0£23

Tabulka 3: Vliv nanocastic metalického stiibra na poSkozeni DNA (Hodnoty jsou

primérem + SD ze tii nezavislych experiment.)

cAg Celkové poskozeni
[ppm] [arbitralni jednotky]
0 49+1,5
1 6,0+ 1,7
10 89+1,5
25 7,5+2,3
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Obr. 10: Priklady poskozeni DNA v lidskych kozZnich fibroblastech.

a) skupina 0 (z4dné poskozeni); b) skupina 1 (mirné poskozeni); c) skupina 2;

d) skupina 3; e) skupina 4 (Gplné poskozeni)

40



5.3. Vliv nanocastic stiibra na hladinu IL-6
Pro stanoveni vlivu nanocastic stiibra na hladinu IL-6 byly lidské koZzni
fibroblasty inkubovany 24 hod s nanocasticemi iontového (0,1; 0,5; 1 ppm)

a metalického (1; 10; 25 ppm) stiibra, které na buiiky neptsobily toxicky.

Z graft Il a IV je patrné, Ze netoxické koncentrace nanocastic stiibra nezvysuji
koncentraci [L-6. Naopak po aplikaci nanocastic stfibra doslo ke sniZzeni bazalni hladiny
IL-6 v lidskych koZnich fibroblastech. Vyrazn¢jsi pokles byl zaznamendn u nanocastic

metalického stiibra (graf IV).
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Graf III: Vliv nanocéstic iontového stiibra na hladinu IL-6 (Hodnoty jsou vyjadieny

jako pramér + SD ze tfi nezdvislych experimentt.)
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Graf IV: Vliv nanocéstic metalického stiibra na hladinu IL-6 (Hodnoty jsou vyjadieny

jako primér + SD ze tfi nezavislych méfeni.)

42



6. Diskuze

Nanotechnologie je vysoce perspektivni obor pro vytvaifeni novych aplikaci
v raznych oblastech, at’ uz se jednd o letecké inzenyrstvi, nanoelektroniku, péci
o zivotni prostfedi, lékafskou péci nebo oblast spotiebniho zbozi. Nanocastice
v porovnani s makro/mikrocasticemi maji velky povrch a vysokou reaktivitu a diky
tomu maji vynikajici fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti. Tyto vlastnosti zavisi
predevsim na velikosti a tvaru nanocastic, a proto je vyzkum zaméien zejména timto
smérem. S rostoucim zdjmem o biologické uUCinky nanocéstic, zejména nanocastic
stiibra a jejich vyuzivani v medicin€, rostou zaroven obavy z potencionalniho rizika

toxického piisobeni nanocastic, a to zejména po vstupu nanocastic do organismu.

V soucasné dobé existuje tada in vitro studii, zabyvajicich se hodnocenim
toxickych 0€inkli nanocastic stiibra, ale také dalSich druhl nanocastic, které by mohly
byt vyuzity v medicin€.[22, 28, 29] Naproti tomu je publikovano pouze nékolik in vivo
studii, které hodnoti Uc¢inek nanocastic na cely organismus [30, 31, 32], a jejich
vysledky v porovnani s in vitro studiemi prokazuji nizsi toxicky uc¢inek nanocastic
stiibra.[33] Vysledky in vitro studii se li§i v zavislosti na pouzité bunécné linii, ale také
na aplikované koncentraci, délce plisobeni nanocastic a jejich profilu napi. velikosti,
tvaru, povrchovém naboji a zptisobu pfipravy. Pfi vyrob¢é nanocastic, mohou na jejich
povrchu zistavat zbytky latek, které nezreagovaly pii syntéze nebo zbytky
stabiliza¢nich ¢inidel, které mohou byt jednim z divodd vétSiho toxického ucinku

nanocastic stiibra.[28]

Bakalatskd prace se soustiedila na studium toxicity nanocastic metalického
a iontového stiibra na primarnich kulturach lidskych koznich fibroblastii. Toxicita byla
hodnocena po 24 hodinové inkubaci nanocastic s buitkami pomoci MTT testu. Bylo
zjiSténo, ze nanocastice metalického stiibra snizily zivotnost bunék pii 2,5% nizsi
koncentraci (25 ppm) nez nanocastice iontového stiibra (10 ppm), pficemZ sniZeni
zivotnosti bylo v pfipadé metalického stfibra pouze o 20 % v porovnani s iontovym
stiibrem, kde byl zaznamenéan pokles zivotnosti o 90 %. Naméfena data koreluji
s publikovany vysledky.[22, 34] Ghosh a kol. studovali toxicitu nanocastic stiibra
o velikosti 75 — 130 nm na bunétné linii lidskych lymfocyti WST-1. Zaznamenali

pokles zivotnosti bun¢k v zavislosti na koncentraci nanoCastic stiibra, pfiCemz
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signifikantni  pokles Zivotnosti pozorovali pifi koncentraci 25 ppm.[34]
Park a kol. porovnavali toxicitu nanocastic metalického (20, 80 a 113 nm) a iontového
sttibra na bunécnych liniich mySich peritonealnich makrofagh RAW 264,7 a mysich
fibroblasti 1.929. U obou bunéénych linii zaznamenali pokles Zivotnosti v zavislosti
na koncentraci nanocastic, pricemz u bunécné linie RAW 264,7 nezaznamenali rozdil
v toxicité¢ iontového a metalického stfibra. Naproti tomu, u line mySich fibroblastl
1929 pozorovali vyssi toxicitu metalického stiibra (2,8 ppm) nez stfibra iontového
(7,1 ppm). Vy$3i toxicita metalického stfibra byla vSak pozorovana pouze u nanocastic
o velikosti 20 nm. V piipad€ nanocastic o velikosti 80 a 113 nm, byla pozorovana nizsi
toxicita metalického stfibra v porovnani s iontovym.[33] Tato data koreluji s vysledky

ziskanymi v bakalarské praci.

RovnéZ prace zabyvajici se genotoxicitou nanocastic stiibra nejsou ve svych
vysledcich jednotné. Divody pro nejednotnost vysledkd jsou podobné jako v piipadé
vySe zminéné toxicity. LiSi se v zavislosti na pouzité bunécné linii, koncentraci
nanocastic, délce plisobeni a jejich profilu napt. velikosti, tvaru, povrchovém naboji
a zpusobu pfipravy.[22, 28, 29, 34] Genotoxicita nanoc¢astic stiibra je pfipisovana jejich
schopnosti podporovat tvorbu nezadoucich ROS. Pfitomnost nanocastic o ruznych
velikostech a chemickém slozeni byla prokazana piredevSim v mitochondriich,
kde poskozovaly vyznamné biomolekuly a piispivaly tak ke vzniku oxidativniho stresu.
Bylo prokazéno, ze po aplikaci nanocastic stiibra na bunéfnou linii potkanich
hepatocyti dochazi k poSkozeni bunécné membrany, snizeni hladiny glutathionu
a zvySeni produkce ROS, coZ naznacuje neZadouci vliv nanoanocastic na dychaci
fetézec. Ukladanim nanocastic stfibra v mitochondriich mize dochdzet k ovlivnéni
jejich funkei narusenim dychaciho fetézce, coz miize vést k nadprodukci ROS a snizeni
produkce ATP. ROS jsou vysoce reaktivni a jejich ucinkem dochazi k oxidativhimu

poskozeni proteini a DNA.[28]

V bakalatské praci byla genotoxicita nanoc¢astic metalického a iontového stiibra
hodnocena tvorbou jednovldknovych zlomi DNA. Cilem bakalarské prace bylo vybrat
a ovetit bezpecnost vhodnych koncentraci nanocastic metalického a iontového stiibra,
u kterych budou nasledné testovany protektivni ucinky (napf. protizanétlivé
a fotoprotektivni ucinky, vliv na hojeni ran atd.). Z tohoto diivodu byly pro studium

genotoxicity vybrany takové koncentrace, které nezptisobovaly vyssi nez 20% sniZeni
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zivotnosti buné¢k. U téchto koncentraci iontového (0,1; 0,5 a 1 ppm) a metalického
(1, 10 a 25 ppm) stiibra nebyl zaznamendn genotoxicky potencial hodnoceny tvorbou

jednovlaknovych zlomi DNA.

V rozporu s vysledky bakalaiské prace jsou nékteré studie, které popisuji tvorbu
jednovldknovych zlomi DNA pii koncentraci nanocastic 25 ppm.[28, 34]
AshaRani a kol. prokazali, ze podobné¢ jako toxicita, je 1 genotoxicita nanocastic zavisla
na jejich koncentraci. Zjistili, ze nanocastice stfibra poskozuji DNA u normalnich
lidskych fibroblastti. Signifikantni nartst poskozeni DNA zaznamenali jiZ u koncentrace
nanocastic 25 ppm s tim, ze se poSkozeni DNA zvysSovalo az do koncentrace 100 ppm.
[28] Opacny trend pozoroval tym autori Ghosh a kol., ktefi studovali poskozeni DNA
u lidskych lymfocytii. Rovnéz jako ve vySe zminované praci pozorovali signifikantni
nartist poSkozeni DNA u koncentrace 25 ppm, nicméné u vySSich koncentraci
(50, 100, 150 a 200 ppm) pozorovali naopak pokles tvorby jednovldknovych zlomu
DNA.[34] Tento rozdil je pravdépodobné zplisoben velikosti nanocéstic a typem
bunécné linie, na které experimenty provadeli. AshaRani a kol. testovali genotoxicitu
na normalnich lidskych fibroblastech a pouZivali nanocastice o velikosti 6-20 nm,[28]
zatimco Ghosh a kol. testovani provadéli na lidskych lymfocytech a méli castice
o velikosti 75-130 nm.[34]

Z duvodu predpokladaného pouziti nanocCastic metalického a iontového stiibra
vliv na markery zanétu. Jednim z typickych markerti zanétu je IL-6. Hodnoceni vlivu
nanocastic metalického a iontového stfibra na produkci IL-6 v lidskych kozZnich
fibroblastech probihalo pomoci metody ELISA. Bylo zjisténo, ze po 24 hodinové
aplikaci nanocéstic stfibra na builkky nedochézi ke zvySeni hladiny IL-6. Naopak bylo
pozorovano, ze nanocastice snizuji jeho bazalni hladinu v buiikdch. Pokles koncentrace
IL-6 byl vyraznéjsi u nanocastic metalického stiibra.

Podobné vysledky publikoval i Carlson a kol., ktefi studovali vliv nanocastic
stiibra o riznych velikostech (15, 30 a 55 nm) na vybrané¢ markery zdnétu u potkanich
alveolarnich makrofagt. Prokazali, Ze nanocéstice zvysuji hladinu tumor nekrotizujiciho

faktoru-a a interleukinu-1f, ale nemaji vliv na hladinu IL-6.[35]
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Vysledky bakalarské prace prokdzali bezpecnost nanocéstic metalického

(1, 10 a 25 ppm) a iontového (0,1; 0,5 a 1 ppm) sttibra, které budou nasledné pouzity

rrrrr

lidskych koznich fibroblasti.
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7. Zavér
Bakalafsk4a prace se zabyvala studiem biologického U€inku nanocastic dvou

forem nanocastic stiibra, iontového a metalického. Ze ziskanych vysledkt 1ze vyvodit

tyto zavery:

a) Bylo zjisténo, Ze nanocastice iontového stiibra snizuji Zivotnost bunck
pfi 2,5% niz$i koncentraci (10 ppm) neZ nanocastice metalického stfibra
(25 ppm). Pokles Zzivotnosti uCinkem nanocastic iontového stiibra
byl 0 90% zatimco u nanocéstic metalického stiibra pouze o 20%. Pokles
zivotnosti bun¢k o 90% byl v pfipadé metalického stiibra zaznamenan

az u koncentrace 100 ppm.

b) Vybrané netoxické koncentrace iontového (0,1; 0,5; 1 ppm) a metalického

stiibra (1; 10; 25 ppm):
— nem¢ly vliv na tvorbu jednovldknovych zlomi DNA

— sniZzovaly bazalni hladinu IL — 6 v lidskych koznich fibroblastech.

Vyraznéjsi pokles byl zaznamenan u nanocastic metalického stiibra.
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9. Seznam zkratek

ATP
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
ELISA

FBS
IL-6
MTT

PBS
RONS
ROS

Tris

adenosintrifosfat

Dulbecco's modified Eagle's médium
dimethyl sulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

disodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

fostatovy pufr

interleukin 6
3-(4,5-dimethyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid

fosfatovy pufr

reaktivni formy kysliku a dusiku

reaktivni formy kysliku

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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