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1 UVOD

V souvislosti se stidle se zrychlujicim technickym pokrokem dochézi v dnesni dobé
k rozkvétu fady védeckych oblasti. Pokud srovname technologické mozZnosti dnes
a v dobach pted napiiklad dvaceti lety, zjistime, ze véda za tento relativné kratky casovy
usek ucinila velké pokroky a neustdle otevira nové a nové moznosti. Rozmach
pozorujeme na poli mediciny, elektrotechniky ¢i genového inzenyrstvi. Pozadu
nezlstava ani rozvoj nanotechnologii, které se stale vice uplatnuji v riiznych védnich
odvétvich a ziskavaji tak interdisciplinarni charakter. Své misto nanocastice nalezly
Vv konstrukcich mikroskopti, kde se vyuzivaji struktury nanotrubi¢ek pro zlepSeni
rozliSovaci schopnosti, v oblasti nanofotoniky, coz je obor zabyvajici se vlastnostmi
a vyuzitim fotond, v elektrotechnice nebo farmacii ¢i medicin€. Nanoc¢astice mohou mit
rizny puvod — vznikaji pfirodni cestou nebo dusledkem specifickych procest.
Ptikladem pfirodnich nanoc¢astic majicich vliv na zivotni prostfedi miize byt sopecny
prach, ktery vzniké pfi vulkanické Cinnosti. VEtsi problém vsak ptredstavuji nanocastice
vznikajici pfi antropogenni ¢innosti — jako dusledek svafovéani, spalovani ¢i pii
nanotechnologickych aplikacich, které vyuzivaji syntetické nanomaterialy — pigmenty,
aditiva, 1é¢iva apod. Je teda ziejmé, Zze se nanocastice vyskytuji vSude okolo nas,
ve velké mife také jako soucast aerosoli v ovzdusi a mohou lehce proniknout
do lidského organismu. Se zvySujicim se primyslovym vyuzitim nanomateriali, a tedy
i s jejich zvySujici se pritomnosti v prostiedi, vyvstava nékolik dulezitych otazek.
Do jaké miry tyto komponenty ovlivituji zivé organismy? Jaka je mira jejich
nebezpecnosti pro clovéka? Mohou byt dokonce toxické? Aby bylo mozné tyto otazky
zodpoveédét, musime blize proniknout do molekularni podstaty jak konkrétnich
nanomaterialt, tak lidského organismu. Lidskému télu tyto komponenty nejsou vlastni,
a proto je fadime mezi xenobiotika. Uginky xenobiotik na na§ organismus jsou
podrobné studovany jiz desitky let. Je vSak jasné, Ze nemiizeme otestovat u¢inky vSech
nanocastic na lidské buniky najednou, proto je nutné provést celou fadu experimentl
Sriznymi latkami. Cilovou skupinou pro tyto latky mohou byt také ligandem
aktivované transkripéni faktory. Tato prace se vénuje jednomu z nich, konkrétné
receptoru pro vitamin D, ktery fadime do rodiny jadernych receptort a velkou mirou
se podili na udrzovani homeostazy vapniku a fosforu v téle. Cilem této prace je zjistit,
zda zkoumany nanomaterial, ¢ili grafen oxid, piisobi na lidské burnky toxicky ¢i nikoli

a nasledné stanovit jeho schopnost aktivovat ¢i inhibovat dany receptor.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vitamin D
Vitamin D je souhrnny nazev pro hormondlni prekurzory steroidni povahy, které
mizeme souhrnné oznacit jako kalciferoly. Vitamin D je prekurzorem hormonu
kalcitriolu, ktery patii, spolu s peptidovymi hormony, jako je parathormon (PTH)
(Murray et al., 2012). Vitamin D ovliviiuje metabolismus téchto dvou minerali a tim
I jejich spravnou funkci a tvorbu kosti. Metabolicka draha véapniku a fosforu zacina
ve sttevé, kde jsou tyto mineraly absorbovany stfevni sliznici, nasledné jsou
transportovany krvi do tkani, ukladaji se v kostech a jejich ptebytky jsou poté odvadény
mod&i a vykaly z téla ven. Lidské t&lo obsahuje 1-1,5kg Ca?*, jehoZ nejvatsi &ast je
ulozena Vv kostech, cca 99% (Koolman a Rohm). V kostech se vapnik nachazi ve formé
hydroxyapatitovych krystald, které tvofi anorganickou strukturni slozku kostry (Murray
et al., 2012). K zajiténi spravnych funkci Ca®* je nutné jeho hladinu v téle piesné
regulovat. lonty Ca®* funguji také jako enzymové kofaktory a jsou nepostradatelnou
soucasti procesu srazeni krve. Peptid parathormon a steroid Kalcitriol pifimo ¢i nepfimo
podporuji procesy zvysujici hladinu Ca®". Kalcitriol stimuluje indukci transportéri
resorpci Ca”* a ma pozitivni vliv na uvolfovani Ca?* zkosti. Kalcitonin jako
antagonista PTH pusobi na tyto procesy v opaéném smyslu (Koolman a Roéhm, 2012).
Vitamin D ve své podstaté nepatii mezi vitaminy, jelikoZ si jej organismus dokdze
sam vytvaret (Dastych et al., 2015). Mizeme ho vSak pfijimat také z potravy.
Mezi hlavni zdroje vitaminu D pro Zivy organismus muzeme zafadit v prvni fadé
slunce, z potravinovych zdrojii potom vajecny zloutek ¢i rybi tuk. Pokud je ozafeni ktize
sluncem nedostate¢né a vitamin D chybi také v potraveé, objevi se karen¢ni ptiznaky,
které se u déti projevi jako rachitida a u dospélych jako osteomalacie. V obou ptipadech
je zhorSena mineralizace kosti (Koolman a Rohm, 2012). Nedostatek se muze také
projevit zvySenou kazivosti zubl. ZvySeni hladiny vitaminu D Ize dosahnout
ozatovanim kize UV svétlem o vlnové délce 230-313nm. Vysoké hladiny vitaminu D
vedou k intoxikaci, narusuje se metabolismus vapniku a fosforu. Dochazi ke kalcifikaci
mékkych tkani, tvofi se ledvinové kameny. Pigmentace do jisté miry chrani ptred
intoxikaci. Vzhledem Kk regula¢nim mechanismiim velké vystaveni slune¢nimu zafeni
nikdy nevede k hypervitaminéze (Murray et al., 2002). Horni hranice doporué¢eného
denniho pfijmu vitaminu D je pro dospélého clovéka 100ug (40001U). Symptomy
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hypervitaminézy se projevi po delsi dobé, cca po 3 mésicich uzivani vysokych davek

vvvvvv

vvvvvv

(Aloia et al., 2005; Clemens et al., 1982). Vitamin D a jeho analogy nalezly velké
uplatnéni na poli mediciny pfi 1é€bé nemoci. Naptiklad pro 1écbu hyperproliferativnich
nemoci, jako je osteopordza ¢i svrab, byly pfipraveny ruzné syntetické formy vitaminu
D (Nakamura et al., 2013; van Geel et al., 2014). Osteoporozu vyvolanou nedostatkem
pohlavnich hormoni lze 1é€it podavanim steroidnich hormont nebo modulatort jejich
receptort, tzv. SERM (Koolman a Rohm, 2012).

Vitamin D se vyskytuje ve dvou formach — vitamin D,, neboli ergokalciferol
avitamin D3, neboli cholekalciferol (obr. 1). Zasadni rozdil mezi vitaminy D; a Ds
muizeme pozorovat jiz v procesu biosyntézy. Vitamin D3 vznikd v klzi zivocicht
pteménou 7-dehydro-cholesterolu, zatimco vitamin D; vznika pfeménou ergosterolu
Vv rostlinach. Ergosterol je steroidni latka obsazend jen v rostlinach, nikoli v Zivo¢isném
organismu (Murray et al., 2012). Vitamin D; se tedy nachazi pouze v rostlinach, a proto
jej mizeme ziskat jediné z potravy. Vysoky obsah vitaminu D, maji naptiklad obilniny
(Holick, 2007). Vysoké mnozstvi ergosterolu je obsazeno také v houbach. Ten se pii
vystaveni svétlu o vinové délce cca 315nm pieménuje na vitamin D, (Havinga et al.,

1960). Zdrojem vitaminu D, mohou byt také vitaminové dopliky (napt. Calcidol),

Vitamin D, Vitamin D;

Obrazek ¢. 1: Struktura vitaminu D, a vitaminu D;. Schéma vlevo
zndzorfiuje chemickym vzorcem ergokalciferol, cili vitamin D,
a struktura vpravo znazornuje chemickym vzorcem cholekalciferol,
¢ili vitamin D3 (obrdzek pfevzat z Zhu a DeLuca, 2012).



které, jak bylo prokdzano, maji srovnatelnou ucinnost, jako vitaminové dopliky
obsahujici vitamin D3 (Holick et al., 2011). Dalsi rozdil spoc¢iva v jejich chemické

struktufe.

2.1.1 Chemicka struktura

Chemicka struktura vitaminu D byla objasnéna na zac¢atku minulého stoleti (Cuppari et
al., 2011). Vitamin D patii k nejstar§im znamym hormontim na zemi a svou strukturou
je velmi podobny steroidnim hormonum, jako je naptiklad testosteron, kortizon
¢i aldosteron. Prekurzorem steroidnich hormont je cholesterol. Struktura vitaminu D; je
prakticky shodna se strukturou vitaminu Dj3, az na postranni fetézec v poloze 17.
Postranni fetézec vitaminu D; je nasyceny a navic obsahuje vedlejsi methylovou
skupinu, kdeZto postranni fetézec vitaminu D3 je nenasyceny a neobsahuje zadnou dalsi
vedlejsi skupinu (Murray et al., 2012). Diky své molekularni struktufe a konformaci
se vitamin D vyznacuje unikatnimi vlastnostmi, které se vSak od vlastnosti klasickych
steroidnich hormont 1isi. V soucasné dob¢ je znamo asi 40 metabolitd a 220 analogl

vitaminu D (O’Malley a Birnbaumer, 1978).

2.1.2 Vitamin D;

Vitamin D3 vznika pfeménou 7-dehydro-cholesterolu, ktery se vytvaii v kizi u¢inkem
ultrafialového zéafeni. Stépenim 7-dehydrocholesterolu vznika nejprve provitamin Ds.
Tato forma je vSak vysoce nestabilni, proto se samovolné pfeméfuje na izomer
cholekalciferol, ¢ili vitamin D3. Syntéza a koncentrace vitaminu D3 Vv Krvi je zavisla na
rocnim obdobi. V krvi je transportovan vazbou se specifickym proteinem, kterym je
tzv. VDBP, ¢ili vitamin D binding protein, do jater, kde dochéazi K jeho dalsimu
zpracovani. V jatrech se jak zvitaminu Ds, tak z vitaminu D, tvofi pusobenim
hydroxylaz 25-hydroxyvitaminy [25(OH)D,] a [25(OH)Ds]. Koncentrace téchto 25-
hydroxyvitamini je urCujicim znakem pro zjisténi hladiny vitaminu D v organismu
(Dastych M. et al, 2015). Vitamin Dj je specificky hydroxylovan na pozici 25 pomoci
mikrosomalnich enzym P450 — CYP2R1, CYP2J2, CYP2J3, CYP3A4, CYP2D25
a CYP2C11 a jednoho mitochondrialniho enzymu CYP27A1 (Zhu a DelLuca, 2012).
Nasledné je metabolizovan v ledvinach pusobenim enzymu CYP27B1 na biologicky
aktivni formy. Aktivni forma vitaminu D3 nese oznafeni jako la,25-
dihydroxycholekalciferol, neboli kalcitriol (Dastych M. et al., 2015). Kalcitriol jiz

pfimo ovliviiuje metabolismus vapniku a jeho syntéza je zndzornéna na obrazku ¢. 2.



Ve sttevé indukuje tvorbu véapnik vazebného proteinu (CBP). CBP poté¢ funguje jako
transportér vapniku v téle. Biosyntéza kalcitriolu je znacn€ odlisSnd od biosyntézy
ostatnich steroidnich hormont, které jsou vSechny odvozeny od pregnenolonu
¢i progesteronu (Koolman a Rohm, 2012). Studie prokazaly, ze kalcitriol zvySuje
hmotnost kosti a ma ptiznivy vliv na jejich tvorbu. Bylo také ovéteno, ze kalcitriol
muze inhibovat nebo podnécovat osteoklastogenezi, neboli vznik osteoklasti (velké
rozvétvené kosti buiky, jejich funkci je odbouravani kostni tkané) z hematopoetickych
prekurzori (Kogawa et al., 2010). Kalcitriol muze potlacit resorpci kosti pfimou
inhibici osteoklastogenze nebo snizenim funkce regulatori osteoklastogeneze.
Ptikladem regulatoru osteoklastogeneze mtize byt napt. RANKL (receptor aktivovany
ligandem kappaB). Diky této vlastnosti mize byt kalcitriol vyuzit jako soucast 1éCiv
proti osteopordze. V dnesni dobé se také testuje pouziti kalcitriolu a jeho analogu

pfi 1é¢bé rakoviny ¢i kardiovaskularnich onemocnénich (Li A. et al., 2017).

Vitamin D,
CYP27A1
CYP2R1
b potravinovy ? ccvypggzs
2} CYP2D25
CYP2C11
\
OH ! N
| ¥
I «-——
CYP27B1
1,25(0H),D4 25(0H)D,

Obr. 2: Syntéza Kalcitriolu. V prvni ¢asti je vitamin Ds, ktery vznika v k0zi pisobenim UV
zateni nebo jej muzeme pfijimat z potravy, pfeménén na aktivni metabolit [25(OH)Ds]
hydroxylaci na pozici 25 pomoci enzymt P450. Nasledné¢ dochézi k 1a-hydroxylaci pomoci
enzymu CYP27B1 a vznika 1a,25-dihydroxycholekalciferol, neboli kalcitriol (obrazek ptevzat
z Zhu a Del.uca, 2012).



2.2 Jaderné receptory

Jaderné receptory, jinym nazvem také nuklearni receptory (NR), fadime mezi ligandem
aktivované transkrip¢ni faktory. Mezi ligandy muZzeme zahrnout steroidni hormony —
progestageny (progesteron, ptipravuje délohu na pfijeti vajicka), androgeny (testosteron,
vyvoj sekundarnich pohlavnich znakli u muzi), estrogeny (estron, vyvoj sekundarnich
pohlavnich znakd u zen), glukokortikoidy (kortisol, metabolismus sacharidi nebo
proteinil) a mineralokortikoidy (aldosteron, regulace vylucovani vody a soli). DalSimi
ligandy jsou napfiklad vitamin D3, kyselina retinova ¢i prostaglandiny. Nomenklatura
se urCuje podle DNA a ligand vazebné domény, Cili na ptikladu NRI1I1 reprezentuje
prvni ¢islo podrodinu, nasleduje pismeno skupiny a ¢islo genu (Germain et al., 2006).
Celkem existuje 6 podrodin a 26 skupin (Koolman a Rohm, 2012). Tyto receptory po
navazani ligandu zméni svou konformaci. Umozni se tak jejich piima vazba na DNA
a to vede Kk ovlivnéni genové exprese. Ligandy rozdélujeme na hydrofilni a hydrofobni.
Receptory délime na povrchové a intracelularni. Odlisné typy ligandli se vaZi na odliSné
typy receptorti. Lipofilni hormon se vdze na intraceluldrni receptor a reguluje expresi.
Hydrofilni ligand se vaze na povrchovy receptor. V lidském organismu se vyskytuje
48 receptort, které se podileji na nejriznéjSich procesech, napt. udrzovani homeostazy
(Pawlak et al., 2015). Funkce jadernych receptori, stejné jako biologické pochody
jejich ligand, mize byt narusena riznymi chemikaliemi (Heindel et al., 2015).
Tyto chemikalie mohou patfit do skupiny environmentélnich polutantti. Spravna funkce

mize byt narusena také uzivanim specifickych 1é¢iv ¢i drog (Moreau et al., 2007).

2.2.1 Receptor pro vitamin D

Receptor pro vitamin D, taktéZ znamy pod oznafenim NRI1I1 (nuclear receptors
subfamily 1, group I, member 1) ¢i VDR, fadime do rodiny jadernych receptor. Hraje
vyznamnou roli pfi biologickych procesech vitaminu D. Objeven byl roku 1969
(Haussler et al., 1969). VDR reguluje expresi fady genti, které¢ se podileji na udrzovani
homeostazy vapniku a fosforu v téle (Wang et al., 2012), ale hraje roli i pti dalSich
regulaénich procesech, naptiklad v imunitnim systému, kde reguluje expresi nékterych
latek s antimykotickymi ¢i antibakterialnimi G¢inky (Kodicek et al., 2015). Dale také
podporuje diferenciaci a inhibuje proliferaci ur¢itych buné€k, coz otevira nové moznosti
studia 1é¢by rakoviny (Koolman a Rohm, 2012). Jedna se o ligandem aktivovany
transkripcni faktor, ktery je kodovan genem v oblasti centromery na chromozomu 12

(Taymans et al. 1999). Ligandem tohoto receptoru je la,25-dihydroxycholekalciferol,
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¢ili kalcitriol. Mlze byt vSak také aktivovan kyselinou litocholovou, kterd je soucasti
sttevni mikrofléry (Masuno et al.,, 2013). VDR hraje kli¢ovou roli v regulaci
biologickych pochodi vitaminu D. K vyvoji novych terapeutickych metod je vSak nutné
znat presnou funkci VDR a jeho lokalizaci ve tkanich (Haussler et al., 1998). Piedchozi
studie prokazaly, ze VDR je ptfitomny v bunkach stievniho epitelu, klizi, hypofyze ¢i
slinivce bfisni. Receptory pro vitamin D jsou pfitomny prakticky vSude v téle. Dokonce
1 ve tkanich, které nemaji pfimy vztah k udrzovani homeostazy vapniku a fosforu. Mezi
tkan¢ s nejvysSim obsahem VDR patii stfeva, ledviny, Zlazy s vnitini sekreci a kosti
(Wang et al. 2012). Svou strukturou se podoba dals§im receptorim, jako je PXR
(pregnane X receptor) ¢i FXR, farnesoid X receptor (Bouillon et al., 2008). Jak jiz bylo
feceno, tento transkripcni faktor je kdédovan centromerickym genem na chromozomu 12.
Sklada se zcelkem 14-ti exont. Alternativnim sestfihem genu pro VDR vznikne
14 transkriptt (Tymans et al., 1999). Z téchto 14-ti transkriptd byly prokazany jen dvé
izoformy VDR, konkrétné VDRA a VDRBI (obr. 3). Nejcastéji se vyskytujici
izoformou je izoforma VDRA, ktera obsahuje 427 aminokyselin (Sun et al., 2001).
Izoforma VDRBI1 vSak obsahuje celkem 477 aminokyselin. Riznd velikost obou
izoforem a také jejich vyskyt v odlisnych tkanich jsou divodem jejich rozdilné reakce

vvvvvv

na ligand, vétSinou Kkalcitriol. Nejdulezitéjsi cast struktury VDR predstavuje
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100 kb

Promotor region VDR coding region

If le la1d 1b le
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45 6 3 9 3-UTR
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B
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Obr. 3: VDR. Schéma A znazoriuje gen pro lidsky VDR o velikosti asi 100kb. VDR gen
se sklada ze 14-ti exond, z toho 6 z nich jsou varianty exonu 1, ktery se podili na alternativnim
sestiihu. Exony 2-9 jsou spoletné vSem znamym izoformam VDR. Schéma B znazoriiuje
kompozici proteinu VDR a jeho izoforem, VDRA a VDRBL. lzoforma VDRB1 je
prodlouZena na N-terminalnim konci o dva exony, 1d a lc (obrazek prevzat z Zenata a Vrzal,
2017).



DNA vazebna doména (DBD, zanglického DNA-binding domain). Tato doména
umoziuje navazani na DNA vitamin D responzivniho elementu, VDRE, a obsahuje
zinkové prsty. Dal§i vyznamnou cast struktury VDR piedstavuje ligand-vazebna
doména (LBD, z anglického ligand-binding domain), kterd umoznuje navazani ligandu.
Déle obsahuje struktura VDR také dimerizacni doménu a transaktivaéni doménu.
Dimeriza¢ni doména umoziiuje asociaci VDR s receptorem kyseliny retinové (RXR).
Komplex VDR s RXR se nasledné vaze na VDRE pomoci DBD (Hsieh et al., 1998).
Poté, co se ligand navéaze na receptor, dochazi ke konforma¢nim zménam, které maji
zanasledek umlceni mediadtoru pro receptory retinoidnich a tyroidnich hormont,
tzv. SMRT (z anglického silencincg mediator for retinoid and thyroid hormone
receptors), a aktivaci VDR (Haussler et al., 1998). Po navazani ligandu na DBD je
komplex VDR/ligand stabilizovan pomoci fosforylace na serinu 51 (S51).
Tato fosforylace je zpisobena enzymem proteinkinazou C, PKC (Hsieh et al., 1991).
Dalsi fosforylace, ktera také slouzi ke stabilizaci komplexu VDR/ligand, je lokalizovana
na pozici serinu 208 (S208) a je zprosttedkovdna enzymem kasein kinazou II, CK-II

(Jurutka et al., 1993).

2.3 Nanocastice

Jako nanocastice (NP, nanoparticles) se oznacuji struktury o velikosti 1nm az 100nm.
Nanotechnologie piedstavuji interdisciplinarni védu, ktera se zabyva vyrobou,
zpracovanim a vyuzivanim nanomaterialli, coZz jsou objekty o velikosti v fadech
nanometrl, tedy 10°m. Samotny pojem nanotechnologie je odvozen od feckych slov
nanos, cili trpaslik, a fechné, c¢ili dovednost ¢i zkuSenost. Historie vyuzivani
nanomaterialii saha az do starovékého Rima ve 4. stoleti naseho letopoétu. Nejstar§im
znamym piikladem vyuziti nanomateridlli je tzv. Lykurgiiv pohar (obr. €. 4). Jedna
se 0 sklenény pohar, ktery ve své struktuie obsahuje nanokrystaly zlata a stiibra
o velikosti cca 70nm. Zajimavou vlastnosti téchto pohart, ktera je zptisobena praveé
pfitomnymi nanocésticemi, je jejich schopnost ménit barvu v zavislosti na osvétleni.
Pokud jsou pohary osvétlovany dennim svétlem, ma pohar zelenou barvu. Pokud vsak
umistime zdroj svétla dovnitf poharu, nahle se jevi jako Cerveny (Freestone et al.,
2007). Nanostruktury se rozdéluji na OD struktury (tzv. fullereny), 1D struktury (napf.
nanotrubicky), 2D struktury (napf. nanofilmy ¢i grafen) a 3D struktury (b&ézné objemové
materialy, které se nefadi k nanostrukturam) (Li et al., 2014). V dne$ni dobé

se interdisciplinarni povaha nanotechnologii ¢im dal vice prohlubuje. Nanocéstice



Obr. ¢. 4: Lykurgiiv pohar. Vlevo pohled na pohar v dennim svétle,
kdy ma jasné zelenou barvu a vpravo pohled na pohar, umistime-li
zdroj svétla dovnitf. Pozorujeme zménu zbarveni ze zelené
na ¢ervenou (obrazek ptevzat z Freestone et al., 2007).

se vyuzivaji v mediciné a farmacii jako kontrastni latky pfi nejriznéjsich vysetfenich
¢ijako katalyzatory v chemickém pramyslu (Ozin a Arsenault, 2005). Konkrétnimu
vyuziti nanocastic vSak predchazi jejich dukladné analyza. Idedlni metodu pro analyzu
nejriznéjSich nanocastic predstavuje kapilarni elektroforéza (Baron et al., 2017).
S Sirokospektralnim vyuZzitim nanomaterialt je také spojena cela fada moznych rizik,
napf. environmentalnich. Pfikladem pfirodnich nanocastic, které maji vliv na Zivotni
prostiedi, mize byt sope¢ny prach, ktery vznika pii vulkanické Cinnosti. VEtsi problém
vSak pfedstavuji nanocastice vznikajici pii antropogenni Cinnosti — jako disledek
svarovani, spalovani ¢i pifi nanotechnologickych aplikacich, které vyuZzivaji syntetické
nanomateridly — pigmenty, aditiva, lé¢iva apod. Védeckou disciplinou, ve které
se muzeme setkat s Sirokym vyuzitim nanomateridli, je medicina. Prilomovym

okamzikem v historii nanomateriali bylo objeveni grafenu v roce 2004.

2.3.1 Aplikace nanomaterialii v mediciné

Stejn¢ jako v ptipad¢é nanotechnologii, i medicinské technologie se neustdle rozvijeji
a zdokonaluji a vzajemné se propojuji. Nanomedicina muze byt definovana jako
monitorovani, oprava konstrukce a kontrola lidského biologického systému
na molekularni Grovni pomoci nanozafizeni nebo nanoéastic (Sramek, 2009). Miizeme ji
také chapat jako dalSi vyvojovy stupen, ktery navazuje na molekularni medicinu

a na biotechnologii. Jedna se o ptimou aplikaci nanotechnologii a nanocastic v oblasti



mediciny (Jain, 2008). Ptikladem muze byt nanodiagnostika vénujici se pifimé
molekularni diagnostice pomoci nanosenzoru, nanofarmakologie a s ni spojeny vyvoj
tkanoveé specifickych 1€k, ¢i pouziti riznych implantatt, vcetné umeélych organa
(Sramek, 2009). Velky potencial na poli mediciny predstavuje také vyuziti
magnetickych nanocastic, které slouzi jako nosice specifickych 1é¢iv. Tyto nanocastice
jsou nasmerovany ke specifickym tkanim prostfednictvim vnéj$iho magnetického pole
(Tietze et al., 2015). Tyto magnetické nosi¢e ve svych strukturdch obsahuji kov
piipadn¢ oxid kovu, nebo tzv. SPIONs, coz jsou superparamagnetické nanocastice
oxidu zeleza. Jadro SPIONs tvoii oxid zeleza a byva potazeno organickym materialem,
jako napiiklad mastnou kyselinou ¢i polysacharidy (Laurent S. et al, 2014). Kovové
nanocastice jsou hojné vyuzivané nejen v medicinskych aplikacich, jelikoz disponuji
unikatnimi optickymi, elektronickymi a katalytickymi schopnostmi. Jako nosi¢ pro
nazalni aplikaci 1é¢iv byl vyvinut termostabilni gel, ktery byl pfipraven smichanim N-
[(2-hydroxy-3-trimethylamonium)propyl]chitosan chloridu (HTCC),
polyethylenglykolu (PEG) a a-B-glycerofosfatu (a-B-GP). Léciva s nazalni aplikaci jsou
Casto tvofena proteiny nebo peptidy. Takovato léCiva jsou vSak velice citliva
k enzymatické degradaci (Wu et al., 2007) a pii jejich pouziti dochazelo k jejich
rozlozeni enzymy a terapeuticky ucinek byl minimalni, proto bylo nutné vyuzit jiny
nosi¢, nez termostabilni gel tvofeny HTCC, PEG a o-B-GP. Za timto ucelem byl
vyvinut s vyuzitim polyakrylamidovych nanocastic stabilni nosi¢, ktery nepodléha
enzymatické degradaci a zefektiviiuje Gi¢inek konkrétniho 1é¢iva (Wang et al., 2014).
Se zvySujicim se vyuzitim nanocastic v lékaiské diagnostice narustaji také obavy
ohledné jejich kompatibility s krvi. Interakce nanocastic a krve mutize vést k agregaci
krevnich desti¢ek ¢i k endotelidlni dysfunkci. V medicinskych aplikacich se pouzivaji
zejména nanocastice zlata (AuNP), které vykazuji vysokou stabilitu a biokompatibilitu
(Santos-Martinez et al., 2014). Mezi slibné vyzvy do budoucna patii také pouziti
nanoCastic pii 1é€bé nddorti pomoci magnetické hypertermie. Jednd se o metodu
zaloZzenou na zahiivani malignich nadord na teplotu 42-45°C. Docili se tim
ireversibilnich zmén v rakovinnych bunkach, ale zdrava tkan zlstava neposkozena.
Touto metodou je mozné eliminovat i hluboké nédory. Pro tento ucel se vyviji stale vice
a vice termostabilnich nanomaterialli, které zlepSuji tvorbu tepla v pouZitém roztoku

(Di Corato et al., 2014).
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2.3.2 Grafen

Grafen ptedstavuje 2D krystalickou formu uhliku a jedna se o nejtenci dvojrozmérnou
strukturu na svété. Muzeme fici, ze grafen tvofi jedna vrstva grafitu. Uhliky v grafitu
jsou spojeny pomoci kovalentni vazby a vytvareji strukturu Sestithelniku podobnou
medové plastvi (Wallace, 1947). JelikoZz ma grafen 2D strukturu, je kazdy atom zaroven
vrchnim 1 spodnim a svymi rozméry je mnohonasobné tenci, nez list papiru. V pfirodé¢
se vSak bé&zné nevyskytuje. Pfed vice nez 70ti lety piisli védci Landau a Peierls
S tvrzenim, ze krystaly zaujimajici 2D struktury jsou termodynamicky nestabilni a proto
nemohou existovat (Landau et al., 1980). Toto tvrzeni bylo vyvraceno az roku 2004
s objevem grafenu (Novoselov et al., 2005). Grafen objevili rusti védci Andre Geime
a Konstantin Novoselov za pomoci metody exfoliace a lepici pasky. Za svij objev
siroku 2010 vyslouzili Nobelovu cenu za fyziku. Dnes muzeme grafen pfipravit
napiiklad pomoci CVD (chemical vapor deposition), ¢ili chemické depozice v plynné
fazi. Tato metoda je zalozena na reakci plynného vodiku s methanem (Wonbong et al.,

2011). Struktura grafenu byla vSak teoreticky pfedpovézena jiz ve 40. letech 20. stoleti.

Obr. ¢. 5: Ruzné struktury grafenu. V horni Casti obrazku je svétle modrou barvou
znazornéna samotna 2D struktura grafenu. Z této vychozi struktury mtzeme vytvotit 0D, 1D
i 3D komponenty. Zelenou barvou je znazornéna 0D struktura tzv. fullerenu. Fialovou barvou
je znazornéna 1D struktura nanotrubi¢ky a skladanim jednotlivych vrstev grafenu na sebe
docilime vytvofeni 3D struktury grafitu, coz je znazornéno tmavé modrou barvou (obrazek
prevzat z Geim a Novoselov, 2007).
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Tehdy se tento materidl teoreticky pouzival jako model v kvantové elektrodynamice.
Radi se mezi nejpevn&jsi materialy na svéts. Diky sp? hybridizaci vykazuje grafen fadu
specifickych vlastnosti. Jedna se napiiklad o vlastnosti souvisejici s interakcemi
s magnetickym polem, tepelnou vodivosti ¢i ndbojem. Tyto vlastnosti v§ak mohou byt
vyrazné zhorSeny piitomnosti riznych necistot. Proto je pro spotiebitelské aplikace
vyzadovan grafen o vysoké kvalité a Cistoté (Wonbong et al., 2011). Maze zaujimat
rizné prostorové struktury (znazornéno na obrazku ¢&. 5), které byly popsany
Vv prechazejici kapitole a tvoii zaklad pro dalsi uhlikové materidly. Grafen miize byt
sbalen do OD struktury a tvofi takzvané fullereny, v 1D struktufe zaujima tvar
nanotrubicek. Spojenim vice vrstev grafen ziskdme 3D strukturu zndmou jako grafit
(Geim a Novoselov, 2007). Konkrétni struktura ma také vliv na bod tani grafenu.
Jelikoz grafen mizZe zaujimat Ctyfi riizné prostorové struktury, ma také Ctyfi rizné body
tani v zavislosti na tom, ve které struktufe se nachazi (Zhu et al., 2017). Objev grafenu
predstavuje prilomovy moment v oblasti nanotechnologii. Jedna se totiz o slouc¢eninu
s vysokym potencidlem pro vyuziti, které se ocekava naptiklad v elektrotechnice.
Soucastky vyrobené z grafenu by mély byt podstatné rychlejsi, nez ty, které se pouZivaji
dnes a jsou na bazi kifemiku. Mély by mit také mensi spotiebu a delsi vydrz. Uvadi
se napiiklad, Ze rychlost internetu by s pouzitim takovychto soucastek mohla vzrist
az stokrat. Mnoho patentll tykajicich se vyzkumu grafenu vlastni Samsung, ktery
se zabyva vyuzitim grafenu v dotykovych displejich, kde se v soucasné dobé pouziva
indium (informace z internetového zdroje ¢. 1). Diky své mechanické pevnosti,
specifickému povrchu a vysoké pohyblivosti elektronti uvnitt své struktury ptredstavuje
grafen idealni material pro rizné oblasti vyzkumu (Geim a Novoselov, 2007). Nové
naSel grafen své vyuziti také v oblasti tkafiového inzenyrstvi (Xie et al., 2015). Cena
grafenu je i v soucasné dobé¢ stale hodné vysoka a odhaduje se, ze do roku 2020 se bude
obrat trhu s grafenem blizit 675 milionim dolari. PfedevS§im vysoka cena je velkym
limitem jeho vyuziti (Wei a Kivioja, 2013). V dnes$ni dob¢ tvofi grafen a jeho derivaty
novou tfidu uhlikovych nanomateridlli s velkym potencidlem pro Sirokospektralni
vyuziti ve spotiebitelskych aplikacich. Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto komponenty stale
vice vyuzivané, jsou na misté obavy, zda jejich zpracovavani nevede k uvolnéni
drobnych c¢asti téchto materiali do ovzdusi. V ovzdusi by poté mohly interagovat
s chemickymi polutanty, pozménit svou strukturu a ziskat toxicky potencial (Lammel et
al., 2014). Prikladem takovychto spotiebitelskych aplikaci mtize byt naptiklad vyuziti

technologii na bazi grafenu pii €iSténi odpadnich vod nebo v riznych odsolovacich
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zatizenich (Wang a Karnik, 2012; Xu et al., 2012). K odsolovani vody se ve vétsing
pfipadii vyuzivd jev zvany jako reverzni osmoéza. ZneciSténd voda protéka pres
specidln€ upravenou membranu s péry. Tato membrana je semipermeabilni a propousti
skrz pouze molekuly vody, nikoli nabité solné ionty. Jednd se o nejvice energeticky
vyhodnou a vyuzivanou metodu odsolovani vod (Shannon et al., 2008). Védci
z Technologického Institutu v Massachusetts pfisli s inovativnim feSenim, jak tuto
metodu dvakrat az tiikrat zefektivnit. Spocitali totiz, ze samotny grafen ve své struktufe
obsahuje péry v fadech nanometrd, které propousti molekuly vody daleko 1épe, nez
syntetickd polymerova membrana (Cohen-Tanugi a Grossman, 2012). Grafenova
membrana je zobrazena na obrazku €. 6. Existuji vSak také rizné dal$i derivaty grafenu,
které se bézné vyuzivaji ve spotiebitelskych aplikacich. Predev§im se jedna
0 hydrogenované, fluorované a oxidované slouceniny grafenu. Patii mezi n¢ naptiklad

fluorografen, grafyn, grafdien ¢i grafen oxid (Inagaki a Kang, 2014).

2.3.2.1 Grafen oxid

Grafen oxid je slouCenina ziskand oxidaci grafitu nebo grafenu. Pokud je vychozi
slouceninou grafit, vznika nejdiive grafit oxid. Grafen oxid je tvofen jednou vrstvou
grafit oxidu (Dreyer et al., 2010). Ve vétsiné piipadid se pro syntézu grafen oxidu
vyuziva grafit a tzv. Hummersova-Offemanova metoda. Tato metoda je zaloZena na
oxidaci grafitu koncentrovanou kyselinou sirovou H;SO, s pfidavkem oxida¢niho
¢inidla, jimz miZe byt dusi¢nan sodny NaNOjz; nebo manganistan draselny KMnOg.
(Hummers a Offeman, 1958). Dalsi pouzivanou metodou k syntéze grafen oxidu je také

Brodieho metoda, pii které dochazi k oxidaci grafitu v plynném prostiedi v pfitomnosti

Obr. ¢. 6: Grafenova membrana. Na slanou vodu (vlevo) je aplikovan velky tlak, ktery
nasméruje molekuly na membranu. Molekuly vody (bilocervené) snadno prochéazeji skrz
grafenovou membranu, zatimco solné ionty (zluté¢ kulicky) propoustény nejsou (obrazek
ptrevzat z Wang a Karnik, 2012).
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kyseliny dusi¢né HNOj3 a chlore¢nanu draselného KCIO3 (Brodie, 1859). Obé metody
jsou zalozeny na principu oxidace silnou kyselinou v prostfedi oxida¢niho cinidla.
Castgji je vSak vyuzivana Hummersova-Offemanova metoda, jelikoZ je ¢asové méné
naro¢na nez Brodieho metoda (Inagaki a Kang, 2014). Proces syntézy grafen oxidu Ize
shrnout do tfech krokd. Prvnim krokem je konverze reakénich sloucenin, druhym
krokem je samotny proces oxidace zakonceny tietim krokem, ¢imz je konecné promyti
vodnym roztokem (Dimiev a Tour, 2014). Oxidovany grafen ma na své struktufe
navazany atomy kysliku, které ovlivnuji jeho elektrické vlastnosti (Park a Ruoff, 2010).
Obsahuje velké mnozstvi kyslikovych a hydroxylovych radikali a také mize obsahovat
rizné nezadouci chemické slouceniny, které je nutné eliminovat a purifikovat. Obsah
téchto sloucenin zavisi na Cistoté a slozeni vychoziho materidlu a také na podminkéch
syntézy. Redukci grafen oxidu vznika rGO, ¢ili redukovany grafen oxid (Pei a Cheng,
2012). Proces oxidace grafitu a nasledné redukce grafen oxidu je znazornén na obrazku
¢. 7. Optické a elektronické vlastnosti grafen oxidu mohou byt upravovany dle potieby
pro konkrétni aplikace. Muze byt naptiklad pouzit jako polovodi¢ nebo také jako
izolator, Vv zavislosti na stupni oxidace (Kim et al. 2012). Atomové a elektronové
struktury grafen oxidu mohou byt studovany pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (TEM), mikroskopie atomovych sil (AFM) anebo pomoci spektroskopie
ztrat energie elektroni (EELS) (Mkhoyan et al. 2009). Struktura grafen oxidu je
amorfni a jeho tloustka je pramérné 0,6nm (Li et al., 2008). Pisobenim poly(sodium4-
styrernsulfonatu) dochazi ke kompletni exfoliaci grafen oxidu a jeho jednotlivé vrstvy
tvofi s vodou koloidni smés (Stankovich et al., 2007). Filtraci této koloidni smési pies

membranovy filtr a naslednym vysuSenim dostaneme grafen oxidovy film (Gomez-

. %, 3
Graphite Graphene oxide Reduced % =

Graphene oxide

Reduction

Obr. ¢. 7: Proces oxidace. Obrazek znazornuje proces oxidace grafen oxidu, kdy je vychozi
komponentou grafit. Oxidaci grafitu vznika grafit oxid (neni uvedeno) a jeho jednu vrstvu
oznacujeme jako grafen oxid. Naslednou redukci grafen oxidu vznika redukovany grafen oxid.
Cervené jsou oznacené oxidované skupiny ve struktufe (obrazek pievzat z Pei a Cheng, 2012).
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Navarro et al., 2007). Pro pripravu transparentnich vodivych filma grafen oxidu byly
filmy ponotfeny do vodného roztoku 55% kyseliny jodovodikové HI pfi teploté 100°C
na dobu 30s. Poté byly opakované promyty ethanolem, aby byly dikladné¢ odstranény
zbytky HI. Takto piipravené filmy maji vysoké hodnoty odporu a mohou byt vyuzity
Vv riznych spotiebitelskych aplikacich, napf. v elektrotechnice (Zhao et al., 2010).
Grafen oxid nachazi stale vétsi vyuziti ve vyrobé 1€kt a také v oblasti biomediciny,

predevsim diky své dobré biokompatibilité (Shi et al., 2013).

2.4 Interakce nanocastic grafenu s jadernymi receptory

ZvySujici se vyuziti nanomateridll v primyslu vedlo k vytvoreni nové tiidy
antropogennich kontaminantd, které pronikaji do ovzdusi (Gottschalk a Nowack, 2011).
Grafen oxid se fadi do kategorie uhlikovych nanomateriald, které maji velky potencial
pro spotiebitelské aplikace a také se stale rozsifuje jejich primyslové vyuziti. Vzhledem
kjeho stale se zvySujici produkci a vyuziti se mohou zpracovanim uvolnovat
nanocastice grafen oxidu do ovzdusi, interagovat s chemickymi polutanty, ty mohou
pozménit jejich strukturu a charakter a takovéto ¢astice se pak mohou stat toxickymi
(Lammel et al., 2015). K uvoliiovani nanocastic grafenu muze dochazet v procesu jeho
syntézy, pii vyrobé produkti obsahujicich grafen ¢i pfi jeho degradaci (Xu et al., 2012).
Vzhledem ke svym hydrofobnim vlastnostem jsou uhlikové nanomaterialy Spatné
rozpustné ve vod¢, proto se oCekava, zZe by se mohly pii vysSich koncentracich hromadit
na vodnim povrchu (Handy et al., 2008) V soucasné dob¢ je koncentrace grafenovych
nanocastic v prostiedi relativné zanedbatelna a skutecné riziko pro lidsky organismus
zatim nehrozi (Farré et al., 2009). S nartstajicim vyuzitim grafenu a jeho derivath
ve spotiebitelskych aplikacich se vSak bude koncentrace téchto nanocéstic v prostredi
Vv pribe¢hu ¢asu zvySovat, proto je nutné prokazat, zda mohou ¢i nemohou mit
cytotoxické ucinky na Zivé organismy.

Studie, pii které byly pouzity embrya Dania pruhovaného (Danio rerio), sledovala
vliv toxického puasobeni derivati uhlikovych nanomateridlti. Pouzity byly uhlikové
nanotrubicky (MWCNTs), grafen oxid (GO) a nanocastice redukovaného grafen oxidu
(rGO). Embrya byly vystaveny ptisobeni téchto nanocastic v Sesti riznych
koncentracich (0, 1, 5, 10, 50 a 100mg.I™) po dobu 24h. Nasledné bylo zjistovano
toxické pisobeni pouzZitych nanomateridld. Toxicita byla zjiStovdna na zakladé
pozorovani malformaci v pribéhu embryondlniho vyvoje, v larvarnim stadiu byla

sledovana srde¢ni frekvence, schopnost pohybu a velikost larev. Nasledné¢ byla
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stanovena primérna umrtnost. Ziskané vysledky dokazuji, ze nanocastice rGO
vyznamné inhibuji vylihnuti embryi, MWCNTs a GO vyznamné snizuji velikost
vylihnutych larev. Ve vSech tfech ptipadech vystaveni embryi vysokym koncentracim
nanocatic byla pozorovdna vyrazna mortalita i malformace (viz obr. 8). Vysledky
prokazaly, ze vSechny tfi typy pouzitych nanocastic (MWCNTs, GO a rGO) vykazovaly
toxické ucinky vici studovanym embryim. Mira mortality a vzniklych malformaci byla
pfimo timérna zvysSujicim se koncentracim pouzitych nanocastic (Liu et al., 2014).

Jedna znedavnych studii sledovala vliv pusobeni grafenovych nanocastic
na aryluhlovodikovy receptor (AhR) bunécné linie PLHC-1, kterd byla odvozena
z hepatomu ryby Zivorodénky lesklé (Poeciliopsis lucida). Tato bunééna linie byla
vystavena pusobeni dvou typi grafenovych nanocastic, konkrétné grafen oxidu (GO)
a grafen karboxylu (CXYG) (Lammel et al., 2015). Tyto dva pouzité derivaty grafenu
byly studovany jiz v minulosti, kdy bylo prokazano, ze mohou spontanné prochazet
plasmatickou membranou a akumulovat se v cytosolu bun¢k. K tomuto experimentu
byla také pouzita bunétna linie PLHC-1 (Lammel a Navas, 2014). Vysledky studie
potvrdily schopnost GO a CXYG prochazet plasmatickou membranou i jejich
akumulaci v cytosolu. Také byla prokazana jejich schopnost ovlivnit expresi
cytochromu CYP1A. Vysledky dokazuji, Ze u¢inek téchto grafenovych derivati zavisi
na chemické povaze agonisty AhR. Jako agonista AhR byl pouzit benzo(k)fluoranthen
(BKF) a 3,3°,4,4°,5,5°-hexachlorbifenyl (PCB169). Jejich pfitomnost vedla ke zvyseni
indukce CYP1A mRNA a CYPIA Kkatalytické aktivity v pfitomnosti GO ve srovnani
s agonisty samotnymi (Lammel et al., 2015).

Control 1mg/L 5 mg/L 10 mg/L 50 mg/L 100 mg/L

Obr ¢&. 8: Pasobeni uhlikovych nanomaterilii na embrya Danio rerio. Radek a zobrazuje
vystaveni embryi pisobeni MWCNTSs, fadek b ptusobeni GO a tadek ¢ pasobeni rGO. Mira

malfaormaci je pfimo Umérna zvySujicim se kocentracim konkrétnich nanocastic (obrazek
ptevzat z Liu et al., 2014).
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Jelikoz se AhR fadi, stejn¢ jako VDR, mezi ligandem aktivované transkrip¢ni faktory
a také se ucastni dilezitych fyziologickych pochodii v lidském téle, vyvstava otazka,
zda nanocastice GO neovliviiuji funkci VDR podobné jako u AhR. V této bakalaiské
praci bylo cilem experimenti prokazat, zda mohou nanocastice GO ovlivnit funkci

jaderného receptoru pro vitamin D.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a metody

3.1.1 Biologicky material

VDR-responzivni bunééna linie (I1Z-VDR), ktera byla odvozena z bunék lidského
karcinomu tlustého stfeva. Vychozim materidlem pii odvozovani této linie byla stievni
linie LS 180 (ECACC; 87021202), do které byl pienesen plasmid
VDREI3_SV40.pINL2.1[Nluc/Hygro]. Tento plasmid obsahoval tii kopie VDRES, gen
pro luciferazu (NanoLuc) a gen rezistence na hygromycin (Bartonkova et al., 2016).

3.1.2 Material

= 96 jamkové kultiva¢ni desticky (TPP, Svycarsko)

» 96 jamkové cerné desticky pro méteni luminiscence (NUNC, Dansko)

= sérologické pipety 0,1 —2ml, 1 —5ml, 1 —10ml, 1 — 25ml (TPP, Svycarsko)

* automatické pipety 0,1 — 2,5ul, 0,5 - 10ul, 2 - 20ul, 20 - 200ul, 10 - 100ul, 100 -
1000ul (Eppendorf, Némecko)

»  multikanalové pipety 0,5 - 10ul, 30 - 300ul, 20 - 200ul (Eppendorf, Némecko)

= plastové $picky 0,1 - 10ul, 10 - 200ul, 100 - 1000ul (Eppendorf, Némecko)

= pipetor FastPette (Labnet, USA)

= buni¢ina (Tork, Svédsko)

= kultiva¢ni lahev o obsahu 15ml (TPP, Svycarsko)

= kultiva¢ni lahev o obsahu 165ml (TPP, Svycarsko)

= Petriho misky (TPP, Svycarsko)

» Biirkerova komurka (Assistent, Némecko)

= Kryci sklicka 22x22mm (Menzel Gléser, Némecko)

= plastové zkumavky o objemech 15 a 50ml (TPP, Svycarsko)

= plastové mikrozkumavky o objemech 0,5ml, 1,5ml, 2ml (BlOplastics,
Holandsko)

= plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky (TPP, Svycarsko)

3.1.3 Chemikalie
* komeréni médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma Aldrich,
D6546, Ceska republika)
= fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich, F6178, Ceska republika)
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fetalni bovinni sérum charcoal stripped (Sigma Aldrich, F6765, Ceska
republika)

antibiotika penicilin a streptomycin (Sigma Aldrich, P4333, Ceska republika)
L-glutamin (Sigma Aldrich, F6178, Ceska republika)

neesencialni aminokyseliny (Gibco, 11140-035, Velka Britanie)

0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, T4049, Ceska republika)

fosfatovy pufr PBS (Gibco, 10010031, USA)

dimethylsulfoxid (Lach-Ner s.r.o., 20022-CT0, Cesk4 republika)

75% ethanol (Sigma Aldrich, 459844, Cesk4 republika)

deionizovana voda (dH,0)

Triton X-100 (Serva, 37240, Velka Britanie)

dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich, D8418, Ceska republika)

trypanova modf (0,4% Trypan blue v PBS)

antibiotikum hygromycin B 50mg.I™ (Sigma Aldrich, H7772, Ceska republika)
Reporter Lysis Buffer (Promega, E3971, USA)

Nano-Glo® Luciferase Assay Substrate (Promega, N1113A, USA)
Nano-Glo® Luciferase Assay Buffer (Promega, N112A, USA)

grafen oxid o velikosti ¢astic 50-200nm, 200-500nm a >500nm (Bimake,
B51211, B51221, B51231, Némecko)

1a,25-dihydroxyvitamin D3 (Sigma, D1530-10UG, Ceska republika)

MTT ¢&inidlo (Sigma Aldrich, M2128, Ceska republika)

Isorapid Spray (Schafferova s.r.o., 0C21025, Ceska republika)

Pristroje

lamindrni box Labculture® (ESCO, Singapur)

digitalni mikroskop (Novel Optics, Cina)

vodni lazen LCB22D (Daihan LabTech, Jizni Korea)
spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG, Svycarsko)
hlubokomrazici box MDF-U53V (Sanyo, Japonsko)

vortex Reax top (Heidolph, Némecko)

inkubator Mitre 4000 (Conterm, Novy Zéland)

aspirator FTA-1 (Biosan, Litva)

trepacka Mini-Rocker Shaker MR-1 (Biosan, USA)

Software Scope Image 9.0

19



3.1.5 Metodika prace

V experimentalni ¢asti byla zjisStovana hodnota cytotoxického piisobeni grafen oxidu na
VDR-responzivni buné¢nou linii metodou MTT. Nasledn¢ byla stanovena transkripéni
aktivita VDR v pritomnosti grafen oxidu metodou Gene reporter assay. Bunky VDR-
responzivni bunécné linie byly udrzovany v nativnim stavu v kultivac¢nich lahvich

pii 37°C, CO, 5% a vlhkosti 95%.

3.1.5.1 Priprava kultivacniho média

Pro zacatek experimentu je nutné pfipravit zivna média pro bunky. Do komeréniho
DMEM média o objemu 500ml ptidame 5ml L-gluaminu (-20°C), 5ml smési antibiotik
penicilin/streptomycin (-20°C), 5ml neesencialnich aminokyselin a 50ml FBS (-20°C).
Vsechny komponenty je potfeba predehfat ve vodni lazni na teplotu 37°C. Druhou
zasobni lahev s médiem pfipravime stejnym zplsobem, jen s tim rozdilem, Ze ptidame
misto oby¢ejného FBS 50ml FBS-CS, ¢ili charcoal stripped. Toto FBS bylo pfecisténo
aktivnim uhlim, ¢imZ byly odstranény hormony, které by mohly ovlivnit vysledek
experimentu. Jednd se o FBS, které bylo hormonaln¢ inaktivovano. Médium s takto
precisténym sérem pouzivame pii celém pribehu experimentu. Pfi pouhém udrzovani
bun¢k v kultivaéni lahvi pouzivame obycejné sérum, které nebylo ptecisténo aktivnim

uhli. Po celou dobu pracujeme ve sterilnim lamindrnim boxu.

3.1.5.2 Pasazovani bunék

Pasazovani je proces, ktery se vyuziva k nafedéni bunécné suspenze a zabranuje tak
premnozeni bunck v kultivaénim médiu. Buiiky byly pasazovany zpravidla kazdy treti
den a cely proces se provad¢l sterilné v lamindrnim boxu. Pfed zacatkem samotného
pasdzovani je nutné predehiat DMEM médium, PBS a trypsin ve vodni 1azni na 37°C.
Kultivacni lahev s bunécnou suspenzi pieneseme z inkubatoru do sterilniho laminarniho
boxu. Pomoci odsavacky odsajeme staré kultivatni médium. Bunky promyjeme
ptidanim 5ml PBS a nasledné roztok opét odsajeme. Pfidame 1ml 0,25% trypsinu,
kultiva¢ni lahev uzavieme a pfeneseme do inkubatoru. Trypsin nechame pusobit
na buitkky po dobu 4 minut, aby doSlo k rozruseni kontaktu adherovanych bunck
se dnem kultiva¢ni lahve. Po uplynuti této doby pteneseme kultivacni lahev zpét
do laminarniho boxu a pfidame k buitkdm 9ml nového kultivacniho média. Opétovnym
nasdvanim a vypousténim suspenze pipetou rozsuspendujeme shluky bunék. Cely

objem pifeneseme do sterilni 50ml zkumavky. Ze suspenze odebereme do plastové
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mikrozkumavky 10ul pro nasledné pocitani bun¢k a 3ml, které pfeneseme na dno
kultiva¢ni lahve. Doplnime 17ml nového kultivaéniho média, kultivaéni lahev
preneseme zpét do inkubatoru a nechame inkubovat pfti teploté 37°C, vlhkosti 95%
a CO, 5%. Proces opakujeme opét po tiech dnech. Jednou za tyden ptidame k bunécné
suspenzi také selekéni antibiotikum hygromycin B (HgB) o vysledné koncentraci

v roztoku 0,2mg.I™%.

3.1.5.3 Pocitani bunék a vyseti na kultivaéni desticku

Pfi procesu pocitani buné€k pracujeme mimo sterilni laminarni box. K odebranym 10ul
bunécné suspenze vV mikrozkumavce ptridame 90ul roztoku trypanové modii a celou
suspenzi propipetujeme. Na Biirkerovu komirku (obr. 9) naneseme pfiblizné 10ul
roztoku a pod mikroskopem spocitame pocet zivych bunék v deseti ¢tvercich podle
nasledujiciho obrazku. Zivé buiiky nejsou schopny do svého intracelularniho prostoru
vpustit barvivo (trypanovou modrf) a tim padem zlstdvaji neobarveny. Naopak mrtvé
bunky trypanova modi zabarvi. Pod mikroskopem tedy pocitame bilé (zivé) bunky.
Spocitdme mnozstvi bun€k v 1ml suspenze a vypocitime mnozstvi bunééné suspenze
potfebné pro experiment. K vyseti bun€k na jednu 96 jamkovou desticku budeme
potiebovat na kazdou jamku 25000 bunék v objemu 200ul, ¢ili na celou destiCku
budeme potiebovat 2,5 milionu bun¢k, pokud pfipocitame 1 rezervu. Builky vysejeme

na desti¢ku v potfebném objemu dle vypocta.

3 < > >€
0.2 1 mm 0,05

Obrazek €. 9: Biirkerova komirka. Pocitaci sit’ tvofi devét velkych Etverct, jejichz hrana méfi
1mm (plocha 1mm?). Kazdy z velkych ¢tverci je rozdélen dvojitymi Earami na skupinu malych
Etverct o plose 0,04mm’. Ptikrytim komiirky krycim sklem vznikne prostor hluboky 0,1mm.
Pti pocitani poc¢itame bunky v 10ti velkych ¢tvercich, spoc¢itame aritmeticky prumér a nasledné
vypocitame mnozstvi bun¢k v 1ml suspenze. Pokud se buiiky nachdzeji na dvojitych carach,
pocitame jen ty, které se nachazeji na levé a horni hrang ¢tverce (pievzato z Frébortova, 2016).
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Ptiklad vypoctu:

= pocet bun¢k v jednotlivych ctvercich:
24, 26, 27, 28, 22, 28, 11, 27, 23, 21 = 237
* aritmeticky primér 23,7

Promér 23,7x10* uréuje mnoZstvi bundk v 1ml suspenze. Vysledek posuneme
0 jedno desetinné misto a ziskame 2,4.10°. Hodnotu vynasobime faktorem fedéni (10)
a vysledkem je 2,4x10°.

Jedna desticka se sklada z 96 jamek a v kazdé jamce potfebujeme mit 25000 bunék.
Pfipocteme relativni chybu pipetovani a budeme pocitat s mnozstvim 120 jamek.
Na mnozstvi 120 jamek budeme potiebovat 3.10° bun&k. Do jedné jamky aplikujeme
objem 200ul, ¢ili celkovy objem pro 120 jamek bude 24ml. Potfebné mnozstvi bunééné

suspenze a nového FBS-CS DMEM média vypocitame pomoci trojélenky (obr. €. 10).

24 .10% 1ml
01 (0 T R xml
2,4.10° Py
3.106 o™

Obr. ¢. 10: Vypocet objemu bunééné suspenze poti‘ebné k experimentu

Pomoci vypoctu jsem zjistila, ze v tomto experimentu bude potieba 1,25ml bunécné
suspenze. Toto mnozstvi odectu od celkového objemu 24ml, coz se rovna 22,7ml.
Spoéditala jsem mnozstvi bunééné suspenze potiebné k experimentu a mnozstvi
pottebného FBS-CS DMEM média.

V laminarnim boxu smichame dany obsah bunétné suspenze a FBS-CS DMEM
média. Pomoci serologické pipety rozsuspendujeme shluky bunék. Celou suspenzi
pfipravenou k nanaSeni na kultivac¢ni desti¢ku prelijeme do Petriho misky a pomoci
multikanalové pipety nanaSime do kazdé jamky 200ul. Nasledné desticku uzavieme

a pfeneseme do inkubatoru. Stabilizujeme 24h pii 37°C, 5% CO; a vlhkosti 95%.

3.1.5.4 Treatment

Po 24h stabilizaci bunék v inkubatoru pfichdzi na fadu tzv. treatment, Cili pfidani

chemikalii k bunkam. Celkem budeme pracovat se tfemi rtiznymi velikostmi Castic

grafen oxidu a péti riznymi koncentracemi. Pouzijeme castice grafen oxidu (GO)

o velikosti 50 — 200nm, 200 — 500nm a c¢astice vétsi nez 500nm. Nejdiive si nafedime
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potfebné koncentraéni fady GO. Pracovat budeme s koncentracemi 0,002ug.ml™,
0,02ug.ml™, 0,2ug.ml™, 2ug.ml?, a 20pg.ml™. Kazdy zasobni roztok GO (0,2pg.ml™,
2ug.ml™, 20pg.mi?, 200pg.ml™ a 2000ug.ml™) nejdiive zvortexujeme a poté nafedime
na potiebnou koncentraci pfidanim FBS-CS DMEM média. Redéni provadime tak, Ze
pro jednotlivé koncentrace pfidame 891ul FBS-CS DMEM média k 9ul zasobniho
roztoku GO a kazdou koncentraci vysejeme v kvadruplikatu. Kultivaéni desticku
pifeneseme z inkubatoru do laminarniho boxu. Pomoci odsavacky odsajeme staré
médium a do kazdé jamky piidame 200ul predehiatého média s rozpusténymi latkami
0 prislusnych koncentracich (viz obrazek ¢. 11). Jako negativni kontrolu pouzijeme ¢isté
FBS-CS DMEM médium s deionizovanou vodou v poméru 100:1. K negativni kontrole
nepiidavame zadné latky, proto zde pfedpokladdme normalni riist bunék. Jako pozitivni
kontrolu pouZijeme FBS-CS DMEM médium s piidanim latky triton X-100 (oktylfenol
etoxylat) o koncentraci 2%. Tato latka ma na bunky toxicky u¢inek a zpasobuje jejich
umrti. Po pfidani chemikalii kultiva¢ni desticky uzavieme, preneseme zpét do

inkubatoru a inkubujeme 24h pii 37°C, vlhkosti 95% a CO, 5%.

médium + deionizovanad voda

0,002 0,002 0,002
0,02 0,02 0,02
0,2 0,2 0,2
2 2 2
20 20 20

médium + Triton X-100

50 - 200nm 200 -500nm > 500nm

Obrazek ¢. 11: Kultivaéni desticka s nanesenymi latkami. V prvnim fadku (A) je negativni
kontrola nanesena ve 12ti jamkach a v poslednim fadku (H) je nanesena kontrola pozitivni (2%
Triton X-100), taktéz ve 12ti jamkach. Jednotlivé koncentrace GO byly nanaseny
V kvadruplikatu (fadky B, C, D, E a F). Sloupce 1-4 oznacuji oblast, kde byly nanaSeny
koncentrace GO o velikosti ¢astic 50-200nm, sloupce 5-8 oznacuji oblast, kde byly nanaSeny
koncentrace GO o velikosti ¢astic 200-500nm a sloupce 9-12 oznacuji oblast, kde byly
nanaseny koncentrace GO o velikosti castic >500nm. K buinkam v fadku G nebyly pfidany
7adné latky. Koncentrace GO jsou uvedeny v pg.ml™.
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3.1.5.5 MTT test

Nejdiive je nutné zjistit, zdali testovana latka, v mém ptipad¢ grafen oxid, nema
na pouzitou bunécnou linii toxické Gc€inky. Jedind ¢ast prace, ke které je nutné sterilni
prostfedi a prace v laminarnim boxu, je pfiprava MTT ¢inidla. Pfipravime jej v 15ml
plastové zkumavce smichanim 1ml zasobniho MTT o koncentraci 3mg.ml™* a 9ml
predehiatého FBS-CS DMEM média. Poté plastovou zkumavku s pfipravenym
roztokem uzavieme, vyjmeme z laminarniho boxu a dalSi kroky jiz provadime
Vv nesterilnim prostfedi mimo laminarni box.

Z inkubatoru vyjmeme kultivacni desticku, opatrn¢ vyklepneme star¢ médium
do vylevky. Vzhledem k tomu, ze buriky jsou adherovany na dné jamek, kde zustavaji
pfichyceny, odstranime vyklepnutim pouze staré médium a ne bunky samotné. Desticku
opatrné osusime buni¢inou. Multikanalovou pipetou promyjeme buiky 100ul PBS. PBS
neaplikujeme piimo na buiiky, aby nedoslo k jejich poskozeni, ale nechdme stékat volné
po sténach. Po promyti PBS opét vyklepneme do vylevky a desticku osuSime buni¢inou.
Multikanalovou pipetou napipetujeme do kazdé jamky 100ul ptipraveného MTT
¢inidla, kultivacni desticku uzavieme, pfeneseme do inkubatoru a nechame inkubovat
Y% az 1h pti 37°C, 95% vlhkosti a 5% CO,, dokud se nevytvoii modrofialové krystalky
formazanu. Tento kolorimetricky test je zaloZen na tom, ze v zZivych bufikach funguji
mitochondrialni dehydrogenazy, které redukuji zluty solubilni 3[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) na nerozpustny formazan, ktery se projevi
tvorbou modrofialovych krystalkti. Tyto krystalky nasledné rozpustime ptidanim 30pul
rozpoustédla DMSO, které nechame pisobit po dobu 5 minut. Vysledky
vyhodnocujeme spektrofotometricky pii vinové délce 565nm pomoci pfistroje Tecan I-
Control (Infinite 200). Cim je naméfena hodnota absorbance nizsi, tim vyssi je toxicita
pfidanych latek, cili grafen oxidu. Pfi negativni kontrole, pouze Ccist¢é médium
s deionizovanou vodou, pfedpokladame pieziti prakticky vSech bungk, tim padem bude
hodnota naméfené absorbance vyssi a propustnost minimalni. Naopak V pripadé
pozitivni kontroly bude naméfend hodnota absorbance nizka a propustnost velkd, coz
nam znaci, Ze ptidand latka je pro buné€nou linii toxicka. V pribéhu MTT testu bylo
také provedeno mikroskopické pozorovani bun€k VDR-responzivni bunétné linie
a pfidanych nanoc¢éstic GO. Fotografie byly zachyceny pomoci digitdlniho mikroskopu

a programu Scope Image 9.0.
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3.1.5.6 Gene reporter assay

Metoda Gene reporter assay piedstavuje druhou ¢ast experimenti. Touto metodou bylo
provadéno testovani transkripcni aktivity piislusného receptoru, ¢ili receptoru pro
vitamin D. Testovani bylo provadéno pomoci méfeni aktivity luciferdzy, kterd piimo
souvisi s aktivitou VDR. Reportérovy plasmid ma ve své struktufe zakodovan
specifickou vazebnou sekvenci pro VDR a gen pro luciferazu (NanoLuc). Tento
reportérovy plasmid je nasledné vlozen do buiiky. Reportérové geny jsou geny, jejichz
expresi lze snadno detekovat a kvantitativné vyhodnocovat. Sekvence reportérového
genu byvd umisténa za promotor studovaného genu. Reportérovym genem pro
luciferazovou gene reporter assay je NanoLuc (Nluc). Po pfidani substratu (v tomto
ptipadé furimazinu) a ATP k bunééné suspenzi dochazi k enzymatické reakci, jejimz
vysledkem je viditelné zafeni. Hladina exprese reportérového genu piimo souvisi
s transkrip¢ni aktivitou receptoru.

Postup pii piipravé médii, pasazovani i1 kultivaci bunck je shodny s ptedchozi
pfipravou na MTT test. Rozdil vSak pfichazi ve fazi treatmentu, jelikoz tento
experiment budeme provadét ve dvou moédech. Jedna se o mod agonisticky, kdy
testujeme pouze schopnost nanocastic GO aktivovat VDR receptor, a antagonisticky,
kdy k ¢asteckam grafen oxidu piidavame také aktivovanou formu vitaminu D3 (1a,25-
dihydroxyvitamin Ds;, dale uvadén pod oznacenim kalcitriol), ktery je ptirozenym
ligandem VDR a tento receptor aktivuje. Pfi antagonistickém pusobeni sledujeme
schopnost nanocastic GO inhibovat dany aktivovany receptor. Pii pfipravé testovani
agonistického pusobeni latek postupujeme stejné jako v pfedchdzejicim piipadé pfi
ptipravé vzorki pro MTT test. Pro pfipravu antagonistického modu postupujeme
obdobné¢, ale navic pfidame ke kazdé koncentraci GO kalcitriol (finalni koncentrace
50pmol.I™) pro aktivaci receptoru. Pro kazdy mod pouzijeme jednu kultivaéni desticku.
Jako negativni kontrolu pouzijeme ¢isté FBS-CS DMEM médium s ptidanym DMSO
v poméru 1000:1 a jako pozitivni kontrolu pouZzijeme Cist¢é FBS-CS DMEM médium
s piidanym syntetickym kalcitriolem (50pmol.I") také v poméru 1000:1. Kultivadni
desticka s nanesenymi latkami je zobrazena na obrazku ¢. 12. Po tomto treatmentu
vlozime uzavienou kultivacni desticku do inkubatoru a kultivujeme 24h pii teploté
37°C, vlhkosti 95% a CO; 5%. Cela prace az do tohoto bodu probiha ve sterilnich
podminkach v laminarnim boxu. Néasledné¢ bude provedena lyze bunék a meéieni

luciferazové aktivity, kdy jiZ neni potfeba pracovat ve sterilnich podminkach.
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Pro lyzovani bunck je nutno pfipravit lyzacni pufr smichdnim zasobniho roztoku
5x Reporter Lysis Buffer s deionizovanou vodou v poméru 1:4.

Kultivaéni desticku vyjmeme z inkubatoru, vyklepneme star¢ médium, osuSime
buni¢inou a pomoci multikandlové pipety aplikujeme do kazdé jamky 30ul
pfipravené¢ho lyza¢niho pufru. Desticku uzavieme, pielepime lepici paskou a vlozime
do -80°C na minimaln¢ 20min. Jakmile dojde Kk Giplnému zmrazeni lyza¢niho pufru,
vyjmeme desticku a pieneseme ji z -80°C na kyvacku a pii pokojové teploté nechame
voln¢ roztat. Mezitim si piipravime substrat pro méteni luciferazové aktivity. Nano-
Glo® Luciferase Assay buffer nechame rozmrazit pii pokojové teploté, nasledné
zvortexujeme a smichame 5ml Assay bufferu a 100ul Nano-Glo® Luciferase Assay
substratu. Pfipravime si ¢ernou desticku pro méteni luciferdzové aktivity a do kazdé
jamky napipetujeme 10ul lyzatu bunééné linie a ptidame 10ul pfipraveného substratu
pro méfeni luciferazové aktivity. Pomoci pfistroje Tecan I-Control (Infinite 200)
méfime Groven luminiscence, kterd urcuje aktivitu luciferazy. Enzym luciferaza patii
mezi oxidoreduktazy. Konkrétné tento typ luciferazy oznacovany jako NanoLuc (Nluc)
katalyzuje oxidaci substratu furimazinu za tvorby viditelného svétla. Tvofi se svételny
signal, ktery je detekovan luminometrem. Emise svétla je pfimo Umérna aktivité
luciferazy. Métenim zjistime, jak aplikované latky puisobily na aktivitu luciferazy a také

jak byl aktivni VDR.

DMSO
0,002 0,002 0,002
0,02 0,02 0,02
0,2 0,2 0,2
2 2 2
20 20 20
kalcitriol

50 - 200nm 200 - 500nm >500nm

Obrazek ¢. 12: Kultivacni desticka s nanesenymi liatkami. V prvnim fadku (A) je nanesena
negativni  kontrola, kterou ptedstavuje DMSO s FBS-CS médiem v poméru 1:1000.
V poslednim fadku (H) se nachazi pozitivni kontrola, synteticky kalcitriol s FBS-CS DMEM
médiem v poméru 1:1000. Jednotlivé koncentrace GO byly nanaseny obdobné, jako pti MTT
testu. Tento obrazek zndzorfiuje naneseni latek pii agonistickém modu. V piipadé
antagonistického modu nanasime latky stejnym zpisobem s tim rozdilem, ze k jednotlivym
koncentracim GO piidame ptislusné mnozstvi syntetického kalcitriolu.
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4 VYSLEDKY

4.1 MTT test

Pomoci MTT testu byla zjistovana cytotoxicita zkoumanych slouc¢enin. Testovany byly
buniky VDR-responzivni bunétné linie (I1Z-VDR), které byly vystaveny pusobeni
jednotlivych koncentraci grafen oxidu (0,002ug.ml™?, 0,02pg.ml™, 0.2pg.ml™, 2pug.mi™,
20pg.ml™) o riizné velikosti &astic (50 — 200nm, 200 — 500nm, >500nm). Vyhodnoceni
experimentu probihalo po 24h plsobeni latek na builkky pomoci spektrofotometru.
Méreni bylo provadéno pii vinové délce 565nm. Z vysledkd jednotlivych experimentii
byla stanovena procentualni viabilita bun¢k. Vysledky ukazuji, Ze ani v jednom ptipadé
pouzitych koncentraci nepozorujeme zadny vyrazny pokles zivotnosti bunck. Viabilita
bunék VDR-responzivni bunééné linie neni ve vétsing piipadd nizsi nez 100%. Hodnotu
100% predstavuje negativni kontrola, ¢ili ¢isté FBS-CS DMEM médium a deionizovana
voda, Vv grafu oznacena jako UT (untreated). K negativni kontrole nebyly pfidavany
zadné latky, které by ovliviiovaly zivotnost bunék. U pouzitych ¢astic grafen oxidu

0 velikosti 50-200nm je pozorovatelné mirné zvyseni viability bunék. Toto zvySeni vSak

Viabilita linie 1Z-VDR
160 1 50 - 200nm 200 - 500nm >500nm
140 -
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40 -
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Graf 1. Vysledky MTT testu. Tento graf znazorfiuje procentualni viabilitu bunék VDR-
responzivni bunééné linie po vystaveni UCinku nanocastic GO. Vysledky jsou vztazené
Kk negativni kontrole (médium a dH,0), ktera, vzhledem k tomu, ze k ni nebyly ptidavany zadné
latky a tudiz zde predpokladame preziti vSech bunék, pfedstavuje hodnotu 100% viability.
Koncentrace pouzitych nanoé&astic GO jsou uvedeny v jednotkach pg.ml™.
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nebylo vyhodnoceno jako statisticky vyznamné. Z vysledkd mizeme usoudit, ze zadna
Z pouzitych koncentraci castic grafen oxidu neptisobi na VDR-responzivni bunécnou
linii toxicky a tudiz mohou byt pro dal$i metodu pouZzity vSechny testované
koncentrace. Celkem bylo s kazdou koncentraci GO provedeno sedm nezavislych

experimentt a ze ziskanych hodnot byl sestrojen graf (graf ¢. 1).

4.2 Mikroskopické pozorovani ¢astic GO

V pribéhu experimentli bylo zjiSténo, Ze vétsi velikosti ¢astic GO (>500nm) jsou dobie
viditelné pod mikroskopem. Tyto ¢astice byly vyfotografovany pomoci digitalniho
mikroskopu a programu Software Scope Image 9.0. Fotografie byly potizeny v prub&éhu
MTT testu po 24h ptisobeni nanoc¢astic GO na bunky. Obrazek ¢. 13 zachycuje negativni
kontrolu (A), ¢ili ¢ist¢é FBS-CS DMEM médium s dH,0 v poméru 100:1. Vidime pouze
adherované buitky VDR-responzivni bun&né linie. Cast B zachycuje buiiky vystavené
piisobeni nanoé&astic GO o velikosti 50-200nm a koncentraci 2ug.ml™. Také zde vidime
pouze adherované buiiky pouzité bunééné linie. Cast C na obrazku &. 14 zachycuje buiiky
vystavené puisobeni nano&astic GO o velikosti 50-200nm a koncentraci 20ug.ml™. Zde

jsou jiz patrné malé tmavé modré struktury GO. Céast D zobrazuje buiiky, které byly

vystaveny nejvysSim pouzitym koncentracim GO, cili ¢asticim o velikosti >500nm

Obr. &. 13: VDR-responzivni buné&na linie vystavena pisobeni nanolastic GO. Cast A
zachycuje negativni kontrolu, kde vidime pouze adherované buiiky bez GO. Cast B zachycuje
buriky vystavené pasobeni nanocastic GO o velikosti 50-200nm a koncentraci 2ug.ml'1, avsak
nanocastice GO jesté nejsou pozorovatelné.
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akoncentraci 20pg.ml™®. Na tomto obrazku je jiz jasné viditelné velké mnoZstvi
nanocastic GO. Posledni ¢ast E zndzornuje pozitivni kontrolu, ¢ili buiiky vystavené
pusobeni latky Triton X-100 o koncentraci 2%. Tato latka pisobi na butiky toxicky, proto
vidime jiZ v podstaté rozloZzené bunky. Tyto fotografie dokazuji, Ze po vystaveni bunc¢k
pusobeni nanocastic GO nebyla jejich morfologie nijak pozménéna. Potvrzuje se tim
tvrzeni ziskané experimentalné pomoci MTT testu, ze zadné testované koncentrace GO

nepusobi na buriky toxicky a pro metodu Gene reporter assay mohou byt pouzity vSechny

testované koncentrace.

Obr. & 14: VDR-responzivni bunééna linie vystavena puisobeni nanoéastic GO. Cast C
znézoriiuje buiiky vystavené &asticim GO o velikosti 200-500nm a koncentraci 20pg.ml™. Zde
jiz pozorujeme struktury GO oznadené Sipkou. Cast D zachycuje buiiky vystavené pasobeni
&astic GO o velikosti >500nm a koncentraci 20pug. ml™ a zde jsou jasné pozorovatelné &astice
GO oznacené sipkou. Cast E zobrazuje pozitivni kontrolu a v podstaté rozlozené buiiky.
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4.3 Gene reporter assay

Meéieni luciferazové aktivity fadime k nepfimym metodam meéteni aktivace receptord.
Nejedna se tudiZ o testovani aktivity receptori, ale testuje se aktivita luciferazy. Uroven
aktivace receptoru pro vitamin D uréime jako pomér luciferazové aktivity v konkrétnim
vzorku Kk negativni kontrole, ¢ili k ¢istému FBS-CS DMEM médiu s DMSO v poméru
1000:1. Bunky VDR-responzivni bunécné linie byly vystaveny ptisobeni nanoc¢astic GO
o velikosti 50 — 200nm, 200 — 500nm a >500nm a koncentracich 0,002ug.ml™,
0,02pg.ml™, 02pugml™, 2ugml?, 20pug.ml™. V agonistickém moédu byla testovana
schopnost nanocastic GO aktivovat receptor VDR. V antagonistickém modu byla
testovana schopnost GO ovlivilovat jiz aktivovany receptor zvolenym agonistou, Cili
kalcitriolem. Vysledky byly vyhodnocovany po 24h pusobeni latek na bunky VDR-
responzivni bunécné linie. Statisticky vyznamné hodnoty byly stanovovany z vysledki
experimentl na zaklad¢é Studentova T-testu. Aby mohla byt dand hodnota povazovana

za statisticky vyznamnou, musi byt vysledek T-testu p<0,05.

4.3.1 Agonisticky mod — aktivace transkrip¢ni aktivity VDR

Pfi agonistickych méfenich byla sledovana schopnost grafen oxidu aktivovat VDR.
Negativni kontrolu ptedstavuje DMSO v FBS-CS DMEM médiu v poméru 1:1000.
Jako pozitivni kontrola byl zvolen synteticky kalcitriol o koncentraci 50pmol.I" v FBS-
CS DMEM médiu vpoméru 1:1000. Byly provedeny celkem ¢&tyfi nezavislé
experimenty. Vysledky jednotlivych experimenti byly zprimérovany a vyneseny
do grafu (graf ¢. 2). Vysledky jsou uvedeny v nasobcich negativni kontroly (FI; fold
induction), ktera ptedstavuje pro negativni kontrolu (UT) hodnotu 1. Nasledné byl
proveden Studentiv T-test, aby prokazal, které hodnoty mohou byt povazovany
za statisticky vyznamné. Ze ziskanych dat lze vycist, Ze pouzité nanocastice GO
signifikantné aktivuji VDR receptor v péti riiznych koncentracich, ale ve srovnani
s pozitivni kontrolou je aktivace zanedbatelnd. Signifikantni aktivace byla zaznamenéna
v piipadé piisobeni nanoastic GO o velikosti 50-200nm pfi koncentracich 0,2ug.ml™
a20ug.ml'1, dale pfi pusobeni nanocastic GO o velikosti 200-500nm pii koncentraci
0,02ug.m1'1 a pfi ptisobeni nanocastic GO o velikosti >500nm pfii koncentracich 2pg.ml”
' a20pg.ml™. V ostatnich pripadech pouzitych koncentraci nebyla signifikantni aktivace
VDR zaznamenédna a hodnoty se pohybovaly na Grovni negativni kontroly. Pozitivni
kontrola, synteticky kalcitriol, prikkazn¢ zvysil aktivitu luciferdzy, coz znaci aktivaci

VDR. Hodnoty pozitivni kontroly dosahuji FI 16.
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Graf ¢. 2: Agonistické pisobeni liatek. VDR-responzivni bunécna linie byla vystavena
pusobeni nanoc¢astic GO o riizné velikosti a riznych koncentracich. Po 24h piisobeni této latky
byla méfena aktivita luciferazy, ktera je pfimo imérna mife aktivace VDR. Vysledky jsou
praméry Ctyf nezavislych experimentll a jsou vztazeny vzhledem k negativni kontrole
oznacené UT, ktera predstavuje hodnotu 1. Ostatni hodnoty jsou jejimi nasobky. Pozitivni
kontrolu predstavuje kalcitriol. Pomoci Studentova T-testu byly ureny statisticky vyznamné
hodnoty (p<0,05), které jsou oznaeny symbolem *. Koncentrace ¢astic GO jsou uvedeny
v jednotkach pg.ml™.

4.3.2 Antagonisticky méd — inhibice transkripéni aktivity VDR

Pt1 antagonistickych méfenich byla sledovana schopnost latek inhibovat jiz aktivovany
VDR v pritomnosti syntetického kalcitriolu, ktery ptisobi jako ptirozeny ligand VDR a
tento receptor aktivuje. Pokud by pouzité latky vykazovaly antagonistickou aktivitu,
zpiisobily by inhibici aktivovaného VDR. Jako pozitivni kontrola byl zvolen synteticky
kalcitriol o koncentraci 50pmol.I* v FBS-CS DMEM médiu v poméru 1:1000. Jako
negativni kontrola byl pouzit DMSO v FBS-CS DMEM médiu v poméru 1:1000.
Celkem bylo provedeno sedm nezavislych experimentii antagonistického pusobeni
nanocastic GO na VDR-responzivni bunécnou linii. Vysledky byly vyhodnocovany
po 24h pusobeni latek, zprimérovany a vyneseny do grafu (graf ¢. 3). Vysledky jsou

uvedeny v procentech a jsou vztazené k pozitivni kontrole, ¢ili kalcitriolu, ktera
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Graf ¢. 3: Antagonistické pisobeni latek. VDR-responzivni buné¢na linie byla vystavena
pusobeni nanocastic GO o ruzné velikosti a riznych koncentracich s pfidanim syntetického
kalcitriolu pro aktivaci receptoru. Po 24h pisobeni latkek byla méfena aktivita luciferazy.
Vysledky jsou priméry sedmi nezavislych experimentii a jsou vztazeny vzhledem k pozitivni
kontrole (kalcitriol), ktera pfedstavuje hodnotu 100% aktivace. Negativni kontrola je oznac¢ena
jako UT. Pomoci Studentova T-testu byly urCeny statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05), které
jsou oznageny symbolem *. Koncentrace &astic GO jsou uvedeny v jednotkach pg.mi™.

predstavuje hodnotu 100% aktivace VDR. Nasledné byl proveden Studentiv T-test, aby
prokézal, které hodnoty mohou byt povazovéany za statisticky vyznamné a signifikantné
ovliviuji aktivitu receptoru. Z vysledki Ize usoudit, ze jen urcité pouzité koncentrace
signifikantné ovliviiuyji funkci aktivovaného VDR. U vSech pouZitych velikosti
nanocastic GO (50-200nm, 200-500nm a >500nm) byl zaznamenan podobny trend —
signifikantné ovliviiuji aktivitu receptoru stfedni pouzité koncentrace GO 0,02ug.ml™,
0,2ug.ml'1 a 2ug.ml'1 — signifikantni plsobeni zbyvajicich pouzitych koncentraci
(0,002ug.ml™ a 20ug.ml™) nebylo prokazano. Vysledky ukazuji, ze Z4dn4 z pouzitych
koncentraci GO signifikantné neinhibuje aktivitu VDR, naopak dochézi k nartustu jeho
aktivace. Mira aktivace u stfednich koncentraci GO (0,02pg.ml™, 0,2pg.mi™ a 2pg.ml™)

se pohybuje v rozmezi 120-130% vzhledem k pozitivni kontrole. Pfi pouziti nanoc¢astic
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GO o velikosti 50-200nm a koncentraci 0,02pg.ml™ bylo zaznamenéno zvy3eni aktivace
VDR 0 13%, Vv piipadé koncentrace 0,2pg.ml™ 0 31% a v piipadé koncentrace 2pug.ml™
0 30%. Pii pouziti nano&astic GO o velikosti 200-500nm a koncentraci 0,02pg.ml™ bylo
zaznamenéno zvyieni aktivace VDR 0 29%, v pripad& koncentrace 0,02ug.ml™ 0 20%
a v piipadé koncentrace 2pg.ml™ o 25%. Pii pouziti nano&astic GO o velikosti >500nm
a koncentraci 0,02ug.ml™ bylo zaznamenano zvy3eni aktivace VDR o 15%, v piipadd
koncentrace O,Zug.ml'1 0 18% a v ptipad¢ koncentrace 2ug.ml'1 0 26%. Pii sledovani
antagonistického ptsobeni nanocastic GO na VDR-responzivni bunécnou linii byl
zaznamenan synergicky efekt u vSech pouzitych koncentraci. Vysledky ukazuji,
7ze zadna z pouzitych koncentraci nevykazuje antagonistickou aktivitu  vici

aktivovanému VDR.
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5 DISKUZE

Tato prace se zabyva ucinkem nanocastic grafen oxidu na aktivitu receptoru pro
vitamin D (VDR). Tento receptor zaujima vyznamnou roli pii uréitych fyziologickych
pochodech, jako je nejen udrzovani homeostazy vapniku a fosforu v téle, ale také pti
regulacnich procesech tykajicich se napf. imunitniho systému. Testovany byly ucinky
castic GO o ruzné velikosti (50-200nm, 200-500nm a >500nm) s rtznymi
koncentracemi (0,002ug.ml™, 0,02ug.ml?, 0,2pug.ml™, 2ug.ml™ a 20pg.ml™) na stabilng
transfekovanou VDR-responzivni buné¢nou linii (IZ-VDR). Cilem prace bylo prokazat,
zda nanocastice GO mohou ovlivnit funkci tohoto receptoru a tim i vyznamné regulacni
procesy, do kterych je zapojen. Experimentalné bylo zjistovano pouze cytotoxické
pusobeni na VDR a schopnost danych latek tento receptor aktivovat ¢i inhibovat
na VDR-responzivni bunétné linii. Ziskané vysledky jsou specifické pouze pro
pouzitou bunéénou linii, nikoli pro cely lidsky organismus, jelikoz nezahrnuje
kompletni metabolické procesy probihajici v celém téle, které by mohly mit piipadny
vliv na aktivitu daného receptoru. Tato otazka zlstava piedmétem dalSiho studia. Pokud
by bylo prokazano, Ze nanoc¢astice GO negativné ovliviiuji VDR, mohla by byt narusena
homeostdza véapniku ¢i fosforu v lidském téle. NaruSeni takto vyznamného
fyziologického procesu by mohlo vést k hypovitaminéze, kterd by se mohla projevit
jako rachitida ¢i osteopordza. V obou piipadech by byla zhor§ena mineralizace kosti,
jelikoz vapnik ma pro jejich riist nezaménitelny vyznam.

Jednim z modelovych organismi pro studium toxického Uc¢inku nanocastic GO byly
embrya ziskané zryby Dania pruhovaného (Danio rerio). Embrya byla vystavena
ucinkiim nanocastic GO po dobu 24h. Statisticka analyza ziskanych vysledkd ukazala,
ze nanocastice GO maji na pouzita embrya prokazatelné toxicky tc¢inek. Mira mortality
byla pfimo imérna zvysujicim se koncentracim pouzitych nanocastic. Toxicky ucinek
byl prokazéan jak experimentalng, tak pomoci mikroskopického pozorovani, kdy byla
jasné pozorovatelnd zména morfologie pouzitych embryi pfi vystaveni plisobeni GO
(Liu et al., 2014). V této praci byl sledovan cytotoxicky ucinek nanoc¢astic GO na bunky
VDR-responzivni bunétné linie, kterd byla odvozena z bunék lidského karcinomu
tlustého stfeva. Builkky byly vystaveny plsobeni GO také po dobu 24h. Vysledky
ukazuji, Ze zadné pouzité koncentrace nanocastic GO nevykazaly toxicky Uc¢inek viici
pouzité bunécné linii. Toto tvrzeni bylo potvrzeno jak experimentdlné pomoci MTT

testu, tak naslednym mikroskopickym pozorovanim, kdy nebyla pozorovatelnd zadna
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zména morfologie bunck. Riizné toxické plisobeni grafenovych nanocéstic miize byt
dano naptiklad tim, ze jejich u¢inek byl sledovan na riznych organismech a také
zapouziti raznych typti bunck. Zatimcov piipadé¢ ryby Dania pruhovaného byl
sledovan toxicky uc¢inek na embryich, v pfipadé mé bakalaiské prace byl toxicky ucinek
sledovan na lidskych buiikdch. V obou organismech probihaji riizné metabolické
procesy, které ptipadné¢ mohou toxické ucinky jednotlivych latek ovliviiovat. To, zZe
pouzité nanocastice GO nevykazuji toxicky ucinek na bunky VDR-responzivni bunécné
linie v8ak neznamend, Ze nemohou pisobit toxicky na dal§i bunky lidského téla.
Predmétem dalSiho studia miize byt naptiklad sledovani vlivu ptisobeni grafenovych
nanocastic na buiiky jinych bunécnych liniich.

V ptedchézejicich studiich jiz byla prokdzana interakce mezi grafenovymi derivaty
a buitkami buné&éné linie PLHC-1, ktera byla odvozena z hepatomu ryby Zivorodénky
lesklé (Poeciliopsis lucida). Bylo zjisténo, Ze tyto Castice spontanné prochazeji
plazmatickou membranou a akumuluji se v cytosolu kultivovanych bun€k (Lammel
a Navas, 2014). Dalsi navazujici studie, pii které byla také pouzita buné¢na linie PLHC-
1, se zabyvala plisobenim grafenovych nanocastic (GO a CXYG) na aryluhlovodikovy
receptor (AhR), ktery se také fadi mezi ligandem aktivované transkripéni faktory, stejné
jako VDR. Piitomnost téchto grafenovych derivati vedla ke zvySeni indukce mRNA
a CYP1A katalytické aktivity ve srovnani s agonisty samotnymi. ZvySena katalyticka
aktivita byla zaznamenana pfi vystaveni bun€k plisobeni nanocastic GO o koncentracich
4pgmlt a 16pug.ml™ (Lammel et al, 2015). Pi studiu agonistického pusobeni
nanoCastic GO na VDR vrdmci mé bakalaiské prace bylo zjiSténo, Ze urcité
koncentrace nanoc¢astic GO jsou také schopny tento receptor aktivovat, i kdyz pouze
do malé miry. I pfes relativné malou schopnost aktivace VDR se vSak miZze jednat
o dalezitou informaci pro dal§i vyzkumy. Pii sledovani antagonistického pisobeni
nanocastic GO nebyla prokdzana schopnost téchto Castic inhibovat aktivovany VDR
v Zadném piipadé pouzité koncentrace VDR, naopak byla pozorovana jeho zvySena
aktivace oproti samotnému kalcitriolu, ktery byl zvolen jako pozitivni kontrola, jelikoz
je pfirozenym agonistou VDR a tento receptor aktivuje. Vysledky potvrzuji,
ze pritomnost grafenovych nanocastic signifikantné zvysila transkripéni aktivitu VDR
pii sttednich pouzitych koncentracich. Metoda, ktera by mohla doplnit vysledky ziskané

v

gentu regulovanych VDR.
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Vzhledem k tomu, ze grafenové nanomaterialy byly objeveny az v roce 2004 a jejich
vyuzivani ve spotiebitelskych aplikacich je stdle pomérné novinkou, nejsou jesté presné
prozkoumany vsechny jejich Gc¢inky na zivé organismy. Ziskané vysledky proto mohou
predstavovat dulezité informace pro dalsi vyzkumy. Pro experimenty byla pouzita
VDR-responzivni linie, coz je také pomérné nové transfekovand bunécna linie. Proto
neexistuje dosud zadna odborna publikace, kterd by se vénovala stejnému tématu. Dalsi
vyzkumy by mohly vést k objasnéni uinku grafenovych nanocastic na jiné bunky
lidského ¢i zivoc¢isného organismu. Také VDR-responzivni bunécna linie pfedstavuje
novy modelovy systém, ktery miize byt pouzit v dalSich studiich pro objasnéni riznych

metabolickych procesi.
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6 ZAVER
V mé bakalarské praci jsem se vénovala vlivu nanomaterialti, konkrétné castecek grafen
oxidu, na transkripéni aktivitu receptoru pro vitamin D S pouzitim VDR-responzivni
bunécné linie.

V ramci experimentalni Casti byla zjiStovana cytotoxicita grafen oxidu na VDR-
responzivni bunénou linii pomoci metody MTT. Délka trvani jednoho MTT testu
¢inila tfi dny a celkem bylo provedeno sedm experimenti, jejichz hodnoty byly
statisticky vyhodnoceny. Pouzity byly riizné koncentrace grafen oxidu (0,002pug.ml™,
0,02ug.ml™, 0,2pg.ml?, 2ug.ml™, 20pg.ml™) o réizné velikosti &stic (50 — 200nm, 200
— 500nm, >500nm). Podle vysledkli experimentli zadna pouzita koncentrace grafen
oxidu signifikantné nesnizuje Zzivotnost bun€k VDR-responzivni bunétné linie. Z
vysledki miizeme usoudit, ze grafen oxid nevykazuje zadnou toxicitu vici pouzité
bunééné linii. Toto tvrzeni bylo také potvrzeno mikroskopickym pozorovanim, kdy byla
sledovana morfologie bunck. Z pofizenych fotografii je patrné, Ze zadnd z pouzitych
koncentraci neovlivituje morfologii bun€k VDR-responzivni bunétné linie. Nasledné
byla stanovena transkrip¢ni aktivita VDR metodou Gene reporter assay, pro kterou bylo
mozno pouzit v§echny testované koncentrace grafen oxidu.

V piipad¢ sledovani agonistického pusobeni byly vysledky ziskany z celkového
poctu Ctyt nezdvislych experimentd, které ukazaly, Ze pouze urcité pouzité koncentrace
GO jsou schopny aktivovat VDR. Vysledky signifikantni aktivace byly zaznamenany
v piipad& pouZiti nanoastic GO o velikosti 50-200nm a koncentracich 0,02pg.ml™
a 20ug.ml™, nano&astic 0 velikosti 200-500nm a koncentraci 0,02ug.ml™ a nano&astic
o velikosti >500nm a koncentracich 2ug.ml™ a 20pug.ml™.

V piipadé sledovani antagonistického plisobeni nanocastic GO na aktivovany VDR
nevykazala zadna z pouzitych koncentraci schopnost tento receptor inhibovat. Vysledky
dokazuji schopnost stiednich pouzitych koncentraci (0,02pg.ml™, 0,2ug.ml™ a 2pg.mli™)
vSech velikosti nanoc¢astic GO (50-200nm, 200-500nm a >500nm) aktivovat VDR
0 cca 20-30% vice vzhledem Kk pozitivni kontrole, ¢ili syntetickému kalcitriolu. Vsechny
pouzité koncentrace vykazovaly synergicky efekt. Vysledky dokazuji, Ze nanocastice
GO maji vliv na transkripéni aktivitu VDR a maji schopnost zvysit aktivaci tohoto

receptoru.
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Cile této bakalarské prace byly splnény. Otestovéana byla jak cytotoxicita testovanych
sloucenin, tak aktivita studovaného receptoru. Vysledky mohou byt soucasti dalSich

experimentl tykajicich se pisobeni jinych nanocastic na buiky zivych organismi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

a-B-GP

AFM
AhR
ATP
AuNP
BkF
Ca2
CBP
CO,
CK-1l
CT
CvD
CYP
CXYG
DBD
dH,0
DMEM
DMSO
DNA
ECAACC
EELS
FBS

FBS-CS

a-B-glycerolfosfat

mikroskopie atomovych sil
aryluhlovodikovy receptor
adenosintrifosfat

nanocastice zlata

benzo(k)fluoranthen

vapenaté ionty

vapnik vazebny protein

oxid uhli¢ity

kasein kinaza II

kalcitonin

chemicka depozice v plynné fazi
cytochrom P450

grafen karboxyl

DNA-vazebna doména

deionizovana voda

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

European Collection of Authenticated Cell Cultures
spektroskopie ztrat energie elektronii
fetalni bovinni sérum

fetalni bovinni sérum precisténé aktivnim uhlim
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Fl fold induction

FXR farnesoid X receptor

GO grafen oxid

H,SO, kyselina sirova

HgB hygromycin B

HI kyselina jodovodikova

HNO3 kyselina dusi¢na

HTCC N-[(2-hydroxy-3-trimethylamonium)propyl]chitosan chlorid
1Z-VDR VDR responzivni bunécna linie
KCIO; chloristan draselny

KMnO4 manganistan draselny

LBD ligand-vazebna doména
MWCNTSs uhlikové nanotrubic¢ky

MTT methyltetrazoliova stl

NaNO3 dusi¢nan sodny

Nluc NanoLuc, gen pro luciferazu
NP nanocastice

NR nukleédrni receptor

NR1I1 receptor pro vitamin D

0O, molekula kysliku

PBC169 3,3°,4,4°,5,5°-hexachlorbifenyl
PBS fosfatovy pufr Phosphate-Buffered Saline
PEG polyethylenglykol

PKC proteinkinaza C
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PTH

PXR

RANKL

rGO

RXR

S51

S208

SERM

SMRT

SPIONs

TEM

uT

uv

VD3

VDBP

VDR

VDRE

parathormon

pregnane X receptor

receptor aktivovany ligandem kappaB
redukovany grafen oxid

receptor kyseliny retinové

serin 51

serin 208

specificky modulator estrogennich receptort
umlceni medidtorii pro receptory tyroidnich hormonti
superparamagnetické ¢astice oxidu Zeleza
transmisni elektronova mikroskopie
negativni kontrola (untreated)

ultrafialové zafeni

vitamin D3

vitamin D binding protein

receptor pro vitamin D

vitamin D responzivni element
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