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ABSTRAKT

Nanodastice oxidu zine¢natého (NPs ZnO) jsou diky svym vlastnostem Siroce vyuzivany
v rliznych odvétvich, s rozvojem nanomateriali nachazeji své uplatnéni také v mediciné.
Bakalarska prace se zabyva studii cytytoxickych acinkd téchto nanocastic na kultivo-
vanych bunécnych liniich. Jednalo se o bunécnou linii lidského osteosarkomu Saos-2 a
fibroblastickou bunécnou linii NIH-3T3. Béhem experimentl provedenych in vitro byly
bunky vystaveny riiznym koncentracim NPs ZnO. Cytotoxicita jednotlivych koncentraci
byla hodnocena pouzitim MTT testu, ze kterého byly ziskany informace o Zivotaschop-
nosti bunék. Na zakladé vysledkd MTT testu byly vybrany vhodné koncentrace NPs ZnO,
se kterymi byl proveden Scratch assay test. Nejvyssi testovana koncentrace odpovidala
stanovené inhibi¢ni koncetraci pro NIH-3T3. Cytotoxické ucinky byly tedy hodnoceny stu-
dovanim migrace bunék. Nasledna statisticka analyza urcila miru cytotoxickych acinki
NPs ZnO v zavislosti na koncentraci a typu bunék.

KLICOVA SLOVA
Nanodcastice, oxid zinenaty, NPs ZnO, cytotoxicita, MTT, bunky, kultivace, NIH-3T3,
Saos-2, Scratch assay, migrace bunék

ABSTRACT

Zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) are widely used across various industries due to
their properties, and with the development of nanomaterials, they are also finding ap-
plications in medicine. This bachelor's thesis investigates the cytotoxic effects of these
nanoparticles on cultured cell lines. The study focused on the human osteosarcoma cell
line Saos-2 and the fibroblast cell line NIH-3T3. During in vitro experiments, the cells
were exposed to different concentrations of ZnO NPs. The cytotoxicity of each concen-
tration was assessed using the MTT assay, which provided information on cell viability.
Based on the MTT assay results, appropriate concentrations of ZnO NPs were selected
for conducting a Scratch assay, with the highest concentration corresponding to the
determined inhibitory concentration for NIH-3T3. The cytotoxic effects were thus eval-
uated by studying cell migration. Subsequent statistical analysis determined the extent
of cytotoxic effects of ZnO NPs depending on the concentration and cell type.
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Uvod

V poslednich letech doslo k nartistu zajmu o nanotechnologie napti¢ mnoha védnimi
obory nevyjimaje biomedicinské aplikace. Jednou z potenciondlnich nanocastic z hle-
diska uplatnéni v oblasti biomediciny je nanocastice oxidu zinecnatého (NPs ZnO).
NPs ZnO svymi rozmanitymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi nasly uplatnéni
hned v nékolika medicinskych oblastech, napt. pri lé¢bé ran, zanéti, v zobrazovacich
metodéch, ale zejména v antibakteridlnich a protinddorovych aplikacich.

se mutaci bunék v lidském organismu, jejich nekontrolovatelnym ristem a sitenim
do okolnich tkéni. Diky pokrokiim ve vyzkumu existuji rizné moznosti 1é¢by, ale
casto je cely proces zdlouhavy a nese s sebou nezadouci vedlejsi ucinky. Avsak NPs
ZnO prokazaly specifickou cytotoxicitu vici nddorovym bunkam prostrednictvim
retézce reakci, které vedou az k poskozeni jejich DNA a k bunécné smrti. Naopak v
porovnani s béznymi buntkkami vykazuji NPs ZnO pouze nizkou miru toxicity.

Ke zjisténi miry cytotoxicity latek se vyuziva siroka skala metod uskuteénénd v
in vivo nebo in vitro prostredi. Jednim z c¢asto vyuzivanych cytotoxickych in wvitro
testl je MTT test. Cilem bakalaiské prace bude provést hodnoceni cytotoxickych
uc¢inkd ZnO NPs na dvou bunécénych liniich. Bude vyuzit MTT test fungujici na
principu premény tetrazoliové soli MTT na nerozpustny fialovy formazan, coz je
reakce, ke které dochazi pouze v zivych bunkach. Formazan se nasledné rozpusti
detergentem, tim vznika barevny produkt a jeho absorbance se méri spektrofoto-
metrem. Vysledna absorbance je pfimo umérnd poctu zivych bunék. S vyuzitim
ziskanych informaci o cytotoxickych ucincich kokrétnich koncentraci Nps ZnO bude
nasledné proveden Scratch assay. Metoda zkouma migraci bunék smérem do vytvo-
rené ryhy, pohyb bunék je sledovan v ¢asovych intervalech. Slouzi k analyze procest
jako je hojeni ran nebo chovani karcinogennich bunék v in vitro prostredi, coz muze
vypovidat o mite jejich invazivity. Kombinace testt umozni komplexnéjsi posouzeni
cytotoxickych uc¢inkt a vlivii NPs ZnO na migraci bunek.

Teoreticka ¢ast pojedndava o NPs ZnO se zamérenim na biomedicinské aplikace.
Dalsi kapitola predstavuje jednotlivé metody slouzici k urceni cytotoxicity, které za-
hrnuji in vivo a in vitro testy. Poté nasleduje kapitola zabyvajici se Scratch asssay.
Teoretickou ¢ast uzavirda kapitola popisujici bunécné linie, které budou pouzity v
praktické ¢asti. V navazujicich kapitolach budou popsany postupy a vysledky jed-

notlivych testi, které budou diskutovany.
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1 Nanocastice oxidu zine¢natého

Nanocastice (NPs, z angl. nanoparticles) jsou ¢astice ve velikosti 1-100 nm, jejichz
alespon jedna dimenze musi byt mensi nez 1 pm. Vyrabi se z Siroké skaly materidli,
podle kterych se déli na nanocastice oxidi kovi a nekovii, uhlikové, kovové a polo-
vodicové nanocastice. Na zdkladé struktury a tvaru se rozlisuji na kvantové tecky,
nanotrubice, nanodraty, nanoty¢inky a nanopéasy. Jednim z vyuzivanych kovovych
nanomateriali je zinek (Zn) a jeho oxid (ZnO). [I]

Zinek je esencidlnim stopovym prvkem ve vSech télesnych tkénich, druhym nej-
hojnéjsim po zeleze. Celkové mnozstvi zinku v téle se odhaduje na 30 mM (2 g) a
denni prijem je priblizné 15 mg. Je klicovy pro fuknci imunitniho systému, ovliv-
nuje humanni i bunéénou imunitu a pomaha udrzovat integritu bunék a organi
stabilizaci molekularnich slozek membran a bunécénych komponent. Tvorii ¢ast enzy-
movych systémi, podili se na metabolismu, hraje vyznamnou roli v syntéze proteini
a nukleovych kyselin, hematopoéze a neurogenezi. Celkové je dulezity pro udrzeni
homeostazy. Jeho nedostatek miize vést az ke vzniku rakoviny nebo k jeji progresi,
pripadné k naruseni dilezitych bunéénych procesii. Snizené hladiny Zn zptsobuji
oxida¢ni poskozeni DNA a narusuji fuknci nadorového supresoru p53, ktery ovliv-
nuje aktivitu kaspaz. V dusledku toho u poskozené bunky nedochazi k apoptoze a
bunka se muze dale délit, coz sméruje ke vzniku nadoru. Naopak nadbytek zinku
muze vést k poruse transportniho systému Zn v plazmatické membrané, takze se
zvy$si jeho intraceluldrni koncentrace, ktera vede k apoptoze.[2], 3]

Nanocastice oxidu zinecnatého (ZnO NPs) se vyskytuji v ruznych velikostech,
tvarech a morfologiich, tim padem vykazuji rtiznorodé fyzikalni a chemické vlast-
nosti a maji Siroké vyuziti. Jejich odolnost se uplatni v gumarenském primyslu,
schopnost absorbovat UV zareni v kosmetickém primyslu, dale se vyzivaji v textil-
nim a potravinarském priamyslu, pro vyrobu betonu, fotokatalyzatori, elektroniky
a dalsich. Diky své biokompatibilité, nizké ndkladnosti syntézy a nizké toxicité se v
poslednich dvou desetiletich staly také jednou z nejpopularnéjsich nanocastic oxidi

kovt pouzivanych v biologickych aplikacich. [2]

1.1 ZnO NPs v biomedicinskych aplikacich

Americky urad pro kontrolu potravin a 1é¢iv oznacil ZnO jako GRAS (z angl. gene-
rally recognized as safe), tudiZ jsou povazovany za bezpecné a mizou se vyuzivat ve
zdravotnickych a farmaceutickych produktech. Avsak u nanocastic ZnO jesté nedoslo
k tplnému porozuméni jejich chovani v in vivo prostiedi. [4]

Podle in vitro studii mohou NPs ZnO v zavislosti na svych vlastnostech vykazo-

vat cytotoxické tcinky a vyssi selektivitu viic¢i nadorovym bunkam. Diky tomu maji
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potencial v protinadorové lécbé. K jejich vyhodam se radi siroké spektrum metod
syntézy, které jsou nenaro¢né a béhem nichz lze upravit vyslednou velikost, ktera je
jednou z vlastnosti ovliviiujici miru jejich cytotoxicity. Je klicova pro efekt zvysené
permeability a retence (EPR efekt), diky némuz dochazi k jejich hromadéni v néado-
rech. Mensi rozméry NPs umoznuji snadny prichod pres plazmatickou membranu
primo do bunky nebo se dokazi déle udrzet v krevnim obéhu, nez je organismus
vylou¢i. K dalsi prednosti prislusi velky pomér povrchu k objemu umoznujici zvy-
seny povrchovy kontakt, reaktivitu a rozpustnost. Také lze na povrch NPs navazat
ligandy nebo molekuly hrajici vyznamnou roli v cileném transportu 1é¢iv. [2) 3]

Dalsim dulezitym aspektem je povrchovy naboj urcujici reakci s vnéjsim prostie-
dim. Vysoké povrchové naboje zptisobuji vyssi aktivitu makrofagi, které odstranuji
NPs z cév krevniho obéhu. Povrchovy naboj by mél byt udrzovan tak, aby minima-
lizoval interakei s ostatnimi slozkami (s okolnim prostfedim, mezi nanocéasticemi),
ale projevoval selektivitu vaci bunkam nadoru. Pro vznik povrchového naboje jsou
dilezité amfoterni vlastnosti ZnO NPs. Ve vodném prostiedi pti vysokém pH (pH >
9) jsou molekuly vody na povrchu nanoc¢astic deprotonovany, ¢imz vznika negativné
nabity povrch s navdzanou hydroxidovou skupinou (Zn — (OH) ™). Pfi niz$im pH (ne-
utralni, kyselé podminky) se z ZnO stava Zn(OHy)** v disledku prenosu protoni z
prostiedi smérem k jeho povrchu. Na povrchu se prostiednictvim skupin Zn(OHy)**
nebo mist s Zn?", které vznikaji po uvolnéni molekul H,O, vytvaii kladny ndboj.
ZnO NPs jsou tedy za fyziologickych podminek (pH = 7) kladné nabity. Naopak
rakovinné bunky obvykle maji negativné nabity povrch kvili jejich specifickému
metabolismu nazyvanému Warburgiiv efekt, tim paddem mezi nimi a NPs dochéazi
k elektrostatickému pritahovani. K vlatsnostem NPs ZnO ovliviiujicim cytotoxické
ucinky patii také mira davky, morfologie. Tyto tc¢inky jsou také ovlivnény vnéjsimi
faktory. [2 3, 4, [5]

Zn0O NPs se pouzivaji zejména v protinddorovych a antibakteridlnich odvétvich,
jako nosic¢e pro cileny transport 1é¢iv, pri 1éc¢bé diabetu, ran, zdnétiu a ve tkano-
vém inzenyrstvi. Navic prokazuji luminiscenc¢ni vlastnosti, ¢imz se stavaji jednim z

hlavnich kandidatt pro zobrazovaci metody. [2] 3]

1.1.1 Mechanismus cytotoxicity

NPs ZnO nachézejici se extracelularné vykazuji relativné vysokou biokompatibilitu.
Cytotoxicita je totiz primo imérna mnozstvi volnych iont zinku nachézejiciho se
uvnitt bunek, které spousti fetézec reakci vedouci k poskozeni bunky. Nps ZnO do
bunky vstupuji bud endocytézou nebo v pripadé odpovidajici velikosti pasivnim pri-
jmem piimo pres bunétnou membranu. Béhem endocytdzy (pinocytozy, fagocytézy)

jsou ¢éstice pohlceny a uvnitf se hromadi v endozomech a nésledné lysozomech. V
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zavislosti na vnitinim kyselém pH lysozomii zahajuji NPs cytotoxické ucinky. V pti-
padé druhého zptsobu vniknuti do bunky NPs reaguji v cytoplazmé s proteiny a

organelami. [3]

Nerovnovaha aktivity proteinii

V normalnich podminkéch se uvnitt bunék vyskytuje relativné vysoka koncentrace
zinku vdzaného na proteiny, pficemz hladina volnych ionttt Zn?* ziistava velmi nizks
a je prisné regulovana homeostatickymi mechanismy. Pti pritomnosti NPs ZnO se
ionty Zn?** intraceluldrné uvoliiuji, stoupd jejich koncentrace, dochézi k nastoleni ne-
rovnovahy v aktivité proteini a soucasné narusta hladina reaktivnich forem kysliku
(ROS). [3, 6]

Uvoltlovani Zn?* probih4 snadnéji v kyselém prostiedi charakteristickém pro na-
dor. Odolnost NPs ZnO vucéi rozpousténi lze ovlivnit prekrytim povlaky, napr. lipidy,
kiremikem nebo polymery. Tato odolnost byla prokazana v adherentnich bunécénych
liniich pridanim proteinti a povlakt na jejich povrch a tim doslo ke snizeni jejich
skodlivosti. [4]

Produkce ROS a oxidaéni stres

ROS jsou produkovany uvniti bunék béhem bunéénych procestt zahrnujicich mi-
tochondridlni respiraci, zanétlivou reakci, mikrozomalni aktivitu, aktivitu peroxi-
somt a dalsich. Ptsobenim ZnO NPs vznikaji ROS dvéma zptisoby, bud v disledku
prozanétlivé reakce bunky vici nanocéasticim nebo kvili charakteristické povrchové
vlastnosti ZnO NPs, kterd je ¢ini redoxnim systémem produkujicim ROS.

NPs ZnO je polovodi¢ s Sirokym zakazanym péasem (3,37 eV) a velkou vazebnou
energii. Narozdil od kovi u polovodicii elektrony lokalizované ve valenénim pasu
mohou prechazet do pasu vodivostniho pouze pokud prekonaji energetickou bariéru.
S ohledem na velikost NPs ZnO vsak elektrony nepotiebuji k preskoceni z valenc-
niho pasu do pasu vodivostniho energii. Elektrony po sobé zanechavaji volné kladné
nabité diry. Normalné se elektrony a diry rychle rekombinuji, ale v nanocasticich se
presunou na povrch, kde reaguji s adsorbovanymi ¢asticemi. Diry ptsobi jako silny
oxidant, rozklddaji molekuly vody na vodikové (HT) a hydroxylové ionty (OH™).
Mezitim elektrony ptusobi jako silny reduktor, reaguji s adsorbovanymi a rozpuste-
nymi molekulami kysliku a generuji superoxidové radikélové anionty (O3 ). O3 poté
reaguji s HT a tim se vytvaii radikdly hydroperoxylu (HO5 ), které ddle mohou re-
agovat za vzniku peroxidu vodiku HyOs. VSechny tyto radikély jsou ROS a ptisobi
jako silné oxidacni ¢inidlo. Pti akumulaci velkého mnozstvi ROS dochazi k naruseni

oxida¢né-redukéni homeostazy buiky, coz vede k oxida¢nimu stresu. [3]
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Poskozeni DNA a apopté6za

Oxidacni stres spousti v bunce procesy, které maji v skodlivy ucinek na lipidy,
proteiny a nukleové kyseliny a mohou vést az k zaniku buriky (viz Obr , dochazi
k:
o peroxidaci lipidii a denaturaci proteini— poskozeni bunééné membrany—nekrdoza
o poskozeni DNA: denauraci proteinti/piimou reakci s ROS—zmény ve slozeni
DNA, mutace—apoptoza
 poskozeni tumor supresorového proteinu p53 (v pripadé poskozeni bunky zajis-
tuje jeji reparaci, pokud je reparace neispésna, potom navodi apoptézu)—apoptoza
Apoptdza, programovand bunécna smrt, je povazovana za hlavni mechanismus bu-

nééné smrti cytotoxické odpovédi na nanocastice ZnO. [3]

| ZnO NPs |

Zvy3ena produkce Nerovnovaha aktivity proteint
ROS zprostiedkovana Zn

| Oxidacni stres }—’{ Permeabilizace membrany

‘ Poskozeni DNA |
I Nekroza

Aktivace genu p53: apoptéza

| Cytotoxicita (bun&éna smrt) ‘

Obr. 1.1: Schématické znazornéni cytotoxickych ucinktt NPs ZnO vedoucich k bu-

nécné srmti. (Prelozeno z: [3])

1.1.2 Konkrétni uplatnéni v biomedicinskych aplikacich

ve

Antibakterialni ucinek

K 1é¢bé infekénich onemocnéni se ¢asto vyuzivaji antibiotika, avsak jejich nadmérné
uzivani muze vést k postupnému vyvoji rezistence u mikroorganismi, coz pred-
stavuje zavaznou hrozbu pro budouci 1é¢bu téchto onemocnéni. Nanocéstice ZnO
vykazuji antibakteridlni tc¢inky vici sirokému spektru mikroorganismii, ptisobi jak

na gram-negativni, tak i na gram-pozitivni bakterie. Bakterialni bunécné stény jsou
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obvykle negativné nabité kvili karboxylovym skupindm, coz zptsobuje, Ze pozi-
tivné nabité ZnO-NPs v suspenzi jsou k nim pritahovany a elektrostatickymi silami
prichyceny na jejich povrch. Existuji dva hlavni faktory zptsobujici antibakteridlni
aktivitu NPs ZnO, jednd se o tvorbu ROS a uvoliiovan{ iontt Zn?* pii akumulaci
NPs na povrchu nebo v cytoplazmé batkerie (viz kapitola [1.1.1)). [2, 5, 7]

Bakterie se sklddaji z bunécné membrany, bunééné stény a cytoplazmy. Bunécna
sténa se nachazi vné bunééné membrany a je slozena prevazné z homogenni vrstvy
peptidoglykanu, udrzuje osmoticky tlak cytoplazmy a charakteristicky tvar bunky.
Gram-porzitivni bakterie maji tenkou bunéénou membranu, silnou a tlustou bunéc-
nou sténu slozenou z nékolika vrstev peptidoglykanu o tloustce 20-30 nm. Nao-
pak bunécéna sténa gram-negativnich bakterii se skldda ze dvou bunécnych mem-
bran, vnéjsi membrany a plazmatické membrany s tenkou vrstvou peptidoglykanu

o tloustce 7-8 nm. [5]

Protizanétlivé aplikace a hojeni ran

Uplatnéni nanocastic ZnO v lécbé ran a aplikacich s protizanétlivym efektem tzce
souvisi s jejich antibakteridlnim tucinkem. Zanét je soucdsti komplexni biologické
odpovedi tkani na skodlivé podnéty jako jsou patogeny, poskozené bunky nebo po-
drazdéni. Ve studiich jsou ZnO NPs vyuzivany k 1é¢bé zanétlivych onemocnéni, napt.
atopické dermatitidy. Dokézi se dostat do hlubsich vrstev poskozené nebo alergické
ktize a ulevuji od svédéni. V experimentu na modelu atopické dermatitidy, ktery byl
provedeny na mysich, se jejich protizanétlivé vlastnosti potvrdily snizenim hladin
protizanétlivych cytokini. [2]

7/n0O NPs byly rovnéz testovany jako podpora pro proces hojeni ran, ktery se
uplatnuje pri lécbé popéalenin. U popalenin dochézi k poskozeni povrchové bariéry
ktze, tim padem se organismus stava nachylny na infekce. Nékteré patogeny jsou
velmi odolné, a proto je nezbytné nasadit antimikrobialni latky, které budou uc¢inné i
proti bakteriim odolnym vuci antibiotiktim a zaroven nebudou toxické pro normélni
bunky. [7]

Existuje mnoho studii zabyvajicich se i¢inkem rtizné upravenych nanocastic ZnO
na bakterie, zdnéty a rany. Napr. autori Haghniaz Reihaneh a kolevktiv [7] zkou-
mali nanocastice ZnFe; Oy kviili jeho potencidlu v antimikrobialnich tc¢incich a pod-
pore hojeni ran. Ve studii byly pouzity NPs ZnFe,O4 o velikosti 47,9 + 2,5 nm,
jejich cytotoxicita byla testovana na lidskych dermalnich fibroblastech, pricemz vy-
kazovaly davkoveé zavislé ucinky a biokompatibilita se potvrdila pti koncentracich
do 125 pg/ml. Antimikrobidlni aktivita NPs byla potvrzena vyuzitim vice testu s
gram-pozitivnimi i gram-negativnimi bakteriemi, byla testovana permeabilita bu-

nécné membrany, unik bilkovin z bakterie a produkce ROS. Byla prokizana vyssi
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uc¢innost na gram-pozitivni bakterie. Studie se zamérila také na pozitivni vliv NPs
ZnFe;04 na hojeni ran, ktery byl dokézan vyuzitim Scratch assay. Vysledky ukazaly
rychlejsi migraci bunék a uzavieni ryhy ve vzorcich osetfenych NPs ZnFe,O4. Test
byl proveden na bunécné linii NIH-3T3 a byla pouzita koncentrace NPs nevykazujici

cytotoxické ucinky. [7]

Lécba rakoviny

Navzdory pokroku v 1ékarskych technikdch a technologii zlistava rakovina nadéle
jednou z hlavnich pricin tmrti. Jedna se o onemocnéni charakterizované nekontrolo-
vanym rustem bunék. Rakovinné bunky dokéazi vybudovat vlastni sit cév (angioge-
neze) pro zasobovani kyslikem a zivinami, odtrhnout se od puvodniho mista vyskytu
a §ifit se do jinych organti (tvorba metastéz). Narozdil od zdravych bunék se rako-
vinné bunky déli neustdle a to bez ohledu na signaly podnécujici replikaci. Kromé
toho neodpovidaji ani na podnéty, které by normélné vyvolaly apoptézu. Rakovinu
zpusobuji vnéjsi (expozice radiaci, podvyziva, uzivani tabdkovych vyrobku a dalsi)
nebo vnitini (mutace gent, genetické poruchy, hormonalni nerovnovaha) faktory. [§]

Tradicné se pro lécbu rakoviny pouziva chirurgie, chemoterapie, radioterapie,
imunoterapie, fototerapie a hormonalni terapie. Ne vSechny typy rakoviny lze vylé-
¢it chirurgicky. Nejcastéji se vyuziva chemoterapie, ale spole¢né s ostatnimy zptisoby
lécby ma negativni vedlejsi ucinky, které zptisobuji poskozeni zdravych bunék. Mezi
dalsi omezeni patii neschopnost proniknout pfimo do nadoru, nespecifické zaméreni
a vznik rezistence po expozici ur¢itych davek. Nicméné v nékterych pripadech, napii-
klad v pripadé vcasné diagnézy, mize dojit k uzdraveni. V poslednich letech vykazuji
potencial techniky vyuzivajici nanotechnologie, které se snazi zachovat zdravé bunky
nedotéené a cilit pouze na buriky rakoviny. [§]

Nador rychle roste a pti angiogenezi nedochazi ke spravnému vyvinuti krevnich
a lymfatickych cév. Spojeni mezi bunkami neni tésné a krevni cévy maji péry o ve-
likosti od 100 nm az 1 pm, takze se nanocastice lehce dostanou pres cévy k bunkam
nadoru, tzv. extravazace. U zdravych bunék dochéazi k odstranéni téchto extrava-
zata (tekutin nebo Castic) pomoci intersticidlni tekutiny (lympfy), kterd obklopuje
bunky. Protoze nddorové bunky nemaji ani dobte vyvinuty lymfaticky systém, od-
vod extravazati jim trva delsi dobu a nanocéstice tak maji vic ¢asu na difundovani

se dovnitt nddorové burnky. Cely mechanismus se oznacuje jako EPR efekt. [3]

Cileny transport v Iécbé rakoviny

Zn0O nanocastice jsou povazovany za vhodného kandidata pro cileny transport 1éciv

(DDS, angl. drug delivery system) diky své snadné syntéze z levnych prekurzori,
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biokompatibilni povaze viic¢i zdravym bunkam a schopnosti vniknout piimo do bu-
nek. Mezi dalsi vyhody se fadi schopnost inhibovat predcasné uvolnovani 1é¢iva v
krevnim obéhu, zlepsovat farmakokinetiku hydrofébnich 1é¢iv, zajistovat aktivni ci-
leny transport lé¢iva a minimalizovat toxické tc¢inky na zdravou tkan. Vyskytuji se
v riznych typech jako jsou nanosféry, nanoplaty, nanotycinky, nanopasy a kvantové
tecky. Cileny transport se déli na pasivni (puvodni vlastnosti NP, EPR efekt) a ak-
tivni (periferné navazané specializované skupiny, které vykazuji afinitu k nddorovym
bunkam). [9, 10]

Aktivni i pasivni cileny transport zajistuje hromadéni NPs ZnO na nadorovych
bunkéch, popripadé uvnitt nadorovych bunék. Akumulace nastava diky specifickym
molekuldrnim interakcim (napt. receptor - ligand, hydrofébni a coulombovské in-
terakce). Po prijeti specifického stimulu dochézi k uvolnéni 1é¢iva z nanocastice a
zniceni cilové bunky. Stimuly se klasifikuji na vnéjsi (teplota, svétlo, ultrazvuk) a
vnitini (pH, enzymova aktivita, oxidacné redukéni reakce). Soubézné dochazi k uvol-
fiovani Zn?* iontidl z nanoé¢éstic, coz také vede k apoptéze. S vyuzitim NPs ZnO se
pouzivaji prevazné 4 typy DDS: [8] 9]

o mezoporézni kiemikové nanocéstice s NPs ZnO: NPs ZnO jsou pouzity jako
zatky porti, ve kterych je umisténé 1é¢ivo, ZnO NPs citlivé na kyslelé prostredi
se uvnitt bunky rozpousti a tim dochéazi k uvolnéni 1éc¢iva

o porézni NPs ZnO: 1é¢ivo uvniti pora ZnO NPs

e 7ZnO NPs jako jadro s polymernim obalem: 1é¢ivo ulozeno v hydrofobnim obalu

o 7ZnO NPS/lé¢ivo-komplex: vznika vytvorenim stabilnich vazeb mezi Zn*" ionty
ze ZnO NPs a kyslikovymi funkénimi skupinami léc¢iva

Kromé vyuziti ZnO nanocastic jako samostatného terapeutického ¢inidla existuji
také v kombinaci se zavedenymi standardnimi terapiemi, chemoterapii a radioterapii.
Studie prokazuji slibné vysledky tykajici se kombinaci ZnO nanocéstic s doxorubi-
cinem, daunorubicinem, paclitaxelem nebo cisplatinou. Vzhledem k fotokatalytické

aktivité predstavuji potencidl také jako lé¢ivo v kombinaci s ozarenim. [4]
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2 Metody pro hodnoceni cytotoxicity

Cytotoxicita je obvykle spojovana s negativnim vlivem na bunky. Indikatory zdravé
bunky jsou jeji zivotaschopnost a mira proliferace. Bunécény metabolismus a stav
ovliviiuji chemicti a fyzikalni ¢initelé, jejichz toxicita se projevuje poskozenim bu-
nécné membrany, tvorby proteint, nevratnymi vazbami na receptory a enzymatic-
kymi reakcemi. K urceni poskozené bunky nebo jeji srmti slouzi rada specifickych
metod délicich se podle prostiedi na in vitro a in vivo. |11, 12]

Mira toxicity nanocéastic oxidu zinec¢natého prevazné zavisi na jejich velikosti,
tvaru, povrchovém naboji a rychlosti rozpousténi. Do bunky vstupuji nékolika zpt-
soby: c¢astice malych rozmeért snadno proniknou pres bunéénou membranu, dale

pomoci iontovych kandli a transportért nebo prostfednictvim endocytézy. [9]

2.1 Cytotoxické metody in vivo

Testy in vivo se obvykle provadi na zivych zvitatech, prevazné na mysich a krysach.
Zameéruji se na histopatologickou analyzu, biologickou distribuci, hematologii, séro-
logii a clearanci. Pomoci biologické distribuce se zkouma pohyb NPs do tkani nebo
organt. NPs jsou detekovany v mrtvych i zivych zvitatech prostfednictvim radioakt-
vivnich znacek. Clearance nanocéstic se provadi analyzou vylu¢ovani a metabolismu
nanocastic po expozici v riznych ¢asovych intervalech. Dalsi metoda hodnoceni toxi-
city in vivo se zaméruje na pozorovani zmén v chemickém slozeni séra a typu bunék
po expozici NPs. Pokrok v hodnoceni toxicity se uskutecnuje pouzitim mikroelek-

trochemie a mikrofluidiky. [13]

2.2 Cytotoxické metody in vitro

Cytotoxické testy in wvitro jsou zaloZzené na hodnoceni riznych bunéénych fukneci.
Posuzuje se enzymaticka aktivita, adheze, produkce adenosintrifosfatu (ATP), pro-
dukce koenzymii, ale hlavné propusnost bunééné membréany. Nezivotaschopné burnky
totiz ztraci jeji integritu. Detekce mrtvych bunék se provadi mérenim pohybu mo-
lekul, tzv. specialnich markerti, pfes membrany, jenz jsou netésné a nemohou byt
opraveny. Markery se podle sméru pohybu rozdéluji na dvé skupiny. Do prvni sku-
piny patii molekuly, které se normalné vyskytuji v cytoplazmeé, ale kvuli poruseni
membréany se dostéavaji do okoli (kultivacniho média). Druhou t¥idou molekul slouzi-
cich jako indikatory mrtvych bunék jsou ty, které naopak prostupuji pres porusenou
membranu dovnitt bunék a tam se hromadi. Markery se tedy vyskytuji prirozené v

burice nebo jsou uméle zavedené (napt.fluorescencni marker). [11, [14]

19



Pro ziskani presnych a spolehlivych vysledkt musi byt vybran spravny test zo-
hlednujici i parametry jako jsou moznosti laboratore, slou¢eniny potiebné k testu,
senzitivita a specificita. Mezi vyhody in wvitro cytotoxickych testi patii rychlost,
mensi naklady a realizace primo na lidskych bunkach, ¢imz se lisi od testd in vivo,
které jsou aplikovany na zviratech. Maji rovnéz mnoho nedostatki, jelikoz dosud
nedosahly technické dokonalosti. Existuje vice typu jejich rozdéleni. Podle uc¢inku
na bunky lze metody Clenit na testy zkoumajici proliferaci, apoptézu, nekrozu, oxi-
dacni stres a poskozeni DNA. Také se klasifikuji podle zptsobu méreni, kterym se

na konci uréi cytotoxicita, podle tohoto parametru metody délime na: [11), [13]

testy s barvivem: trypanova modr, eosin, kongo ¢erven, erythrosin B
kolorimetrické testy: MTT, MST, XTT a LDH test
o fluorometrické testy: alamar blue, FDA assay, GF-AFC assay

luminometrické testy: testy vyuzivajici ATP

2.2.1 Metody vyuzivajici barviva

Testy s barvivem jsou casto pouzivany diky své jednoduchosti. Zaméruji se na
integritu plazmatické membrany. Zdravé bunky maji schopnost vylucovat pomoci
plazmatické membrany barvivo, zatimco mrtvé tuto schopnost ztraceji, takze do-
chazi k jejich obarveni. Metoda neni vhodna pro velky pocet vzorku z divodu ca-
sové narocnosti. Je tfeba zohlednit i jiné faktory, které mohou ovlivnit vysledek
testu: 1.bunky poskozené cytotoxickymi latkami nékdy pottebuji vice dni nez ztrati
integritu membran, 2.zdravé bunky se mohou délit, tudiz ovliviuji vysledny pocet
neposkozenych bunék a 3.nékteré tézce poskozené bunky mohou podstoupit brzky
rozklad, tim padem nejsou na konci testu obarveny. Jestlize se urcuje procento zi-
votaschopnosti bunék, tak faktory 2. a 3. pfipadu vysledky podhodnocuji. [11]
Test s trypanovou modii je jedna z nejvyuzivanéjsich metod pro stanoveni po-
¢tu bunék a jejich procentudlni Zivotaschopnosti. Zbarvené (mrtvé, poskozené) ¢i
nezbarvené (zivé) butiky se pocitaji pod mikroskopem v Biirkerové komurce. Test
se obvykle provadi na jednom vzorku nebo malém poctu vzorkt. Mezi hlavni nevy-
hody patti chyba spojena s méfenim jediného vzorku, riziko obarevni zivych bunék
pri dlouhé dobé interakci s barvivem, subjektivni posouzeni tykajici se identifikace
mrtvé bunky nebo zbarvené necistoty a c¢asova naroc¢nost v pripadé méreni vétsiho
poctu vzorkl. Chemickd strukrura trypanové modii znazornéna na Obr. [14]
Na stejném principu obarveni trypanovou modii funguji také barviva eosin nebo
kongo cerven. Eosin je cervené flurescenéni barvivo slouzici také k obarveni cyto-
plazmy, kolagenu a svalovych vlaken, coz usnadnuje jejich vizualizaci pod mikro-
skopem. K obarveni cytoplazmy pro mikroskopické tcely se pouziva rovnéz kongo

Cerven. [15]
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Obr. 2.1: Chemické struktura trypanové modri. (Prevzato z: [16])

Test prijmu neutralni cervené (NRU) vyuziva kationtové barvivo, které vstupuje
pres plazmatickou membranu a akumuluje se v lysozomech. Umérné s nartstajicim
poc¢tem poskozenych nebo mrtvych bunék se snizuje mnozstvi navazaného barviva.
Cim je vysledné intenzita zbarveni vzorku vyssi, tim je piftomno vétsi mnozstvi
zivotaschopnych bunék. Test je vyhodnocen spektrofotometricky, proto jej nékteri

autofi fadi do kolorimetrickych testi. [17]

2.2.2 Kolorimetrické metody

Princip kolorimetrickych metod spociva v méreni biochemického markeru, kterym
se hodnoti metabolicka aktivita bunky. Pouzivaji se ¢inidla, ktera se barevné projevi
v zavislosti na viabilité bunky. Kolorimetrické méreni se provadi pomoci spektrofo-
tometru. [L1]

MTT test je zaloZzeny na redukei zluté tetrazoliové soli MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-y1)-2,5-difentyltetrazolium bromidu na fialovy krystalicky produkt formazan (Obr.
. Pfeména probiha pomoci mitochondrialnich enzymu zivych bunék. Formazan
neprochézi pres bunééné membrany, a proto se hromadi ve zdravych bunkéach. Poté
se do vzorku prida solubiliza¢ni roztok, ktery formazan rozpusti. Tim vznika ba-
revny roztok, ktery je vyhodnocen absorpéni spektrofotometrii. Plati, Zze ¢im vyssi
je absorbance (¢im vyssi je koncentrace formazanu-tmavsi barva), tim se ve vzorku
nachazi vice zivotaschopnych bunék. Diky své jednoduchosti, bezpecnosti a vysoké
reprodukovatelnosti je jednim z nejpouzivanéjsich testi v méreni viability bunék.
Nevyhodou je nutnost rozpustit krystalky formazanu. [11], [I8, [19]

Ve studii autori Stockert a kol. podrobné zkoumali mechanismy a lokalizaci
pribéhu MTT testu v bunkich HeLa. Tetrazoliova sil MTT se usazovala hlavné
v endoplazmatickém retikulu a mitochondriich. Pfeména na formazan probihala
v cytoplazmé a endoplazmatickém retikulu za ucasti dehydrogendz a NADH jako
koenzymu. Redukovany formazan se pak hromadil v lipidovych kapkach, coz bylo
experimentalné potvrzeno zvysenou akumulaci v bunkéach osetfenych emulzemi slu-

necnicového oleje, tedy v bunkéch s vysokym obsahem lipidovych kapek. [20]
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Obr. 2.2: Redukce MTT na formazan. (Ptelozeno z: [15])

Alternativou k MTT testu je MTS, XTT, WST-1 a WST-8 test, ve kterych do-
chéazi v disledku mitochondrialni aktivity zivych bunék k pfeméné tetrazoliové soli
na ve vodé rozpustny barevny formazan, jehoz mnozstvi je primo umérné poctu
zivych bunék a lze ho ihned spektrofotometricky stanovit. Jedna se o rychlé, jed-
noduché a senzitivni metody vykazujici mensi toxicitu vic¢i bunkdm ve srovnani s
MTT testem. Tetrazoliova sil XTT je redukovana na oranzovy formazan, pouziva
se k méreni proliferace bunék a k urceni cytotoxicity. Testy MTS, WST-1 a WST-8
maji kratsi inkubac¢ni dobu a nejcitlivéjsim testem je WTS-8, ktery je citlivy zejména
pti neutralnim pH. [IT, 19

Déle se ke kolorimetrickym testim fadi LDH test, jehoz principem je méfeni
volné laktéatdehydrogendzy (LDH), ktera se uvoliuje z poskozenych bunék. LDH je
enzym pritomny v cytoplazmé bunky. Pokud klesé Zivotaschopnost builky, zvysuje
se permeabilita plazmatické membrany a LDH se premistuje do extracelularniho kul-
tivacniho média. V médiu LDH katalyzuje preménu laktatu na pyruvat a soucasné
dochazi k redukci NADT na NADH. Poté, v piitomnosti diaforazy, NADH trans-
formuje tetrazoliovou stl INT na ¢erveny formazan. Mnozstvi cerveného formazanu
lze stanovit pomoci spektrofotometru. Sytost barvy odpovida mnozstvi uvolnéného
enzymu LDH a tim také rozsahu bunécné smrti a poskozeni plazmatické membrany.
[15, 21
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Obr. 2.3: Chemicka reakce pri LDH tesu. Vzniklé mnozstvi formazanu je pfimo

umérné rozsahu bunééné smrti. (Upraveno z: [21])

2.2.3 Fluorometrické metody

Flourometrické metody byly vyvinuty v 90. letech jako alternavita ke kolorimetric-
kym metodam a metodam vyuzivajici barviva. Zakladaji se na Stepeni nefluoresku-
jici slouceniny (napf. flourescein diacetat) pomoci enzymi, kterd po stépeni zacne
fluoreskovat. Metody jsou jednoduché a pomérné levné, ale studovana latka miize
vykazovat vlastni fluorescenci a tim interferuje s vysledkem urcujici cytotoxicitu.
[15]

Alamr Blue test, znamy téz jako resazurin redukéni test, je primy indikator zdra-
vych bunék prostiednictvim detekce drovné oxidace béhem respirace. Netoxicnost
vuci bunkam, prostiedi i uzivatelim predstavuje vyznamnou vyhodu tohoto testu.
Modry, netoxicky, slabé fluoreskujici redoxni indikétor resazurin prostupuje bunéc-
nou membranou. Zivé buiiky ho redukuji na rizovy a silné fluoreskujici resorufin,
ktery extrahuji do okolniho média, ¢imz méni jeho barvu. Intenzita fluorescence
odpovidd poc¢tu metabolicky aktivnich bunck. [I1]

Mezi fluorometrické metody se fadi test s fluorescein diacetatem (FDA) hodno-
tici zivotaschopnost bunék v zavislosti na aktivité esterdz. Pro zachovani aktivity
esteraz je nezbytné cytoplazmatické prostiedi, které miize zajistit pouze neporusena
a zdrava bunka. Netoxicka slouc¢enina FDA prochazi do bunky pres bunéénou mem-
branu, tam se méni za enzymatického uc¢inku esterdaz na fluorescein, ktery zelené
fluoreskuje a je detekovan mérenim fluorescence nebo absorbance vzorku. Vysledek
je ur¢en detekovanym rozdilem mezi fluoresceinem produkovanym zivymi bunkami a
fluoresceinem produkovanym statickymi nebo mrtvymi bunkami. K vyhodam patti
rychlost metody, nicméné pti testu mohou nastat dva potencionalni problémy spo-

jené s obsahem kultiva¢niho média. Kvili nespravnému slozeni dochazi k hydrolyze

23



FDA na fluorescein, coz zpusobuje, ze mrtvé bunky jsou povazovany za zivé, nebo
naopak slozky média tlumi fluorescenci, coz vede k tomu, ze zivé bunky jsou povazo-
vany za mrtvé. Aby se tyto problémy minimalizovaly, doporucuje se zredit médium
a vyvarovat se pouziti slozek, které podporuji hydrolyzu FDA. [11], 22]

K dalsim indikdtortim viability bunék patii méreni aktivity protedz, protoze
pokud dojde k zaniku bunky, aktivita protedz rychle zmizi. Nedavno byl vyvinut
fluorogenni substréat pro protedzy glycylfenylalanyl-aminofluorokumarin (GF-AFC),
ktery selektivné detekuje jejich aktivitu. Pronika do zivych bunék, kde se v cyto-
plazmé méni ptsobenim aminopeptiddz na aminofluorokumarin (AFC) za vzniku
fluorescencniho zareni, které je tim padem tmérné poctu zivych bunék. Metoda

dobfe funguje v kombinaci s jinymi metodami, napt. ATP testem. [14]

2.2.4 Luminometrické metody

Luminometrické testy poskytuji rychlé a jednoduché urceni proliferace bunék a
cytotoxicity. Obvykle se provadi na destickach (96-well/384-well microtiter plate)
a vznikly konec¢ny signal, typu zareni, se detekuje pomoci luminometrické ¢tecky
mikrodesticek. Pozoruhodnou vlastnosti luminometrickych metod je perzistentni a
stabilni kone¢ny signal vznikajici po pridani ¢inidla. Diky tomu lze ze stejné jamky
urcit jak zivotaschopnost, tak hodnoty cytotoxicity.

V biologickych sytémech hraje ATP diilezitou roli pfi vyménach energie. Je prito-
men ve vsech metabolicky aktivnich bunkach, které ho potrebuji k preziti. Vétsina
ATP se nachdazi uvnitt bunék a tcastni se katabolickych a anabolickych procesu.
Jakmile poskozena bunka ztraci integritu bunééné membrany, ztraci i schopnost
syntetizovat ATP a tim hladina cytoplazmatického ATP vyrazné klesa. Proto je
jeho mnozstvi vyznamnym markerem viability bunék a tento marker je klicovy pro
mnoho metod. [23]

Nejvice se vyuziva ATP test (pribéh testu zndzornén na Obr. , pri kterém
dochézi k lyze bunék ptisobenim vhodného detergentu a tim k uvolnéni cytoplazma-
tického ATP. Uvolnéné ATP reaguje s luciferinem, kyslikem a za pfitomnosti enzymu
luciferdzy a ionttt Mg?* vzniké oxyluciferyn a luminiscenéni zafeni. Existuje linedrn{
vztah mezi intenzitou luminiscenéniho zareni a koncentraci ATP, tedy po¢tem zivych
bunék. Tato metoda je nejrychlejsi, nejvice senzitivni a méné nachylna k artefakttim
v porovnani s ostatnimi metodami urc¢ujicimi zivotaschopnost bunék. Luminiscenc¢ni

zéfeni dosdhne stabilniho stavu a ustali se do 10 minut po pridani ¢inidla. [IT], 23]
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Obr. 2.4: Schématické znazornéni ATP testu. Pocet Zivych bunék je ptfimo tmérny

intenzité vzniklého luminiscen¢niho zareni. (Upraveno z: [15])

Nedavno byla vyvinuta nova metoda k méfreni poc¢tu zivotaschopnych bunék v
redlném case. Metoda vyuziva luciferazu a malou molekulu pro-substratu (nejednd
se vsak o substrat luciferdzy). Pro-substrat i luciferaza se pridaji pfimo do kulti-
vaéniho média, kde maji fuknci ¢inidla. Zivé buiiky, které jsou metabolicky aktivni,
redukuji pro-substrat na substrat, s kterym reaguje luciferaza a vytvori se tak lumi-
niscencni zareni. Méreni probiha dvéma zplisoby: bud az na konci experimentu nebo
v kontinudlnim rezimu, kdy je luminiscenc¢ni zareni ze vzorku opakované detekovano,

tudiz dochazi ke sledovani poctu bunék v case. [11]
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3 Scratch assay

Scratch assay je jednoduchd, nizkonakladova a propracovana metoda pro méreni
migrace bunék in vitro. Pomoci pipety se v monovrstvé bunék vytvori ryha a na-
sledné se v pravidelnych casovych intervalech mikroskopicky sleduji bunky, které se
snazi ryhu zacelit. Mikroskopické pozorovani probiha az do chvile, nez se bunécné
spojeni zcela obnovi. Vyhodnocuje se mira migrace bunék smérem do ryhy. Pro
hodnoceni vlivu exprese exogennich gentl na migraci jednotlivych bunék existuje
metoda in vitro scratch assay v kombinaci s mikroinjekci nebo genovou trasnfekei.
Migrace jednotlivych bunék je sledovana pomoci ¢asosbérné mikroskopie a softwaru
pro analyzu obrazu.

Metoda do jisté miry napodobuje migraci bunék in vivo. Naptiklad pokud v
krevnich cévach dojde k odstranéni c¢asti endotelu, tak endotelové bunky migruji
do poskozené oblasti, aby ranu uzaviely. Narozdil od jinych metod pred testem
nedochazi k poruseni mezibunécéné komunikace a komunikace mezi bunkami a ex-
tracelularni matrix (ECM). Mezi nevyhody se fadi ¢asova naroc¢nost (bunky vytvori
monovrstvu za 1-2 dny, ryhu uzaviou za 8-18 hodin), nutnost precizniho zhotoveni

ryhy v monovrstvé bunék a spotieba velkého mnozstvi bunék a chemikélii. [24]

Obr. 3.1: Snimky lidskych endotelovych bunék z pupeénikové zily (HUVEC) pori-
zené v ruznych ¢asovych intervalech po wound healing scratch assay. S nartistajicim

¢asovym inetrvalem dochézi k zaceleni vytvorené ryhy. Méritko je 120 pm. (Prevzato

2 [25)
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4 Bunécné linie
Pro srovnani bylo studium vlivu nanocastic oxidu zine¢natého na migraci bunék pro-

vedeno na dvou bunéc¢nych liniich, na nenddorové bunécéné linii NIH-3T3 a nddorové
Saos-2.

4.1 Bunécna linie NIH-3T3

Bunécna linie NIH-3T3 je ziskavana izolaci firoblastii mysiho embrya. Fibroblasty
predevsim kolagen typu I. a III. a tim urcuji architekruru tkani. Jednd se o he-
terogenni bunky vyvijejici se do rtiznych bunécénych typt v zavisloti na okolnim
prostiedi. Dale se podileji na procesu hojeni ran, ktery se sklada ze tii casti: za-
nétu, proliferace a remodelace, béhem které se fibroblasty aktivuji a transformuji na
myofibroblasty. [20]

Poprvé tuto linii izolovali roku 1962 na Lékarské fakulté newyorské univerzity
dva veédci, George Torado a Howard Green, z fibroblasti NIH svycarskych mysich
embryi.[27] Nazev NIH-3T3 byl odvozen z ,protokolu 3T3“ (angl. ,,3-day transfer,
inoculum 3 - 10° cells*), podle kterého byly priméarni butiky mysich fibroblastt kul-
tivovdny. Po 3 denni kultivaci (prvni ,3“) bylo 3 - 10° butiek (druh4 ,,3“) pfeneseno
(,transfer) do nové kultivacni lahve. [2§]

Jedna se o adherentni bunky tvorici monovrstvu. Jsou snadno udrzovatelné v in
vitro podminkach, proto se hojné vyuzivaji v bunééném a molekularnim vyzkumu.
[26, 27, 28]

4.2 Bunécna linie Saos-2

Bunééna linie Saos-2 je jednou z bunécénych linii lidského osteosarkomu. Osteosar-
komy jsou zhoubné kostni nadory skladajici se z bunék s abnorméalnimi molekulo-
vymi a bunéénymi funkcemi. Dochazi u nich k naruseni exprese extracelularnich
matrixovych proteinti, coz zpusobuje zmény v osteoidu a vede k histologickym a
imunohistochemickym odlisnostem ve srovnani s normalnim osteoidem. [29]

Buriky osteosarkomu se od kostnich bunék (osteoblasti) lisi morfologii, pozméné-
nou komunikaci mezi bunkami a absenci inhibice kontaktu, tim padem nedochézi k
regulaci ristu a netvori pouze monovrstvy. Sdileji i vlastnosti osteoblasti jako je ak-
tivita alkalické fosfatdzy (u bunék osteosarkomu vyssi), pritomnost PTH receptort,
syntéza a sekrece kolagenu typu I. a produkce mineralizované ECM. [29] 30]

Saos-2 byly poprvé popsany v roce 1975. Kromé celosvétové dostupnosti je jejich
velkou vyhodou, Ze jsou dobfe zdokumentovany a umoznuji ziskat pomérné velké
mnozstvi bunék v kratkém case. Bézné se vyuzivaji ke studiu chovani kostnich na-

dort. [29, [31]
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5 Prakticka cast

Cilem praktické c¢asti bakalarské prace bylo provést kultivaci dvou bunécnych linii,
NIH-3T3 z mysich embryi a Saos-2 z osteosarkomu. Nésledné stanovit cytotoxicitu
nanocastic oxidu zine¢natého s ohledem na jejich koncentraci a typ bunek. Obé
bunécné linie byly podrobeny expozici NPs ZnO a nasledné byl proveden MTT test,
ktery posoudil miru cytotoxicity. Podle dosazenych vysledka byly vybrany vhodné
koncentrace NPs, které byly pouzity na Scratch assay test. Vysledné snimky ze

Scratch assay testu byly vyhodnoceny pomoci aplikace pro zpracovavani obrazi.

5.1 Pouzité materialy a pristroje

5.1.1 Pouzité pristroje a pomiicky

o lamindrni box - BIOAIR Euroclone Aura Mini
o inkubdtor - Memmert ICOmed

 inverzni mikroskop - Nikon Eclipse TS100

o centrifuga - Hettich EBA 20

e vodni lazen - JUBALO ED 5

e lednicka - Liebherr

o mrazak - Liebherr

o vortex - IKA

« minitfepacka - MS 3 digital

o spektrofotometr - COULTER

o mikroskop s fazovym kontrastem - Leica DMi8
o ultrazvukovy homogenizator - Bandelin Sonopuls HD 3200
« automatické pipety v rizném rozsahu objemu - HTL Discovery Comfort
o pipetovaci Spicky

e pipetovy davkovac - Eppendorf Easypet

« sérologické pipety (5 ml)

o kultiva¢ni lahvicky (25 cm?) - Biofil, Sigma

o centrifugacni zkumavky (15 ml)

e 96-jamkové desticky - Thermo Scientific

« mikrozkumavky (1,5 ml)

« Pausterovy pipety (3 ml)

 Petriho misky (o priméru 32,8 mm) - Deltalab
o kadinka na odpad, ldhev na tekuty odpad
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5.1.2 Pouzité chemikalie a média

o kultivaéni médium pro NIH-3T3 (Dulbeccovo modifikované Eagleho médium
(DMEM) high glucose, 5% fetalni bovinni sérum (FBS), 1% penicilin-streptomycin)

o kultivaéni médium pro Saos-2 (DMEM high glucose : Ham’s F-12 (1:1), 10%
FBS, 1% penicilin-streptomycin)

« ethanol 70%

o fosfatovy pufr (PBS)

o trypsin + kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

« thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT)

o NPs ZnO: potazené polyvinylpyrollidonem, ve formé prasku, velikost v rozmezi
60-120 nm, méfeni bylo provedeno pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS)

« dimethylsulfoxid (DMSO)

 hexametafosfat sodny (SHMP)

o fibronektin

Vsechny chemikalie pochéazi od spolecnosti Sigma-Aldrich.

5.2 Kutivace a pasazovani bunék

P1i praci s bunkami je dilezité sterilni prostiedi, proto jsou pred manipulaci s nimi
vSechny pomtcky a povrchy vydenzifikovany ethanolem. Po ukonceni prace je pra-
covni plocha dekontaminovana UV svétlem.

Pred zahajenim kultivace je potfeba rozmrazit bunky. Nejprve se kryozkumavka
se zamrazenymi bunkami zahteje na pokojovou teplotu. Popise se kultivacni lahvicka
(typ bunék, ¢islo pasaze, ¢islo predchozi pasaze, datum). Poté se do ni ptrida zahraté
médium a urcéity objem bunék z kryozkumavky. Jeji obsah je resuspendovan a bunky
jsou zkontrolovany pod inverznim mikroskopem (tvar, koncentrace, necistoty). Po
sterilizaci lahvicky ethanolem je vlozena do inkubatoru.

Kultivace bunék musi probihat za specialnich podminek, které zajistuje inkuba-
tor. Inkubétor udrzuje teplotu na 37 °C, vysokou vlhkost (85-95%) a koncentraci
CO2 (5%). Kromé toho je pro rust bunék dulezité kultivacni médium obsahujici Zi-
viny a vytvarejici vhodné prostiedi pro rist. Bunky rostou v kultivac¢nich nadobach
az do dosazeni vysokého procenta konfluence, tj. stavu, kdy bunky zaplni povrch
dna nadoby a dostanou se do vzajemného kontaktu. V této fazi je nezbytné bunky
prenést (pasazovat) do nové kultivacni nadoby.

Kultivované bunky se 2x tydné kontrolovaly pod inverznim mikroskopem. V pri-
padé nizsiho procenta konfluence se pouze vymeénilo staré médium za médium nové,
v opacném pripadé se provedla pasaz. Potfebné roztoky byly pred pouzitim zahtaty

ve vodni ldzni na 37°C.
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Postup pasaze:

1.
2.
3.

7 kultivacni lahvicky odsat staré médium.
Pridat 3 ml PBS pufru, ktery oplachne bunky od média a pufr odsat.
Pro oddéleni bunek ode dna pridat a rozprostiit po dné 1 ml trypsinu. Kulti-

vacni lahvicku umistit na 2 minuty do inkub&atoru.

. Po inkubaci provést mikroskopickou kontrolu bunek (zakulaceni bunék, plavani

v médiu). Pokud je nutné, tak bunky ze dna jemné mechanicky sklepat.

. Pridat 3 ml kultiva¢niho média (inaktivace trypsinu), buriky Setrné resuspen-

dovat (5-7x).

. Bunéénou suspenzi (4 ml) prepipetovat do centrifugacni zkumavky (15 ml).

Centrifugace pii 1000 otackach/min po dobu 5 minut.
Odstranit z centrifugacni zkumavky supernatant, nutné davat pozor na pelet

bunék, aby nedoslo k jeho odsati.

. Do centrifuga¢ni zkumavky pridat 1 ml média a bunky resuspendovat.
10.
11.

Pomoci Biirkerovy komurky urcit mnozstvi bunék v bunécéné suspenzi.

Do nové kultivacni lahvicky pridat médium a mnozstvi bunék odpovidajici
vhodné koncentraci (nasazovalo se NTH-3T3: 150 ul, Saos-2: 280-300 pl). Lah-
vicku popsat (typ bunék, ¢islo pasdze, datum, koncentrace bunék). Bunky

zkontrolovat pod mikroskopem a vlozit do inkubatoru.

5.2.1 Poéitani bunék v Birkerové komirce

Birkerova komiurka je specialné upravena sklenéna desticka, ktera ma dvé pocitaci

plochy s vyrytou mfizkou o presné definovanych rozmérech (viz Obr. [5.1)). Mrizku

tvori 9 vétsich ¢tvercii oddélenych 3 drézkami (kazdy o plose 1 mm?), které jsou déle

rozdéleny do 16 mensich ¢tvercti oddélenych 2 drazkami. Pro rozliSeni zivych bunék

od mrtvych se pred pocitanim pridd do bunééné suspenze barvivo (napf. trypanova

modr).

Postup pocitani bunék v Biirkerové komtrce:

1.

4.

Do mikrozkumavky napipetovat 20 pl bunécné suspenze a pridat 20 pl trypa-
nové modfi.
Objem mikrozkumavky nanést na horni i dolni pocitaci plochu Biirkerovy

komitrky a prikryt krycim sklickem.

. Preparat vlozit pod mikroskop a spocitat bunky (pocitaji se bunky uvnitt

ctverce a ty, které lezi nebo se dotykaji pouze dvou vybranych sousednich
stran Ctverce).

Pomoci vzorce (5.1)) urcit pocet bunék v 1 ml bunééné suspenze.

Vzorec pro urcéeni poc¢tu bunék v 1 ml suspenze:

a-1000-d
X=—or 5.1
-7 (5.1)
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kde X je koncentrace bunék v 1 ml suspenze, a je celkovy pocet napocitanych bunék,
d je Fedéni suspenze (2), n je pocet spocitanych ¢tvercii a V' je objem pocitaného
utvaru. V experimentu byly builky pocitany v 16 ctvercich, tudiz n = 16 a V =
0,004 mm?.

Obr. 5.1: Biirkerova komurka s detailem pocitaci mrizky. Plocha ¢tverce A je 0,04

mm?, obdélniku B 0,01 mm? a nejmensiho ¢tverce C 0,0025 mm?. (Prevzato z: [32])

5.3 MTT test

Pro MTT test byla pouzita 96-jamkova desticka. Desticka je tvorena dvanacti
sloupci (1-12) a osmi fadky (A-H). Prvni c¢tyri radky desticky byly pouzity pro
bunécénou linii NTH-3T3, druha polovina desticky pro Saos-2. Na desticce byly vy-
hrazeny 2 sloupce pro kontrolu. Prvni sloupec byl pouzit jako negativni kontrola
(Obr. , proto do néj nebyly nasazeny nanocastice, ale byly v ném pouze bunky
a médium, viabilita bunék v ném byla nejvyssi. V poslednim sloupci zistaly ctyti
jamky uplné prazné (3., 4., 7. a 8. fadek ), tudiz slouzily jako blank. Zbylé ¢tyti
jamky byly vyuzity k ovéreni ucinku SHMP na bunky. U druhého a tirettho MTT
testu byl do celého 12. sloupce napipetovan SHMP, jako blank byly vyuzity hodnoty

z predchazejicitho experimentu.

5.3.1 Priprava na MTT test
Prvni den

V zavislosti na zjisténém mnozstvi bunék v bunécéné suspenzi byl spocitan jeji objem
a objem zahratého kultivacniho média potrebny pro nasazeni do jamek desticky. U
NIH-3T3 se pocitalo s 5 - 10* buttkami na 1 em?, u Saos-2 kvili jejich pomalejsimu

ristu s dvojndsobkem, tedy s 10 - 10* butikami na 1 cm?. Vypoé&itané mnoZstvi bylo
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napipetovano do centrifugacni zkumavky a jeji objem byl Pausterovou pipetou re-
suspendovan. Dale byla nové zhotovena bunécné suspenze rozpipetovana po 200 pl
do kazdé jamky. Po napipetovani jednoho sloupce (4 jamky) byl vzdy objem centrifu-
gacni zkumavky opét resuspendovan a poté se pokracovalo nadchéazejicim sloupcem.
V poslednim sloupci se posledni dvé jamky nechaly prazdné (NIH-3T3: v 3. a 4.
radku, Saos-2: v 7. a 8. fadku). Pro zajisténi rovnomérného rozprostreni bunék byla
bunéénd suspenze v jamkach resuspendovana. Nakonec byly bunky zkontrolovany

pod mikroskopem a desticka vlozena do inkubatoru.

Druhy den

Po dvou dnech byly do desticky aplikované nanocastice oxidu zinecnatého. NPs ZnO
rozpusténé v demineralizované vodé byly v centrigucnich zkumavkach spole¢né se
SHMP (1:5). Kvuli jejich spontanni agregaci je bylo nutné pred pouzitim rozmichat
za pusobeni ultrazvuku.

96-jamkova desticka byla mikroskopicky zkontrolovana. Potom bylo odsato staré
médium a pridano médium nové: 1. sloupec 200 pl, 2.-11. sloupec 100 pl, 12.sloupec
180 pl 4+ 20 ul SHMP (koncentrace 0,2 mg/ml). Buriky byly zkontrolovany pod
mikroskopem a desticka vlozena do inkubatoru.

Do stojanku bylo pripraveno 20 mikrozkumavek (10 pro kazdou bunéénou linii).
Do kazdé bylo napipetovano odlisné mnozstvi roztoku obsahujiciho rozpusténé NPs
ZnO (podle Obr. . Mnozstvi NPs v jednotlivych sloupcich odpovidalo koncen-
tracim v rozmezi 15-60 pg/ml, pricemz mezi jednotlivymi hodnotami byl rozdil 5
png/ml. Skéla koncentraci byla uréena z vysledki predchoziho MTT testu, pii kterém
byla vyzkousena reakce bunék NIH-3T3 na NPs ZnO ve 22 rtznych koncentracich
v rozsahu 0-60 pg/ml. Nakonec bylo do mikrozkumavky napipetovano odpovidajici
mnozstvi média, aby byl objem dorovnadn na 500 pl. Kazda mikrozkumavka byla
zamichana na vortexu a poté rozpipetovana po 100 ul do 4 jamek ve sloupci, za-
calo se od 2. sloupce a desatda mikrozkumavka vysla na sloupec 11. Bunky byly

zkontrolovany pod mikroskopem a vlozeny do inkubatoru.
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Obr. 5.2: Schéma 96-jamkové desticky pro aplikaci roztokt a bunécnych linii.

5.3.2 Postup a vysledek MTT testu

MTT test byl proveden 3. den (po dvou dnech pfipravy).

1. Do centrifugacni zkumavky ptidat 4,8 ml média a 480 pl MTT. (Do jedné
jamky 100 pl média + 10 pl MTT, pro kazZdou bunécnou linii pocitat pro 48
jamek.)

2. Zamichat pomoci vortexu.

3. Vytdhnout 96-jamkovou desticku z inkubatoru a mikroskopicky zkontrolovat
bunky:.

4. Odsat staré médium z jamek a pridat do jamky 110 pl namichaného média s
MTT.

5. Zkontrolovat bunky pod mikroskopem a vlozit do inkubéatoru.

6. Po 4 hodinach inkubace buriky mikroskopicky zkontrolovat (vytvotrené fialové
krystalky), odsat z jamek médium a ptidat do nich 100 pl DMSO.

7. Polozit 96-jamkovou desticku na mikrotiepacku a poté vlozit do spektrofoto-
metru.

96-jamkova desticka byla spektrofotometricky analyzovana pti vinové délce 570 nm.

Vysledkem MTT testu je absorbance, ktera je primo tmérna viabilité bunék.
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5.4 Scratch assay

Pro Scratch assay test byly podle vysledkt MTT testu vybrany 3 koncentrace NPs
Zn0O, nejvyssi koncentrace odpovidala hodnoté 1C5y pro NIH-3T3. Pracovalo se tedy
se ¢tyfmi vzorky, z nichz jeden byl kontrolni. Kviili problému s odlepovanim vétsich
shlukit bunék NTH-3T3 ze dna Petriho misky pfi vytvareni ryhy bylo potteba pred

experimentem dno misky pokryt fibronektinem.

5.4.1 Ptiprava na Scratch assay

Do misky byl pfiddn PBS a fibronektin (v celkovém objemu 830 pl, 1 ng/cm?).
Roztok byl rozprostien po celé plose misky a miska byla vlozena do inkub&atoru na
30-60 min. Mezitim byla provedena pasaz. Po uplynuti ¢asu byly misky vytahnuty z
inkub&atoru a byl z nich odsan roztok. Poté byly misky proplachnuty PBS, ktery byl
nasledné odstranén. U misek pro Saos-2 se pokryvani fibronektinem neprovadélo,
udélala se pouze pasaz bunék.

Do prazdné misky byly napipetovany 2 ml média a mnozstvi bunééné suspenze
odpovidajici koncentraci 6 - 10* bunék/cm? (NITH-3T3) a 6,5 - 10* bunék/cm? (Saos-
2). Objem misky byl resuspendovan. Misky byly popsany - typ bunék, datum, poradi
(1-4). Nakonec byly bunky mikroskopicky zkonrolovany a vloZeny do inkubétoru.

5.4.2 Postup Scratch assay

V misce do adherovanych bunék udélat spickou pipety ryhu.
Odsat médium s uvolnénymi bunkami.

Proplachnout PBS a nasledné ho odsat.

- W e

Pridat 2 ml média a poridit snimky z ryhy na mikroskopu s fazovym kontras-

tem (snimky z 0 hodin).

5. Do kontrolniho vzorku pridat 500 pl média. Do ostatnich misek pridat médium
s NPs ZnO v urcité koncentraci - 2. 15 pg/ml, 3. 25 pg/ml a 4. 50 pg/ml.

6. Bunky zkontrolovat pod mikroskopem a vlozit do inkubétoru.

7. Po 24 hodinach poridit snimky z ryhy na mikroskopu s fazovym kontrastem

(snimky z 24 hodin).
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6 Vysledky a jejich zpracovani

6.1 Kultivace bunék

Praktickéd ¢ast byla zamérena na kultivaci fibroblastickych NIH-3T3 a nadorovych
Saos-2. Bunky byly kultivovany podle postupu v kapitole Béhem kultivace byly
zhotoveny snimky, které jsou zobrazeny nize (viz Obr. a Obr. . Bunky obou
bunécnych linii maji vietenovity tvar s vybézky a ovalné jadro. Béhem kultivace vSak

NIH-3T3 v porovnani se Saos-2 dosahovaly rychleji konfluence vhodné pro pasaz.

Lo m 100

Obr. 6.1: Mikroskopicky snimek bunécéné linie NIH-3T3 v méritko 100 pm.

—
100 pm

Obr. 6.2: Mikroskopicky snimek bunécné linie Saos-2 v méritko 100 pm.
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6.2 MTT test

Dalsim bodem praktické ¢asti bylo provedeni MTT testu. Spektrofotometrickou ana-
Iyzou byly pri vinové délce 570 nm ziskdny hodnoty absorbance jednotlivych jamek
z 96-jamkové desticky. Desticka po analyze je zobrazena na Obr.

Obr. 6.3: 96-jamkova desticka po spektrofotometrickém vyhodnoceni MTT testu.
Intenzita barvy v jednotlivych jamkéach desticky je primo umérna viabilité bunék.

Cim je viabilita nizsi, tim je barva svétlejsi.

Jednotlivé hodnoty absorbance byly dale zpracovany. Prvné se ze ¢ty hodnot
odpovidajicich jedné koncentraci NPs ZnO a jedné bunécné linii odstranila hodnota,
ktera se nejvice lisila od ostatnich. Ze zbyvajicih ti1 byl vypocitan arimeticky prameér
a od néj byl odecten aritmeticky pramér blanku (ze dvou hodnot, eventudlné z
hodnot blanku z predchozich méfeni). Nasledné byla vyhodnocena viabilita bunék

vztahujici se k negativmi kontrole, dle vzorce:

szorku
Aneg

viabilita = 100 (6.1)
kde A,ork, 0odpovida absorbanci daného vzorku a A,,., absorbanci negativni kontroly,
tedy abrobanci, kterd predstavuje 100% viabilitu.

Poté byl zhotoven graf zavislosti viability bunék [%] na rostouci koncentraci na-
nocastic [pg/ml]. Grafy z jednotivych méfeni jsou zndzornény na Obr. [6.4] [6.5] [6.6]
Pro NIH-3T3 byly z grafti uréeny a vyznaceny hodnoty IC5q neboli inhibi¢ni koncen-
trace. 1C5o predstavuje koncentraci [pg/ml] NPs ZnO pii které dochézi k usmrceni
50 % bunék. Pro Saos-2 byla tato hodnota zjisténa pouze z posledniho grafu, pru-
seCik dvou primek byl ziskdn pomoci lineadrni regrese aplikované na posledni dveé
hodnoty koncentrace NPs ZnO. V nésledujici tabulce (viz Tab. jsou vyobrazeny
hodnoty IC5q z provedenych MTT testi.
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Obr. 6.4: Graf zavislosti viability bunék na koncentraci NPs ZnO. (1.MTT test)
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Obr. 6.5: Graf zavislosti viability bunék na koncentraci NPs ZnO. (2.MTT test)
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Obr. 6.6: Graf zavislosti viability bunék na koncentraci NPs ZnO. (3.MTT test)

37



IG5
¢islo méreni NIH-3T3 Saos-2
1 48,515 + 4,534 _
2 57,128 + 4,534 _
3 50,341 4+ 4,534 | +62,005

Tab. 6.1: Prehled hodnot ICs [ng/ml] z jednotlivych MTT testt. U NIH-3T3 se inhi-
bi¢ni koncentrace ve druhém experimentu lisi od hodnot ziskanych v experimentu
prvnim a tfetim. U Saos-2 je koncentrace NPs ZnO potifebnéd k usmrceni poloviny

bunék vyssi nez testovana skala, nejvyssi testovand koncentrace byla 60 pg/ml.

Lze ocekavat, ze ¢im vyssi je koncentrace NPs ZnO, tim vice prokazuji cytoto-
xicky efekt vici bunkam, tedy s roustouci koncentraci NPs ZnO zZivotaschopnost
bunék klesa. Zatimco u NIH-3T3 tato skute¢nost s obcasnymi vykyvy plati, u Saos-
2 lze pozorovat prvotni vétsi spad, ktery se ovSem poté drzi na stejné trovni a k
dalsimu poklesu uz dochdzi minimalné. Tento jev lze pozorovat na Obr. [6.7 Pri
posledni testované koncentraci NPs ZnO je zivotaschopnost NIH-3T3 vzdy mensi
nez 50 %.

100 - = Em NIH-3T3
Sa0s-2
0. 1 l l
£ [
T 60
=
=
0
S
2 40
>
20 -
0_

0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Koncentrace NPs ZnO-SHMP [pg/ml]

Obr. 6.7: Srovnani cytotoxickych uc¢inkt NPs ZnO ze vSech MTT testi.
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S vyuzitim MTT testu byl také vyhodnocen vliv SHMP (koncentrace 0,2 mg/ml)
na zivotaschopnost bunék. SHMP neprokazal cytotoxické uc¢inky vici zadné z bu-
néénych linii. Zivotaschopnost bunék Saos-2 po pridani SHMP byla 110,536 + 6,372
%, u bunék NIH-3T3 byla trochu nizsi, odpovidala 90,871 + 8,451 %. .

| EEE NIH-3T3
N 5ao0s-2

Viabilita bunék [%]

l.experiment 2.experiment 3.experiment
Poradi jednotlivych MTT testd

Obr. 6.8: Vysledna viabilita bunék po pridani SHMP.

6.3 Scratch assay

Poslednim bodem praktické ¢asti bylo provedeni Scratch assay. Pro test byly vy-

brany koncentrace NPs ZnO vychazejici z predchozich MTT testti. Byla zvolena kon-

centrace 50 pg/ml, kterd odpovidala ICsy pro NIH-3T3, dale polovina zminéné inhi-

bi¢ni koncentrace, predposledni vzorek obsahoval 15 pg/ml a posledni vzorek nano-

¢astice neobsahoval. Ziskédné snimky byly vyhodnoceny softwarem ImagineJ Fiji [33]

za pomoci nastroji Wound__healing_ size tool.ijm, ktery je dostupny na:
github.com/AlejandraArnedo/Wound-healing-size-tool/wiki#wound-healing-size-tool.
anastroje MRI_Wound Healing Tool.ijm, ktery je dostupny na: https://github.|
com/MontpellierRessourcesImagerie/imagej_macros_and_scripts/wiki/Wound-Healing-T«
Néastroje lze prisptsobit pro analyzu jednotlivych snimkt i obrazovych sekvenci.

Prvni nastroj umoznuje analyzu fluorescencnich, fazové kontrastnich snimki i snimki

ze svételného pole. Byl pouzit na snimky z 0 hodin, u kterych byla zmétena sitka ryhy

[um] a plocha ryhy [%, pm?]. Druhy ndstroj byl vice vhodny na snimky z 24 hodin,

sice neméril sitku ryhy, ale narozdil od prvniho nastroje méril plochy jednotlivych

mist bez bunék zvlast. V pripadé, ze nastroje nenadetekovaly plochu ryhy spravné,

39


https://github.com/AlejandraArnedo/Wound-healing-size-tool/wiki#wound-healing-size-tool
https://github.com/AlejandraArnedo/Wound-healing-size-tool/wiki#wound-healing-size-tool
https://github.com/MontpellierRessourcesImagerie/imagej_macros_and_scripts/wiki/Wound-Healing-Tool
https://github.com/MontpellierRessourcesImagerie/imagej_macros_and_scripts/wiki/Wound-Healing-Tool

byla zmérena ru¢né vyznacenim jednotlivych oblasti. Rozméry snimku byly nastveny
podle nastaveni kofokalniho mikroskopu (1,543 px/nm; 1244,35x933,1). Ziskané vy-
sledky byly srhnuty do tabulek, které se nachazi v prilohdch (tabulka , , ,
4 ARG,

Na nasledujicich strankéach jsou vyobrazeny fazové kontrastni snimky potizené
béhem Scratch assay experimentu. Na Obr. jsou snimky ze vzorku s bunkami
NIH-3T3, na Obr. [6.10] jsou snimky ze vzorku s burikami Saos-2. Zpusob organizace
snimkil je u obou bunécénych linii stejny. V prvnim sloupci jsou snimky z 0 hodin
po vytvoreni ryhy, ve druhém z 24 hodin po vytvoreni ryhy. Kazdy radek odpovida
snimkiim ze stejné misky:

e a), b) snimky z kontrolniho vzorku

e ¢), d) snimky z misky obsahujici 15 ng/ml ZnO NPs

o ¢), f) tfeti vzorek s 25 pg/ml ZnO NPs

e g), h) miska obsahujici 50 pg/ml ZnO NPs
Modrou barvou je vyznacena detekce hranice mezi bunkami a ryhou vytvorena v
softwaru ImageJ-Fiji. U NIH-3T3 je na snimku po 24 hodinach v prvni misce plocha
ryhy nejmensi, zatimco ve ¢tvrté je nejvétsi. Plocha ryhy se zvétsuje spolecné se
zvysujici se koncentraci ZnO NPs. U Saos-2 je na snimcich z 24 hodin po vytvo-
feni ryhy nadetekovana plocha ryhy nejvice odlisna ve ¢tvrtém vzorku, ve zbylych

vzorcich vypada, ze maji plochy ryhy podobné rozméry.
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Obr. 6.9: Fazové kontrastni snimky ze Scratch assay po detekei hranic mezi bunkami
NIH-3T3 a ryhou.
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Obr. 6.10: Fazové kontrastni snimky ze Scratch assay po detekci hranic mezi bun-

kami Saos-2 a ryhou.
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6.3.1 Statistické vyhodnoceni Scratch assay testu

Vysledné parametry ze Scratch assay byly vyhodnoceny statistickymi testy. Jelikoz
byla plocha ryhy méfena v obou ¢asovych intervalech, byl tento parametr porovnan
v ramci jednotlivych misek. Cilem bylo zjistit, jestli rozdilné koncentrace NPs ZnO
aplikovanad k bunkdm meéla nebo neméla vliv na jejich migraci. Pro statistickou
analyzu a vizualizaci dat byl pouzit program Statistica.

P1i vybéru statistického testu pro srovnani vice nezavislych vybéri jsou testo-
vanymi predpoklady nezavislost srovnavanych skupin, normalni rozdéleni proménné
ve vsSech skupindch a shodny rozptyl ve vsech skupindch (homogenita rozptyli).
Pokud jsou predpoklady splnény, byl vybran parametricky test ANOVA. V opac-
ném pripadé byly vybrany neparametrické testy, jednalo se o Kruskaltv-Wallistiv
test a medianovy test. Kruskaliv-Wallistiv test nespliiuje predpoklady o normalité
dat nebo predpoklady o homogenité rozptyli, test porovnava mediany testovanych
skupin. Medidanovy test ma stejné predpoklady jako Kruskaltuv-Wallisiv test, je
doporucovan pti vétsim poruseni homogenity rozptyli. Hlavni rozdil mezi Kruskal-
Wallisovym testem a medidnovym testem spociva v tom, ze Kruskal-Wallistv test
pri vypoctu porovnava poradi vsech hodnot mezi nezavislymi skupinami, zatimco
medidnovy test porovnava pouze hodnoty, které se nachézi na jedné strané spolec-
ného medianu, neni tedy vici odlehlym hodnotam citlivy.

Pro ovéreni normality byl pouzit Shapirtiv-Wilkiv test a pro ovéreni homogenity
rozptylil Leventv test. Vysledkem statistickych testi byla p-hodnota, ktera urdila,
zda se nulova hypotéza zamitne nebo potvrdi. Nulova hypotéza byla zamitnuta,
pokud byla p-hodnota rovna nebo mensi nez zvolena hladina vyznamnosti, tvz. «
(o =5 % =0,05).

Zaprvé byly statistckymi testy vyhodnoceny hodnoty plochy ryhy pro bunky
NIH-3T3 ziskané ze snimki vytvorenych v 0 a 24 hodinéch. Z vysledkii Sharpirova-
Wilkova testu (viz Tab. nezamitame ani v jednom z pripadi nulovou hypotézu,

tudiz jsou data normalné rozlozena.

Tab. 6.2: Vysledné p-hodnoty ze Shapirova-Wilkova testu (bunécnd linie NIH-3T3).

statisticky test 1. miska | 2. miska | 3. miska | 4. miska
Shapiriav-Wilkiv test_ Oh 0,0949 0,2266 0,1547 0,9637
Shapirtv-Wilktav test_ 24h | 0,0697 0,2664 0,2921 0,4000

U testovanych dat z 0 hodin se potvrdila homogenita rozptyli, a proto data
mohla byt vyhodnocena parametrickym testem ANOVA. Byla stanovena nulova H,

a alternativni Hy hypotéza:

Ho:pn = po = p3 = pay Hat pn # pl2 7 ps # fla (6.2)
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kde je p; sttedni hodnota plochy ryhy z 1. misky, ps stfedni hodnota plochy ryhy z
2. misky, pg stfedni hodnota plochy ryhy ze 3. misky a p, stfedni hodnota plochy
ryhy ze 4. misky.

U testovanych dat z 24 hodin se ale homogenita rozptyli nepotvrdila, takze byl
pouzit neparametricky Kruskaliv-Wallistiv test. Bylo opét nutné stanovit nulovou
H, a alternativni H4 hypotézu:

H03/71:ﬁ2:ﬁ3:/747HA:/%#/ZQ?&T/J?,?&/L (6.3)

kde je j1; medidn z hodnot plochy ryhy z 1. misky, f, medidn z hodnot plochy ryhy
7 2. misky, ji; medidn z hodnot plochy ryhy z 3. misky a jz, median z hodnot plochy
ryhy z 4. misky.

Vysledky jsou zaznamendny a graficky zndzornény (viz Tab.[6.3] Obr.[6.11]). U dat
z 0 hodin vysla p-hodnota parametrického testu vétsi nez hladina vyznamnosti, tim
padem byla potvrzena nulova hypotéza, tedy po zhotoveni drazek mezi hodnotami
jejich ploch v jednotlivych miskach nebyly statisticky vyznamné rozdily. U dat z 24
hodin byla vysledna p-hodnota mensi nez hladina vyznamnosti, tudiz plocha ryhy
po 24 hodinach byla v jednotlivych miskach odlisna. Mnohonasobnym porovnanim
(viz Tab lze prokazat statisticky vyznamné nebo nevyznamné rozdily v datech.

Tab. 6.3: Vysledné p-hodnoty z Levenova testu, ANOVY a neparametrickych test

(Kruskalova-Wallisova a medidnova testu) (bunéénd linie NIH-3T3).

statisticky test p-hodnota
Levenuv test Oh 0,1077
ANOVA_ Oh 0,4420
Leventuv test_ 24h 0,0000
Kruskaltv-Wallistuv test 24h 0,0000
Medidnovy test_ 24h 0,0000

Tab. 6.4: Mnohondsobné porovnéni ploch ryh v miskach (NIH-3T3, snimky z 24
hodin).

1. miska | 2. miska | 3. miska | 4. miska

1. miska 0,8771 0,0370 0,0000
2. miska | 0,8771 1,0000 0,0000
3. miska | 0,0370 1,0000 0,0051
4. miska | 0,0000 0,0000 0,0051
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Obr. 6.11: Krabicové grafy ze statistickych testii hodnoticich plochu ryhy v jednot-
livych miskach s bunéénou linif NIH-3T3: a) z 0 hodin, b) z 24 hodin.

45



Poté byly analyzovany statistickymi testy hodnoty plochy ryhy vzorkt, které
obsahovaly bunky Saos-2. Data byla opét sbirdna ve dvou ¢asovych intervalech. Pti
testovani normality je zamitnuta nulova hypotéza obou sad vzorku téchto intervali,
p-hodnota je témeér u vsSech nizsi nez 0,05. Protoze data nejsou normalné rozlozena
(Tab. , neprovrovadime kontrolu homogenity rozptylu, ale rovnou pokracujeme
neparametrickymi testy (Tab. .

Tab. 6.5: Vysledné p-hodnoty ze Shapirova-Wilkova testu (bunécénd linie Saos-2).

statisticky test 1. miska | 2. miska | 3. miska | 4. miska
Shapirtv-Wilktav test_ Oh 0,0196 0,0958 0,0208 0,0321
Shapirtav-Wilktv test_ 24h | 0,0038 0,0133 0,0042 0,4938

Podle vysledné p-hodnoty neparametrickych testti hodnoticich plochu vytvorené
ryhy v miskach na pocatku experimentu je nutné nulovou hypotézu zamitnout, me-
didn z hodnot plochy ryhy se alespon v jednom vzorku odlisuje. S ohledem na mno-
honasobné porovnani|6.7|jsou odchylky hodnot testovaného parametru mezi vétsinou
misek statisticky vyznamné. Nulova hypotéza byla rovnéz zamitnuta u hodnoceni
plochy ryhy ze snimkt po 24 hodindch. Nicméné, prvni tii misky vykazuji mezi
sebou statisticky nevyznamné rozdily v plose ryhy, vyrazné se od nich lisi pouze

plocha ryhy v posledni misce. Grafické vysledky statistickych testli jsou vyobrazeny
na Obr. al6.13l

Tab. 6.6: Vysledné p-hodnoty z neparametrickych testii: Kruskalova-Wallisova a me-

dianova testu (bunécénd linie Saos-2).

statisticky test p-hodnota
Kruskaltv-Wallisuv test  Oh 0,0000
Medianovy test_ Oh 0,0000
Kruskaluv-Wallisuv test 24h 0,0008
Medidanovy test_ 24h 0,0017

Tab. 6.7: Mnohonasobné porovnani ploch ryh v miskach (Saos-2, snimky z 0 hodin).

1. miska | 2. miska | 3. miska | 4. miska

1. miska 0,0001 0,0179 1,0000
2. miska | 0,0001 0,8598 0,0062
3. miska | 0,0179 0,8598 0,4134
4. miska 1,0000 0,0062 0,4134
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Tab. 6.8: Mnohonasobné porovnéani ploch ryh v miskach (Saos-2, snimky z 24 hodin).

1. miska | 2. miska | 3. miska | 4. miska
1. miska 1,0000 1,0000 0,0010
2. miska 1,0000 1,0000 0,0235
3. miska 1,0000 1,0000 0,0096
4. miska 0,0010 0,0235 0,0096
Krabicovy graf - Saos-2, snimky z 0 hodin
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Obr. 6.12: Krabicovy graf ze statistickych testt hodnoticich plochu ryhy v jednotli-

vych miskach s bunécnou linii Saos-2, ze snimk z 0 hodin.
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Krabicovy graf - Saos-2, snimky z 24 hodin
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Obr. 6.13: Krabicovy graf ze statistickych testi hodnoticich plochu ryhy v jednotli-

vych miskach s bunécnou linii Saos-2, ze snimk z 24 hodin.
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7 Diskuze

Cilem bakalaiské prace bylo posoudit vliv nanocastic oxidu zine¢natého na migraci
bunék. Byly k tomu vyuzity 2 testy. Prvni MTT test zkoumal ménici se viabilitu
bunék v zavislosti na mnozstvi nanocastic, jimz byly bunky vystatovany. Druhy test
Scratch assay urcoval vliv NPs ZnO na miru migrace bunék. Schopnost bunék se
pohybovat predstavuje klicovy faktor pro procesy jako je rust tkani, hojeni ran nebo
metastazovani nadort. Testy byly provadény na dvou bunéénych liniich, na nadorové
Saos-2 a nenaddorové NIH-3T3.

Cytotoxicita NPs ZnO byla prokazana vici obéma bunécnym liniim. Podle stu-
dii mély vykazovat vyssi cytotoxicitu vici nadorovym bunkam, tudiz vici Saos-2.
Tento predpoklad ovSsem potvrzen nebyl. Z vysledkt MTT testu je patrné, ze za-
timco u NIH-3T3 Zivotaschopnost bunék po expozici NPs ZnO klesala v zavislosti
na jeji koncentraci, zivotaschopnost u Saos-2 sice také klesla, ale s roustouci koncen-
traci nanocastic se po prvnim spadu neménila tak vyrazné. Mira cytotoxicity byla
posuzovana na zékladé parametru ICsg, pro 3T3 byla stanovena na 51,992 ng/ml, u
Saos-2 vychéazela tato hodnota nad ramec testované skaly (maximalni testovand kon-
centrace byla 60 pg/ml). Zjisténi, ze NPs ZnO jsou cytotoxictéjsi viici nenddorovym
NIH-3T3 naznacuje, ze jejich cytotoxicita zavisi na specifickych vlastnostech bunéc-
ného typu v kombinaci s vlastnimi charakteristikami jako je napft. jejich velikost,
tvar a povrchovy naboj.

Pro uréeni miry migrace byl pouzit Scratch assay test. Mira pohybu bunék byla
meérena prostrednictvim plochy ryhy ve dvou casovych intervalech, po vytvoreni
ryhy a po 24 hodinach. U bunék NIH-3T3 bylo statistickymi testy prokazano, ze pti
prvotnim potizovani snimk nebyly rozdily v plose ryhy v jednotlivych vzorcich sta-
tisticky vyznamné. Po 24 hodinach uz ovsem byly tyto rozdily mezi vzorky patrné.
Nejmensi plocha, tedy nejveétsi migrace bunék, byla zaznamenana v prvnim vzorku,
ktery neobsahoval Zddné nanocastice. V ramci 1.-3. vzorku doslo k mirnému naruistu
hodnoty plochy ryhy, ovsem mezi sousednimi vzorky nedochéazelo ke statisticky vy-
znamnému rozdilu v hodnotach. Prvni vzorek se vsak mirné, statisticky vyznamné,
lisil od tfetiho vzorku. Nejvétsi rozdil prokazoval posledni vzorek, ktery byl vyrazné
odlisny od vsech ostatnich a plocha ryhy v ném byla nejvétsi. Jednalo se o vzorek
obsahujici koncentraci ZnO NPs, pti které doslo v MTT testu k amrti poloviny bu-
nek. Vysledky ze Scratch assay testu odpovidaji vysledkim z MTT testu, tedy s
roustouci koncentraci NPs ZnO viabilita bunééné linie NIH-3T3 a mira jeji migrace
klesa.

Ackoliv pri pocatecnim snimkovani byla variabilita hodnot ploch vytvorené ryhy
u bunék Saos-2 mensi nez u 3T3, vzorky s buntkami Saos-2 prokazovaly statisticky

vyznamné rozdily v plose ryhy jiz pti poc¢atecnim snimkovani. V jednom ze t¥i prove-

49



denych experimentti byly hodnoty ve ¢tvrtém vzorku vyssi, coz zvysilo celkovy rozdil
oproti ostatnim vzorkim. S ohledem na mnohonasobné porovnani bylo zjisténo, ze
testované parametry byly ve vzorcich 1 a 4 odlisné od vzorki 2 a 3 se statistickou
vyznamnosti, ve vzorku 1 a 4 byla plocha ryhy o néco vétsi. Ve snimcich zhotovenych
24 poté se hodnoty plochy ryhy v prvnim az tretim vzroku statisticky neodlisuji.
Vyrazné se od nich lisi ¢tvrty vzorek, ktery obsahuje ZnO NPs v koncentraci 50
ng/ml. Je ovsem nutné brat ohled na fakt, ze pfi vytvoreni ryhy nebyly hodnoty
plochy ryhy stejné. Prestoze se ve 24 hodinach zdaji byt prvni tii vzorky shodné,
prvni vzorek mél pii poc¢ateénim meéreni plochy ryhy vétsi rozméry, coz naznacuje
vyssi migraci bunék. Druhy a tieti vzorek vykazoval stejnou migraci bunék. Miru
migrace ve ¢tvrtém vzorku nelze presné urcit, kvili pocatecnimu méreni, zda je mi-
grace bunék stejnd nebo nizsi nez ve druhém ¢i tretim vzorku. Mira migrace Soas-2
z 1-3. vzorku odpovida viabilitdim bunék z MTT testu, pti ptisobeni NPs ZnO na
bunky dochazi k poklesu zivotaschnopnosti, ktera se ovSem s nartstajici koncentraci
NPs ZnO vyrazné neméni.

Scratch assay test muze byt nachylny k fadé chyb, které mohou ovlivnit presnost
a spolehlivost vysledkl. Jednou z nich mize byt nekonzistentni sitka ryh, pri vy-
tvoreni ryhy miize dojit k poskozeni okolnich bunék, spatna hustota bunek, Spatné
resuspendace bunék i nanocastic, nevhodné kultivaéni podminky, nepresné vyhod-
noceni snimki a dalsi... Bunky Saos-2 v porovnani s NIH-3T3 byly na snimcich z
24 hodin v prvnim vzorku, ktery neobsahoval nanoc¢éstice, méné konfluentni. Kdyby
se poridily snimky Saos-2 jesté po 48 hodninach, mozna by byly rozdily mezi jednot-
livymi vzorky vice patrné. Pro presnéjsi urceni plochy a sirky ryhy by bylo potieba
udélat snimky v ¢asovych intervalech ze stejného mista ve vzorku.

Pro presnéjsi porovnavi chovani NPs ZnO na nadorové (Saos-2) a nenadorové
bunécéné linii, by bylo vhodné vzolit nenadorovou bunécénou linii z lidskych bunék,
kterd by se dala lehce kultivovat v in vitro prostredi, napt. HEK293, HUVEC, A549.

Vysledky préace jsou se studiemi obtizné porovnatelné z divodu rozmanitosti
zkoumané problematiky. Z hlediska vyuzivanych nanocastic vyzkumy pracuji s je-
jich konkrétmimi typy, které maji riznou velikost, odlisny zptisob syntézy a mohou
byt modifikované. Navic existuje celd skala pouzivanych nddorovych a nenadorovych
bunécnych linii. Vsechny tyto faktory ovliviiuji koneény cytotoxicky tcinek konkrét-
nich nanocastic na konkrétni bunécéné linie, proto byly vybrany studie, které se s
provedenym experimentem v téchto parametrech nejvice shodovaly.

Ve studiich Chinnathambiho a kol. [34] byly zkoumdany dc¢inky NPs ZnO, které
byly sytntetizovany prostfednictvim zelené syntézy vyuzitim extraktu z list byliny
Alhagi maurorum. S vyuzitim skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) byla
zjisténa velikost nanocastic, 27,92 nm a jejich sféricka morfologie. Vysledky studie

prokazuji, ze ZnO NPs jsou antikarcinogenni vii¢i bunéénym liniim osteosarkomu
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(HOS, MG-63, G-292, klon A141B1, Saos-2, Hs 707 (A).T). Jejich protinddorovy
ucinek je proporcionalni k velikosti davky, pricemz soucasné projevuji minimélni
cytotoxicitou vici lidskym endotelovym bunkdm z pupecénikové zily (HUVEC). Za
vyuziti cytotoxického MTT testu byly testovany koncentrace NPs ZnO v rozsahu
0-1000 pg/ml. Vysledné ICs se u bunéénnych linii osteosarkomu pohybovaly v roz-
mezi 419-550 pg/ml, u HUVEC byla ICsq na testované skéle rovna 0 pg/ml. [34]
Bisht a kol. [35] zjistovali cytotoxicky efekt magneticky konjugovanych nanocastic
Zn0OFe30,4 a nanocastic ZnO. Oba typy nanocastic prokazaly selektivni cytotoxicitu
vuci bunééné linii rakoviny prsu MDA-MB-231 bez vyrazného vlivu na bunky NIH-
3T3. Primérna velikost c¢astic byla 18,67 4+ 2,2 nm pro ZnO NPs a 14,56 + 1,53
nm pro Fe3Oy4. Byl vyuzit MTT test s koncentracemi NPs od 200 pg/ml do 1,56
ng/ml, koncentrace byla vzdy zfedéna na polovinu, tento postup byl opakovan 8x.
Pti stejnych koncentracich NPs ZnOFe3O4 vykazovaly v porovnani s NPs ZnO vyssi
cytotoxicky efekt na MDA-MB-213 NPs ZnO a nizsi cytotoxicky efekt na NIH-
3T3. Diky magnetickému Fe3O, lze nanocastice zamérit na nadorovou tkan pomoci
vnéjsiho magnetického pole. NPs ZnOFe30, mohou slouzit jako vysoce selektivni
nanocastice pro cilenou lécbu rakoviny, ale je nutné provést dalsi vyzkum, aby doslo

k plnému porozumeéni jejich chovani v in vivo podminkach. [35]
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Zavér

Bakalarska préace se zabyvala problematikou vlivu nanocastic oxidu zine¢natého na
zivotaschopnost a migraci bunék. Konkrétné byla zkoumana jejich i¢innost na dvou
bunécénych liniich: na bunidch NIH-3T3 z mysich fibroblastii a na bunécné linii z
lidského osteosarkomu Saos-2.

Prace byla rozdélena do dvou hlavnich ¢asti - teoretické a praktické. Prvni bod
teoretické casti se zabyval popisem a aplikaci NP ZnO, nasledné se zaméril na je-
jich vyuziti v mediciné, ve které predstavuji obrovsky potencial zejmnéna v terapii
nadorovych onemocnéni. Dale jsou v teoretické ¢asti predstaveny jednotlivé metody
pro hodnoceni cytotoxicity klasifikujici se podle prostiedi, ve kterém probihaji na
in vivo a in vitro. Dale byla popsana metoda Scratch assay, pomoci které lze urcit
miru migrace bunék. Poslednim bodem byla charakterizace dvou bunécénych linii,
fibroblastickych NTH-3T3 a nadorovych Saos-2, které jsou vyuzity v praktické c¢asti.

V praktické casti byly podrobné popsany postupy kultivace a pasdzovani bunék,
stejné jako dva hlavni experimentdlni testy: cytotoxicky MTT test a Scratch assay.
MTT test byl pouzit k urceni miry cytotoxicity NPs ZnO. Vysledkem je hodnota
absorbance, ktera se pouziva k urceni miry zivotaschopnosti bunék v zavislosti na
pouzitych koncentracich nanocastic. Z téchto hodnot byla vypocitana hodnota ICs,
coz je koncentrace potiebna k usmrceni 50 % bunék. Zivotaschopnost bunék NIH-
3T3 klesala s pribyvajici koncentraci NPs ZnO, zatimco u Saos-2 viabilita bunék v
prvnim vzorku obsahujicim NPs ZnO mirné poklesla, ale nasledné se zvysujici se
koncetraci se uz vyrazné neménila. Takze NPs ZnO vykazuji vyssi miru cytotoxi-
city vaci NIH-3T3, coz se neshodovalo s teoretickou znalosti, ktera poukazuje na
vyssi cytotoxicitu vicéi nadorovym bunkam. Cytotoxicky efekt NPs ZnO tedy za-
visi na specifickym vlastnostech bunéénych typt v kombinaci s charakteritickymi
vlastnostmi nanocastic.

Mira migrace bunék po expozici NPs ZnO byla sledovana pomoci Scratch assay.
Zvolené koncentrace NPs vychazely z MTT testu, nejvyssi testovana koncentrace
odpovidala hodnoté 1Csy pro NIH-3T3 bunky, ostatni koncentrace byly mensi a
jeden vzorek byl kontrolni. Vzorky byly sniméany ve 2 ¢asovych intervalech (0 a
24h) a snimky byly nasledné zpracovany pomoci softwaru ImaginelJ, ktery umoznil
urc¢it plochu, popripadé sitku vytvorené ryhy. Nakonec byly hodnoty plochy ryhy
vyhodnoceny statistickymi testy. U bunék NIH-3T3 byla rychlost zaceleni ryhy u
vzorkit s NPs ZnO v danych koncentracich v souladu se Zivotaschopnosti bunék
zjisténou pomoci MTT testu, tedy roustouci koncentrace NPs ZnO ma& negativni
vliv na migraci bunék. Vzorky 1-3 s bunkami Saos-2 také odpovidaly vysledkiim
MTT testu, u 4. vzorku s nejvyssi koncentraci NPs nelze mira migrace s jistotou

urc¢it kvili vétsi plose ryhy na pocatecnim vzorcich.
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Seznam symboli a zkratek

ATP
DDS
DLS

DMEM

DMSO
ECM
EDTA

EPR

FBS
FDA
GF-AFC
GRAS

HUVEC

INT
LDH

MTT

adenosintrifosfat — adenosine triphosphate
cileny transport lé¢iv — drug delivery system
Dynamicky rozptyl svétla — dynamic light scattering

Dulbeccovo modifikované Eagleho médium — Dulbecco’s modified

eagle medium

dimethylsulfoxid

extracelularni matrix — extracellular matrix

kyselina ethylendiamintetraoctova — ethylenediaminetetraacetic acid

efekt zvysené permeability a retence — enhanced permeability and

retention effect

fetalni bovinni sérum — fetal bovine serum

fluorescein diacetat — fluorescein diacetate
glycylfenylalanyl-aminofluorokumarin

latka oznacovana jako bezpecna — generally recognized as safe

lidské endotelové bunky z pupecnikové zily — human umbilical vein

endothelial cells

inhibi¢ni koncentrace — half maximal inhibitory concentration
2-(4-iodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-fenyltetrazolium chlorid
laktatdehydrogenaza — lactate dehydrogenase

3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-difentyltetrazolium bromid

NADH/H+ nikotinamid adenin dinukleotid (redukovana forma)/(oxidovana

NIH-3T3

NPs

NRU

forma)
bunky mysich fibroblastii — mouse fibroblast cell line
nanocastice — nanoparticles

prijem neutralni cervené — neutral red uptake
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PBS fosfatovy pufr — phosphate buffered saline

PTH receptor receptor pro parathormon — parathyroid hormone receptor

ROS reaktivni forma kysliku — reactive oxygen species
Saos-2 bunky osteosarkomu — osteosarcoma cell line
SHMP hexametafosfat sodny — sodium hexametaphosphate
ZnO oxid zine¢naty — zinc oxide
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A Priloha: Tabulky s vyslednymi parametry

Scratch assay

A.1 Bunécna linie NIH-3T3

Tab. A.1: Tabulka shrnujici analyzované parametry z prvniho experimentu. Para-

metry byly analyzovany ze snimki s NIH-3T3 bunkami ze dvou ¢asovych intervali
(0 a 24 hodin).

NIH-3T3, 1. 0 hodin 24 hodin
miska | snimek z ryhy | plocha ryhy [nm?] | plocha ryhy [%] | $itka ryhy [pm] | plocha ryhy [pm?] | plocha ryhy [%]
1 580643,542 49,999 626,140 34555,636 2,976
2 581193,366 50,047 623,046 64858,019 5,585
1 3 605319,256 52,124 647,990 78523,773 6,762
4 619030,833 53,305 663,977 79599,471 6,854
5 698806,137 60,174 742,632 83704,448 7,208
1 566145,662 48,751 610,387 42631,594 3,671
2 591887,421 50,967 633,616 45621,380 3,928
2 3 592495,210 51,020 634,149 48997,186 4,219
4 600609,419 51,718 638,050 60812,276 5,237
5 615716,768 53,019 657,828 82328 423 7.089
1 624217,408 53,751 669,151 94274,138 8,118
2 645122,481 55,552 690,909 113680,049 9,789
3 3 670367,341 57,725 698,898 119328,225 10,275
4 693321,758 59,702 715,529 124114,494 10,688
5 696318,593 59,960 736,706 170943,893 14,720
1 597012,251 51,409 640,672 145133,650 12,497
2 616102,359 53,053 661,222 195190,673 16,808
4 3 638301,135 54,964 683,647 200355,390 17,253
4 657234,990 56,595 704,140 250952,473 21,610
5 695665,965 59,904 712,467 955466,140 21,998
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Tab. A.2: Tabulka shrnujici analyzované parametry ze druhého experimentu. Para-
metry byly analyzovany ze snimki s NIH-3T3 bunkami ze dvou ¢asovych intervali
(0 a 24 hodin).

NIH-3T3, 2. 0 hodin 24 hodin
miska | snimek z ryhy | plocha ryhy [pnm?] | plocha ryhy [%] | $itka ryhy [pm] | plocha ryhy [nm?] | plocha ryhy [%]
1 701058,777 60,368 826,206 15832,276 1,363
2 713183,047 61,412 807,978 22973,667 1,978
1 3 763298,097 65,727 748,098 27043,779 2,329
4 771052,758 66,395 750,472 38314,503 3,299
5 772870,663 66,552 818,320 40814,955 3,515
1 603238,151 51,945 725,55575 52863,580 4,552
2 648273,153 55,823 674,419 37815,922 3,256
P 3 688548.916 59,291 728485 64187,233 5,527
4 797923,568 68,709 841,154 89582,799 7,714
5 840988, 774 72,417 662,915 92378,114 7,955
1 680936,647 58,635 722,848 55992,82 4,822
P 695014,073 59,847 745,044 87552,784 7.539
3 3 769514,175 66,263 741,809 107654,266 9,270
4 771666,427 66,448 827,668 110571,389 9,521
5 787800,338 67,837 842,400 148421,758 12,781
1 491907,661 42,358 526,730 252384,363 21,733
2 482486,307 41,547 531,328 280868,432 24,186
4 3 526095,877 45,302 564,447 285572,372 24,591
4 581059,795 50,035 618,495 381500,600 32,851
5 590720,988 50,867 628,493 406597,949 35,012
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Tab. A.3: Tabulka shrnujici analyzované parametry ze tretiho experimentu. Para-

metry byly analyzovany ze snimki s NIH-3T3 bunkami ze dvou ¢asovych intervali
(0 a 24 hodin).

NIH-3T3, 3. 0 hodin 24 hodin
miska | snimek z ryhy | plocha ryhy [pnm?] | plocha ryhy [%] | $itka ryhy [pm] | plocha ryhy [nm?] | plocha ryhy [%]
1 578942405 49,853 621,709 2109,821 0,182
2 586118,260 50,470 628,179 2700,387 0,233
1 3 651963,988 56,140 698,315 6192,956 0,533
4 668666,205 57,579 711,855 20784,872 1,790
5 689536,835 59,376 732,974 22533,469 1,940
1 641121,661 55,207 686,216 27274,794 2,349
2 714333,939 61,511 765,851 27350,823 2,355
P 3 741973 411 63,801 793,636 37071,626 3192
4 747786,676 64,392 796,014 52389,361 4,511
5 765390,125 65,951 799,808 58052,237 4,999
1 599802,535 51,649 643,780 30586,748 2,634
P 633094,819 54,516 681,479 32335763 2,784
3 3 640577,717 55,160 685,900 34248168 2,949
4 646068,397 55,633 690,464 45599,965 3,927
5 677950,208 58,378 726,011 52382,222 4,511
1 678742811 58,446 690,928 290815,637 25,042
2 687621,062 59,211 731,824 381666,934 32,865
4 3 733447,569 63,157 759,333 398044,831 34,276
4 772934,508 66,557 798,667 428307,730 36,882
5 824053,859 70,959 865,324 580750,883 50,008
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A.2 Bunécna linie Saos-2

Tab. A.4: Tabulka shrnujici analyzované parametry z prvniho experimentu. Para-

metry byly analyzoviny ze snimku s bunkami Saos-2 ze dvou ¢asovych intervali (0

a 24 hodin).
Saos-2, 1. 0 hodin 24 hodin
miska | snfmek z ryhy | plocha ryhy [pm?] | plocha ryhy [%] | $itka ryhy [pm] | plocha ryhy [pm?] | plocha ryhy [%]
1 504256,649 43,421 546,548 311380,415 26,813
2 505485,303 43,527 589,823 330220,122 28,435
1 3 510401,741 43,951 547,439 339083,223 29,198
4 510775,571 43,983 549,819 346091,041 29,802
b) 512543,492 44,135 547,270 370421,830 31,897
1 482834,935 41,577 522,367 326667,909 28,129
2 482679,103 41,563 522,241 338982415 29,190
2 3 485523,570 41,808 525,830 346479,991 29,835
4 485993,588 41,849 518,881 361165,580 31,100
5 489785,651 42,175 529,550 375092,168 32,299
1 487720,346 41,997 524,241 308736,311 26,585
2 492799,393 42,435 534,674 326115,147 28,082
3 3 493824,695 42,523 530,526 334501,511 28,804
4 496512,910 42,755 538,816 347284,772 29,905
b) 500846,816 43,128 537,586 351165,450 30,239
1 452918,265 39,001 496,291 343925,775 29,615
2 464955,550 40,037 523,017 355652,655 30,625
4 3 467000,508 40,213 499,691 368903,833 31,766
4 506020,844 43,573 577,191 390212,910 33,601
5 516536,352 44,479 540,302 459839,978 39,597
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Tab. A.5: Tabulka shrnujici analyzované parametry ze druhého experimentu. Para-

metry byly analyzovany ze snimku s buntkami Saos-2 ze dvou ¢asovych intervali (0

a 24 hodin).
Saos-2, 2. 0 hodin 24 hodin
miska | snimek z ryhy | plocha ryhy [pnm?] | plocha ryhy [%] | $itka ryhy [pm] | plocha ryhy [nm?] | plocha ryhy [%]
1 493836,876 42,524 528,542 134475,428 11,580
2 505213,066 43,504 540,629 152644,343 13,144
1 3 511575,735 44,052 547,467 153987,189 13,260
4 530674,243 45,696 567,951 162212,258 13,968
5 554789,633 47,773 592,993 162594,067 14,001
1 433681,342 37,344 465,091 162329,867 13,978
2 444248 ,548 38,254 474,855 167410,159 14,416
P 3 466899,280 40,205 498,860 174300,786 15,009
4 474173,002 40,831 508,479 186445,599 16,055
5 480217,286 41,351 513,551 193707,116 16,680
1 480373,958 41,365 514,261 166656,200 14,351
P 481184,623 41,435 513,941 173130,997 14,908
3 3 486699,664 41,910 520,977 188011,061 16,190
4 489862,518 42,182 524,247 191754,806 16,512
5 491676,643 42,338 525,811 215298 876 18,539
1 538042,893 46,331 576,074 319657,991 27,526
2 547077,816 47,109 586,477 334598958 28,812
4 3 548717,207 47,250 587,379 361755,304 31,151
4 552073,696 47,539 592,635 380090,132 32,730
5 554254,090 47,727 599,339 381934,074 32,888
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Tab. A.6: Tabulka shrnujici analyzované parametry ze tretiho experimentu. Para-

metry byly analyzovany ze snimku s buntkami Saos-2 ze dvou ¢asovych intervali (0

a 24 hodin).
Saos-2, 3. 0 hodin 24 hodin
miska | snimek z ryhy | plocha ryhy [pnm?] | plocha ryhy [%] | $itka ryhy [pm] | plocha ryhy [nm?] | plocha ryhy [%]
1 486028,871 41,852 519,160 149414,296 12,866
2 488844,356 42,094 523,314 166708,283 14,355
1 3 492415,062 42,402 527,118 173919,397 14,976
4 493802,013 42,521 529,997 200837,164 17,294
5 494979,367 42,623 529,725 207124,888 17,836
1 421347,055 36,282 461,894 131210,938 11,299
2 442410,481 38,096 535,593 141773,908 12,208
P 3 447778930 38,558 478,753 177822,338 15,312
4 463863,277 39,943 497,210 237591,668 20,459
5 471292,412 40,583 504,280 338387,651 29,139
1 454766,189 39,160 486,860 158614,684 13,658
2 457065,453 39,358 491,710 169502,339 14,596
3 3 457765,229 39,418 491,879 176073,322 15,162
4 459945,624 39,606 492,290 180642,854 15,555
5 460575,674 39,660 495,957 233053,660 20,068
1 462995,908 39,868 496,712 273150,759 23,521
2 464567,253 40,004 499,366 309988,008 26,693
4 3 466951,364 40,209 504,971 324996,601 27,985
4 490164,942 42,208 524,570 335730,945 28,910
5 512374,639 44,120 548,375 338120,089 29,116
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