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ABSTRAKT 
Nanočástice oxidu zinečnatého (NPs ZnO) jsou díky svým vlastnostem široce využívány 
v různých odvětvích, s rozvojem nanomateriálů nacházejí své uplatnění také v medicíně. 
Bakalářská práce se zabývá studií cytytoxických účinků těchto nanočástic na kultivo­
vaných buněčných liniích. Jednalo se o buněčnou linii lidského osteosarkomu Saos-2 a 
fibroblastickou buněčnou linii NIH-3T3. Během experimentů provedených in vitro byly 
buňky vystaveny různým koncentracím NPs ZnO. Cytotoxicita jednotlivých koncentrací 
byla hodnocena použitím MTT testu, ze kterého byly získány informace o životaschop­
nosti buněk. Na základě výsledků MTT testu byly vybrány vhodné koncentrace NPs ZnO, 
se kterými byl proveden Scratch assay test. Nejvyšší testovaná koncentrace odpovídala 
stanovené inhibiční koncetraci pro NIH-3T3. Cytotoxické účinky byly tedy hodnoceny stu­
dováním migrace buněk. Následná statistická analýza určila míru cytotoxických účinků 
NPs ZnO v závislosti na koncentraci a typu buněk. 

KLÍČOVÁ SLOVA 
Nanočástice, oxid zinečnatý, NPs ZnO, cytotoxicita, MTT, buňky, kultivace, NIH-3T3, 
Saos-2, Scratch assay, migrace buněk 

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 M T T assay, which provided information on cell viability. 
Based on the M T T 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. 

KEYWORDS 
Nanoparticles, zinc oxide, NPs ZnO, cytotoxicity, MTT, cells, cultivation, NIH-3T3, 
Saos-2, Scratch assay, cell migration 
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Úvod 
V posledních letech došlo k n á r ů s t u zájmu o nanotechnologie např íč mnoha vědními 

obory nevyjímaje biomedicínské aplikace. Jednou z potencionálních nanočás t ic z hle­

diska up la tněn í v oblasti biomedicíny je nanočás t ice oxidu z inečnatého (NPs ZnO). 

N P s ZnO svými rozmani tými fyzikálními a chemickými vlastnostmi našly up la tněn í 

hned v několika medicínských oblastech, např . při léčbě ran, záně tů , v zobrazovacích 

metodách , ale zejména v ant ibakter iá ln ích a pro t inádorových aplikacích. 

Rakovina se řad í mezi jedno z nej závažnějších onemocnění na světě. Projevuje 

se mu tac í buněk v l idském organismu, jejich nekontrolovate lným r ů s t e m a šířením 

do okolních tkání . Díky p o k r o k ů m ve výzkumu existují různé možnos t i léčby, ale 

často je celý proces zdlouhavý a nese s sebou nežádoucí vedlejší účinky. Avšak N P s 

ZnO prokázaly specifickou cytotoxicitu vůči nádo rovým b u ň k á m pros t ředn ic tv ím 

řetězce reakcí, k teré vedou až k poškození jejich D N A a k buněčné smrti. Naopak v 

porovnání s běžnými b u ň k a m i vykazují N P s ZnO pouze nízkou mí ru toxicity. 

K e zjištění míry cytotoxicity lá tek se využívá široká škála metod usku tečněná v 

in vivo nebo in vitro pros t ředí . J e d n í m z čas to využívaných cytotoxických in vitro 

t e s tů je M T T test. Cílem bakalářské práce bude provést hodnocení cytotoxických 

účinků ZnO N P s na dvou buněčných liniích. Bude využit M T T test fungující na 

principu p řeměny tetrazoliové soli M T T na nerozpus tný fialový formazan, což je 

reakce, ke k teré dochází pouze v živých buňkách . Formazan se nás ledně rozpust í 

detergentem, t í m vzniká barevný produkt a jeho absorbance se měř í spektrofoto­

metrem. Výsledná absorbance je p ř ímo ú m ě r n á p o č t u živých buněk. S využi t ím 

získaných informací o cytotoxických účincích kokrétních koncentrací Nps ZnO bude 

následně proveden Scratch assay. Metoda zkoumá migraci buněk směrem do vytvo­

řené rýhy, pohyb buněk je sledován v časových intervalech. Slouží k analýze procesů 

jako je hojení ran nebo chování karcinogenních buněk v in vitro prost ředí , což může 

vypovída t o míře jejich invazivity. Kombinace t e s tů umožní komplexnější posouzení 

cytotoxických účinků a vlivů N P s ZnO na migraci buněk. 

Teoret ická část po jednává o N P s ZnO se zaměřen ím na biomedicínské aplikace. 

Další kapitola předs tavuje jednot l ivé metody sloužící k určení cytotoxicity, k teré za­

hrnují in vivo a in vitro testy. Po té následuje kapitola zabývající se Scratch asssay. 

Teoretickou část uzavírá kapitola popisující buněčné linie, k teré budou použi ty v 

prakt ické části . V navazujících kapi to lách budou popsány postupy a výsledky jed­

notl ivých tes tů , k te ré budou diskutovány. 
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1 Nanočástice oxidu zinečnatého 
Nanočás t ice (NPs, z angl. nanoparticles) jsou částice ve velikosti 1-100 nm, jejichž 

alespoň jedna dimenze musí být menší než 1 um. Vyrábí se z široké škály mater iá lů , 

podle k te rých se dělí na nanočás t ice oxidů kovů a nekovů, uhlíkové, kovové a polo­

vodičové nanočás t ice . N a základě struktury a tvaru se rozlišují na kvantové tečky, 

nanotrubice, nanodrá ty , nano tyč inky a nanopásy. J e d n í m z využívaných kovových 

nanomate r i á lů je zinek (Zn) a jeho oxid (ZnO). [1] 

Zinek je esenciálním s topovým prvkem ve všech tělesných tkáních , d r u h ý m nej-

hojnějším po železe. Celkové množs tv í zinku v těle se odhaduje na 30 m M (2 g) a 

denní pří jem je přibližně 15 mg. Je klíčový pro fuknci imuni tn ího sys tému, ovliv­

ňuje h u m á n n í i buněčnou imunitu a p o m á h á udržovat integritu buněk a orgánů 

stabilizací molekulárních složek m e m b r á n a buněčných komponent. Tvoří část enzy­

mových systémů, podíl í se na metabolismu, hraje v ý z n a m n o u roli v syntéze pro te inů 

a nukleových kyselin, hematopoéze a neurogenezi. Celkově je důležitý pro udržení 

homeostázy. Jeho nedostatek může vést až ke vzniku rakoviny nebo k její progresi, 

p ř ípadně k narušení důležitých buněčných procesů. Snížené hladiny Zn způsobují 

oxidační poškození D N A a narušuj í fuknci nádorového supresoru p53, k te rý ovliv­

ňuje akt ivi tu kaspáz . V důsledku toho u poškozené b u ň k y nedochází k apop tóze a 

b u ň k a se může dále dělit, což směřuje ke vzniku nádoru . Naopak nadbytek zinku 

může vést k poruše t r a n s p o r t n í h o sys tému Zn v plazmat ické m e m b r á n ě , t akže se 

zvýší jeho intracelulární koncentrace, k t e rá vede k apoptóze . [2, 3] 

Nanočás t ice oxidu z inečnatého (ZnO NPs) se vyskytuj í v různých velikostech, 

tvarech a morfologiích, t í m p á d e m vykazují různorodé fyzikální a chemické vlast­

nosti a mají široké využi t í . Jejich odolnost se up l a tn í v gumárenském průmyslu , 

schopnost absorbovat U V záření v kosmetickém průmyslu , dále se vyžívají v textil­

n ím a po t rav iná ř ském průmyslu , pro výrobu betonu, fo tokata lyzátorů , elektroniky 

a dalších. Díky své biokompat ibi l i tě , nízké nák ladnos t i syntézy a nízké toxici tě se v 

posledních dvou desetiletích staly také jednou z nej populárnějš ích nanočás t ic oxidů 

kovů používaných v biologických aplikacích. [2] 

1.1 ZnO NPs v biomedicínských aplikacích 

Americký ú ř ad pro kontrolu potravin a léčiv označil ZnO jako G R A S (z angl. gene-

rally recognized as safe), tud íž jsou považovány za bezpečné a můžou se využívat ve 

zdravotnických a farmaceut ických produktech. Avšak u nanočás t ic ZnO ještě nedošlo 

k úp lnému porozumění jejich chování v in vivo prost ředí . [4] 

Podle in vitro s tudi í mohou N P s ZnO v závislosti na svých vlastnostech vykazo­

vat cytotoxické účinky a vyšší selektivitu vůči nádo rovým b u ň k á m . Díky tomu mají 
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potenciál v pro t inádorové léčbě. K jejich v ý h o d á m se řad í široké spektrum metod 

syntézy, k te ré jsou nenáročné a b ě h e m nichž lze upravit výslednou velikost, k t e rá je 

jednou z v las tnos t í ovlivňující mí ru jejich cytotoxicity. Je klíčová pro efekt zvýšené 

permeability a retence ( E P R efekt), díky němuž dochází k jejich h romaděn í v nádo­

rech. Menší rozměry N P s umožňuj í snadný p růchod přes plazmatickou m e m b r á n u 

př ímo do b u ň k y nebo se dokáží déle udrže t v k revn ím oběhu, než je organismus 

vyloučí. K další p řednos t i přísluší velký poměr povrchu k objemu umožňující zvý­

šený povrchový kontakt, reaktivitu a rozpustnost. Také lze na povrch N P s navázat 

ligandy nebo molekuly hrající v ý z n a m n o u roli v cíleném transportu léčiv. [2, 3] 

Dalš ím důleži tým aspektem je povrchový náboj určující reakci s vnějším pros t ře­

dím. Vysoké povrchové náboje způsobují vyšší akt ivi tu makrofágů, k teré ods t raňuj í 

N P s z cév krevního oběhu. Povrchový nábo j by měl být udržován tak, aby minima­

lizoval interakci s o s t a tn ími složkami (s okolním pros t řed ím, mezi nanočás t icemi) , 

ale projevoval selektivitu vůči b u ň k á m nádoru . Pro vznik povrchového náboje jsou 

důležité amfoterní vlastnosti ZnO NPs . Ve vodném pros t ředí při vysokém p H (pH > 

9) jsou molekuly vody na povrchu nanočás t ic deprotonovány, čímž vzniká negat ivně 

nab i tý povrch s navázanou hydroxidovou skupinou (Zn — ( O H ) - ) . P ř i nižším p H (ne­

ut rá ln í , kyselé podmínky) se z ZnO stává Z n ( O H 2 ) x + v důs ledku přenosu p ro tonů z 

pros t ředí směrem k jeho povrchu. N a povrchu se p ros t ředn ic tv ím skupin Z n ( O H 2 ) x + 

nebo míst s Z n 2 + , k teré vznikají po uvolnění molekul H 2 0 , vytvář í k ladný nábo j . 

ZnO N P s jsou tedy za fyziologických podmínek (pH = 7) k ladně nabity. Naopak 

rakovinné b u ň k y obvykle mají nega t ivně nab i tý povrch kvůli jejich specifickému 

metabolismu nazývanému W a r b u r g ů v efekt, t í m p á d e m mezi n imi a N P s dochází 

k e lekt ros ta t ickému př i tahování . K vlatsnostem N P s ZnO ovlivňujícím cytotoxické 

účinky pa t ř í t aké mí ra dávky, morfologie. Tyto účinky jsou t aké ovlivněny vnějšími 

faktory. [2, 3, 4, 5] 

ZnO N P s se používají ze jména v pro t inádorových a ant ibakter iá ln ích odvětvích, 

jako nosiče pro cílený transport léčiv, při léčbě diabetu, ran, záně tů a ve tkáňo­

vém inženýrství . Navíc prokazují luminiscenční vlastnosti, čímž se stávají j edn ím z 

hlavních k a n d i d á t ů pro zobrazovací metody. [2, 3] 

1.1.1 Mechanismus cytotoxicity 

N P s ZnO nacházející se ext racelulárně vykazují re la t ivně vysokou biokompatibili tu. 

Cytotoxici ta je tot iž p ř ímo ú m ě r n á množs tv í volných iontů zinku nacházejícího se 

uvn i t ř buněk, k te ré spouš t í řetězec reakcí vedoucí k poškození buňky. Nps ZnO do 

buňky vs tupuj í bud endocytózou nebo v p ř ípadě odpovídaj ící velikosti pas ivním pří­

jmem př ímo přes buněčnou m e m b r á n u . Během endocytózy (pinocytózy, fagocytózy) 

jsou částice pohlceny a uvn i t ř se h r o m a d í v endozomech a nás ledně lysozomech. V 
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závislosti na vn i t řn ím kyselém p H lysozomů zahajují N P s cytotoxické účinky. V pří­

padě d ruhého způsobu vn iknut í do b u ň k y N P s reagují v cytoplazmě s proteiny a 

organelami. [3] 

Nerovnováha aktivity proteinů 

V normáln ích p o d m í n k á c h se uvn i t ř buněk vyskytuje re la t ivně vysoká koncentrace 

zinku vázaného na proteiny, př ičemž hladina volných iontů Z n 2 + zůs tává velmi nízká 

a je přísně regulována homeos ta t i ckými mechanismy. P ř i p ř í tomnos t i N P s ZnO se 

ionty Z n 2 + in t racelulárně uvolňují, s t oupá jejich koncentrace, dochází k nas tolení ne­

rovnováhy v akt iv i tě p ro te inů a současně n a r ů s t á hladina reakt ivních forem kyslíku 

(ROS). [3, 6] 

Uvolňování Z n 2 + p rob íhá snadněji v kyselém pros t ředí charakter is t ickém pro ná­

dor. Odolnost N P s ZnO vůči rozpouš těn í lze ovlivnit p řek ry t ím povlaky, např . lipidy, 

křemíkem nebo polymery. Tato odolnost byla p rokázána v adherentn ích buněčných 

liniích p ř idán ím prote inů a povlaků na jejich povrch a t í m došlo ke snížení jejich 

škodlivosti. [4] 

Produkce ROS a oxidační stres 

R O S jsou produkovány uvn i t ř buněk b ě h e m buněčných procesů zahrnujících mi -

tochondr iá ln í respiraci, zánět l ivou reakci, mikrozomální aktivi tu, akt ivi tu peroxi-

somů a dalších. P ů s o b e n í m ZnO N P s vznikají R O S dvěma způsoby, bud v důsledku 

prozánět l ivé reakce b u ň k y vůči nanočás t ic ím nebo kvůli charakter is t ické povrchové 

vlastnosti ZnO NPs , k t e r á je činí redoxním sys témem produkuj íc ím R O S . 

N P s ZnO je polovodič s š i rokým zakázaným pásem (3,37 eV) a velkou vazebnou 

energií. Narozdíl od kovů u polovodičů elektrony lokalizované ve valenčním pásu 

mohou přecházet do pásu vodivostního pouze pokud překonaj í energetickou bar iéru. 

S ohledem na velikost N P s ZnO však elektrony nepot řebuj í k přeskočení z valenč-

ního pásu do pásu vodivostního energii. Elektrony po sobě zanechávají volné k ladně 

nab i té díry. Normálně se elektrony a díry rychle rekombinují , ale v nanočást ic ích se 

přesunou na povrch, kde reagují s adsorbovanými část icemi. Díry působí jako silný 

oxidant, rozkládají molekuly vody na vodíkové ( H + ) a hydroxylové ionty ( O H - ) . 

Mezi t ím elektrony působí jako silný reduktor, reagují s adsorbovanými a rozpuště­

nými molekulami kyslíku a generují superoxidové radikálové anionty (0̂ ~). O2 po té 

reagují s H + a t í m se vytvář í radikály hydroperoxylu (HO2 ), k teré dále mohou re­

agovat za vzniku peroxidu vodíku H202- Všechny tyto radikály jsou R O S a působí 

jako silné oxidační činidlo. P ř i akumulaci velkého množs tv í R O S dochází k narušení 

oxidačně-redukční homeos tázy buňky, což vede k oxidačnímu stresu. [3] 
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Poškození DNA a apoptóza 

Oxidační stres spoušt í v buňce procesy, k teré mají v škodlivý účinek na lipidy, 

proteiny a nukleové kyseliny a mohou vést až k zániku b u ň k y (viz Obr 1.1), dochází 

k: 

• peroxidaci l ipidů a denaturaci proteinů—>poškození buněčné membrány—>nekróza 

• poškození D N A : denaurac í p r o t e i n ů / p ř í m o u reakcí s ROS—>změny ve složení 

D N A , mutace—>apoptóza 

• poškození tumor supresorového proteinu p53 (v p ř ípadě poškození b u ň k y zajiš­

ťuje její reparaci, pokud je reparace neúspěšná , potom navodí apop tózu) —>apoptóza 

Apoptóza , p rogramovaná buněčná smrt, je považována za hlavní mechanismus bu­

něčné smrti cytotoxické odpovědi na nanočás t ice ZnO. [3] 

ZnONPs 

Zvýšená produkce 
ROS 

Nerovnováha aktivity proteinů 
zprostředkovaná Zn 

Obr. 1.1: Schématické znázornění cytotoxických účinků N P s ZnO vedoucích k bu­

něčné srmti. (Přeloženo z: [3]) 

1.1.2 Konkrétní uplatnění v biomedicínských aplikacích 

Antibakteriální účinek 

K léčbě infekčních onemocnění se často využívají antibiotika, avšak jejich n a d m ě r n é 

užívání může vést k p o s t u p n é m u vývoji rezistence u mikroorganismů, což před­

stavuje závažnou hrozbu pro budoucí léčbu těch to onemocnění . Nanočás t ice ZnO 

vykazují an t ibakter iá ln í účinky vůči širokému spektru mikroorganismů, působí jak 

na gram-negat ivní , tak i na gram-pozi t ivní bakterie. Bakter iá ln í buněčné s těny jsou 
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obvykle negat ivně nab i t é kvůli karboxylovým skupinám, což způsobuje, že pozi­

t ivně nab i t é Z n O - N P s v suspenzi jsou k n im př i tahovány a e lekt ros ta t ickými silami 

přichyceny na jejich povrch. Existuj í dva hlavní faktory způsobující an t ibakter iá ln í 

akt ivi tu N P s ZnO, j e d n á se o tvorbu R O S a uvolňování iontů Z n 2 + při akumulaci 

N P s na povrchu nebo v cytoplazmě batkerie (viz kapitola 1.1.1). [2, 5, 7] 

Bakterie se skládají z buněčné membrány , buněčné stěny a cytoplazmy. Buněčná 

s těna se nachází vně buněčné m e m b r á n y a je složena převážně z homogenní vrstvy 

peptidoglykanu, udržuje osmotický tlak cytoplazmy a charakter is t ický tvar buňky. 

Gram-poz i t ivn í bakterie mají tenkou buněčnou membránu , silnou a tlustou buněč­

nou s těnu složenou z několika vrstev peptidoglykanu o tloušťce 20-30 nm. Nao­

pak buněčná s těna gram-negat ivních bakter i í se skládá ze dvou buněčných mem­

brán , vnější m e m b r á n y a p lazmat ické m e m b r á n y s tenkou vrstvou peptidoglykanu 

o tloušťce 7-8 nm. [5] 

Protizánětlivé aplikace a hojení ran 

Upla tněn í nanočás t ic ZnO v léčbě ran a aplikacích s p ro t izáně t l ivým efektem úzce 

souvisí s jejich an t ibak te r iá ln ím účinkem. Zánět je součást í komplexní biologické 

odpovědi t kán í na škodlivé p o d n ě t y jako jsou patogeny, poškozené b u ň k y nebo po­

dráždění . Ve studi ích jsou ZnO N P s využívány k léčbě zánět l ivých onemocnění , např . 

atopické dermat i t ídy . Dokáží se dostat do hlubších vrstev poškozené nebo alergické 

kůže a ulevují od svědění. V experimentu na modelu atopické dermat i t ídy , k te rý byl 

provedený na myších, se jejich prot izánět l ivé vlastnosti potvrdily snížením hladin 

prot izánět l ivých cytokinů. [2] 

ZnO N P s byly rovněž tes továny jako podpora pro proces hojení ran, k t e rý se 

upla tňuje při léčbě popálenin . U popá len in dochází k poškození povrchové bar iéry 

kůže, t í m p á d e m se organismus stává náchylný na infekce. Některé patogeny jsou 

velmi odolné, a proto je nezbytné nasadit ant imikrobiá ln í látky, k teré budou účinné i 

proti bak te r i ím odo lným vůči an t ib io t ikům a zároveň nebudou toxické pro normáln í 

buňky. [7] 

Existuje mnoho studií zabývajících se účinkem různě upravených nanočás t ic ZnO 

na bakterie, záně ty a rány. Např . au toř i Haghniaz Reihaneh a kolevktiv [7] zkou­

mali nanočás t ice ZnFe204 kvůli jeho potenciá lu v ant imikrobiá lních účincích a pod­

poře hojení ran. Ve studii byly použi ty N P s ZnFe204 o velikosti 47,9 ± 2,5 nm, 

jejich cytotoxicita byla t es tována na lidských dermálních fibroblastech, př ičemž vy­

kazovaly dávkově závislé účinky a biokompatibili ta se potvrdila při koncentracích 

do 125 ug /ml . Ant imikrobiá ln í aktivi ta N P s byla potvrzena využi t ím více t e s tů s 

gram-pozi t ivními i g ram-nega t ivn ími bakteriemi, byla t es tována permeabilita bu­

něčné membrány , únik bílkovin z bakterie a produkce R O S . B y l a p rokázána vyšší 
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účinnost na gram-pozi t ivní bakterie. Studie se zaměři la také na pozi t ivní v l iv N P s 

ZnFe2C-4 na hojení ran, k te rý byl dokázán využ i t ím Scratch assay. Výsledky ukázaly 

rychlejší migraci buněk a uzavření rýhy ve vzorcích ošetřených N P s ZnFe2C>4. Test 

byl proveden na buněčné l in i i NIH-3T3 a byla použ i t a koncentrace N P s nevykazující 

cytotoxické účinky. [7] 

Léčba rakoviny 

Navzdory pokroku v lékařských technikách a technologii zůs tává rakovina nadále 

jednou z hlavních příčin úmr t í . J e d n á se o onemocnění charakter izované nekontrolo­

vaným r ů s t e m buněk. Rakovinné b u ň k y dokáží vybudovat v las tn í síť cév (angioge-

neze) pro zásobování kyslíkem a živinami, odtrhnout se od původn ího mí s t a výsky tu 

a šířit se do j iných orgánů (tvorba me ta s t áz ) . Narozdíl od zdravých buněk se rako­

vinné b u ň k y dělí neus tá le a to bez ohledu na signály podněcující replikaci. Kromě 

toho neodpovídaj í ani na podněty , k teré by normálně vyvolaly apop tózu . Rakovinu 

způsobují vnější (expozice radiací , podvýživa , užívání t abákových výrobků a další) 

nebo vni t řn í (mutace genů, genetické poruchy, hormoná ln í nerovnováha) faktory. [8] 

Tradičně se pro léčbu rakoviny používá chirurgie, chemoterapie, rádioterapie , 

imunoterapie, fototerapie a hormoná ln í terapie. Ne všechny typy rakoviny lze vylé­

čit chirurgicky. Nejčastěji se využívá chemoterapie, ale společně s os t a tn ímy způsoby 

léčby m á negat ivní vedlejší účinky, k te ré způsobují poškození zdravých buněk. Mez i 

další omezení p a t ř í neschopnost proniknout p ř ímo do nádoru , nespecifické zaměření 

a vznik rezistence po expozici urči tých dávek. Nicméně v některých př ípadech, např í ­

klad v př ípadě včasné diagnózy, může dojít k uzdravení . V posledních letech vykazují 

potenciál techniky využívající nanotechnologie, k te ré se snaží zachovat zdravé buňky 

nedotčené a cílit pouze na b u ň k y rakoviny. [8] 

Nádor rychle roste a při angiogenezi nedochází ke správnému vyvinut í krevních 

a lymfatických cév. Spojení mezi b u ň k a m i není těsné a krevní cévy mají pó ry o ve­

likosti od 100 nm až 1 um, takže se nanočás t ice lehce dostanou přes cévy k b u ň k á m 

nádoru , tzv. extravazace. U zdravých buněk dochází k ods t r aněn í těchto extrava-

zá tů (tekutin nebo částic) pomocí interst iciální tekutiny (lympfy), k t e rá obklopuje 

buňky. Pro tože nádorové b u ň k y nemaj í ani dobře vyvinutý lymfatický sys tém, od­

vod ex t ravazá tů j i m t rvá delší dobu a nanočás t ice tak mají víc času na difundování 

se dovni t ř nádorové buňky. Celý mechanismus se označuje jako E P R efekt. [3] 

Cílený transport v léčbě rakoviny 

ZnO nanočás t ice jsou považovány za vhodného k a n d i d á t a pro cílený transport léčiv 

(DDS, angl. drug delivery systém) díky své snadné syntéze z levných prekurzorů, 
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biokompat ib i ln í povaze vůči zd ravým b u ň k á m a schopnosti vniknout p ř ímo do bu­

něk. Mez i další výhody se řad í schopnost inhibovat předčasné uvolňování léčiva v 

krevním oběhu, zlepšovat farmakokinetiku hydrofóbních léčiv, zajišťovat ak t ivn í cí­

lený transport léčiva a minimalizovat toxické účinky na zdravou t k á ň . Vyskytují se 

v různých typech jako jsou nanosféry, nanoplá ty , nanotyčinky, nanopásy a kvantové 

tečky. Cílený transport se dělí na pasivní (původní vlastnosti N P , E P R efekt) a ak­

t ivní (periferně navázané specializované skupiny, k te ré vykazují afinitu k nádorovým 

b u ň k á m ) . [9, 10] 

Akt ivn í i pasivní cílený transport zajišťuje h romaděn í N P s ZnO na nádorových 

buňkách , popř ípadě uvn i t ř nádorových buněk. Akumulace nas tává díky specifickým 

molekulárn ím interakcím (např. receptor - ligand, hydrofóbní a coulombovské in­

terakce). Po přijetí specifického stimulu dochází k uvolnění léčiva z nanočás t ice a 

zničení cílové buňky. Stimuly se klasifikují na vnější (teplota, světlo, ultrazvuk) a 

vn i t řn í (pH, enzymová aktivita, oxidačně redukční reakce). Souběžně dochází k uvol­

ňování Z n 2 + iontů z nanočás t ic , což také vede k apoptóze . S využ i t ím N P s ZnO se 

používají převážně 4 typy D D S : [8, 9] 

• mezoporézní křemíkové nanočás t ice s N P s ZnO: N P s ZnO jsou použi ty jako 

zá tky pórů , ve k terých je umís těné léčivo, ZnO N P s citlivé na kyslelé pros t ředí 

se uvn i t ř b u ň k y rozpouš t í a t í m dochází k uvolnění léčiva 

• porézní N P s ZnO: léčivo uvn i t ř pó rů ZnO N P s 

• ZnO N P s jako j á d r o s po lymern ím obalem: léčivo uloženo v hydrofobním obalu 

• ZnO NPS/ léč ivo-komplex: vzniká vy tvořen ím stabilních vazeb mezi Z n 2 + ionty 

ze ZnO N P s a kyslíkovými funkčními skupinami léčiva 

Kromě využi t í ZnO nanočás t ic jako samos t a tného te rapeut ického činidla existují 

t aké v kombinaci se zavedenými s t anda rdn ími terapiemi, chemoterapi í a rádioterapi í . 

Studie prokazují slibné výsledky týkající se kombinací ZnO nanočás t ic s doxorubi-

cinem, daunorubicinem, paclitaxelem nebo cisplatinou. Vzhledem k fotokatalyt ické 

akt iv i tě předs tavuj í potenciá l t aké jako léčivo v kombinaci s ozářením. [4] 
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2 Metody pro hodnocení cytotoxicity 
Cytotoxici ta je obvykle spojována s nega t ivn ím vlivem na buňky. Ind iká tory zdravé 

buňky jsou její ž ivotaschopnost a m í r a proliferace. Buněčný metabolismus a stav 

ovlivňují chemičt í a fyzikální činitelé, jejichž toxicita se projevuje poškozením bu­

něčné membrány , tvorby prote inů, nev ra tnými vazbami na receptory a enzymatic­

kými reakcemi. K určení poškozené b u ň k y nebo její srmti slouží ř a d a specifických 

metod dělících se podle pros t ředí na in vitro a in vivo. [11, 12] 

Míra toxicity nanočás t ic oxidu z inečnatého převážně závisí na jejich velikosti, 

tvaru, povrchovém náboj i a rychlosti rozpouštění . Do b u ň k y vs tupuj í několika způ­

soby: částice malých rozměrů snadno proniknou přes buněčnou m e m b r á n u , dále 

pomocí iontových kaná lů a t r a n s p o r t é r ů nebo pros t ředn ic tv ím endocytózy. [9] 

2.1 Cytotoxické metody in vivo 

Testy in vivo se obvykle provádí na živých zvířatech, převážně na myších a krysách. 

Zaměřuj í se na histopatologickou analýzu, biologickou distribuci, hematologii, séro­

logii a clearanci. Pomoc í biologické distribuce se zkoumá pohyb N P s do tkán í nebo 

orgánů. N P s jsou detekovány v m r t v ý c h i živých zvířatech p ros t ředn ic tv ím radioakt-

vivních značek. Clearance nanočás t ic se provádí analýzou vylučování a metabolismu 

nanočás t ic po expozici v různých časových intervalech. Další metoda hodnocení toxi­

city in vivo se zaměřuje na pozorování změn v chemickém složení séra a typu buněk 

po expozici NPs . Pokrok v hodnocení toxicity se uskutečňuje použ i t ím mikroelek-

trochemie a mikrofluidiky. [13] 

2.2 Cytotoxické metody in vitro 

Cytotoxické testy in vitro jsou založené na hodnocení různých buněčných fukncí. 

Posuzuje se enzymat ická aktivita, adheze, produkce adenosintrifosfátu ( A T P ) , pro­

dukce koenzymů, ale h lavně propusnost buněčné membrány . Neživotaschopné buňky 

tot iž z t rácí její integritu. Detekce m r t v ý c h buněk se provádí měřen ím pohybu mo­

lekul, tzv. speciálních markerů , přes membrány , jenž jsou netěsné a nemohou být 

opraveny. Markery se podle směru pohybu rozdělují na dvě skupiny. Do prvn í sku­

piny pa t ř í molekuly, k te ré se normálně vyskytuj í v cytoplazmě, ale kvůli porušení 

m e m b r á n y se dostávají do okolí (kult ivačního média ) . Druhou t ř ídou molekul slouží­

cích jako indiká tory mr tvých buněk jsou ty, k teré naopak pros tupuj í přes porušenou 

m e m b r á n u dovni t ř buněk a tam se h romadí . Markery se tedy vyskytuj í př i rozeně v 

buňce nebo jsou uměle zavedené (např.fluorescenční marker). [11, 14] 
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Pro získání přesných a spolehlivých výsledků musí být v y b r á n správný test zo­

hledňující i parametry jako jsou možnost i l abora toře , sloučeniny po t ř ebné k testu, 

senzitivita a specificita. Mez i výhody in vitro cytotoxických t e s tů pa t ř í rychlost, 

menší nák lady a realizace p ř ímo na lidských buňkách , čímž se liší od t e s tů in vivo, 

které jsou aplikovány na zvířatech. Mají rovněž mnoho nedos ta tků , jelikož dosud 

nedosáhly technické dokonalosti. Existuje více t y p ů jejich rozdělení. Podle účinku 

na b u ň k y lze metody členit na testy zkoumající proliferaci, apop tózu , nekrózu, oxi­

dační stres a poškození D N A . Také se klasifikují podle způsobu měření , k t e r ý m se 

na konci určí cytotoxicita, podle tohoto parametru metody dělíme na: [11, 13] 

• t e s ty s b a r v i v e m : t rypanová modř , eosin, kongo červeň, erythrosin B 

. k o l o r i m e t r i c k é tes ty : M T T , M S T , X T T a L D H test 

• fluorometrické tes ty : alamar blue, F D A assay, G F - A F C assay 

• l u m i n o m e t r i c k é tes ty : testy využívající A T P 

2.2.1 Metody využívající barviva 

Testy s barvivem jsou často používány díky své jednoduchosti. Zaměřují se na 

integritu plazmat ické membrány . Zdravé b u ň k y maj í schopnost vylučovat pomocí 

plazmat ické m e m b r á n y barvivo, za t ímco mr tvé tuto schopnost ztrácejí , t akže do­

chází k jejich obarvení . Metoda není v h o d n á pro velký počet vzorků z důvodu ča­

sové náročnos t i . Je t ř e b a zohlednit i j iné faktory, k teré mohou ovlivnit výsledek 

testu: 1.buňky poškozené cytotoxickými lá tkami někdy pot řebuj í více dní než z t ra t í 

integritu m e m b r á n , 2.zdravé b u ň k y se mohou dělit, tud íž ovlivňují výsledný počet 

nepoškozených buněk a 3.některé těžce poškozené b u ň k y mohou podstoupit brzký 

rozklad, t í m p á d e m nejsou na konci testu obarveny. Jestl iže se určuje procento ži­

votaschopnosti buněk, tak faktory 2. a 3. p ř ípadu výsledky podhodnocuj í . [11] 

Test s trypanovou modř í je jedna z nej využívanějších metod pro s tanovení po­

č tu buněk a jejich procen tuá ln í ž ivotaschopnost i . Zbarvené (mrtvé , poškozené) či 

nezbarvené (živé) b u ň k y se počí ta j í pod mikroskopem v Búrkerově komůrce. Test 

se obvykle provádí na jednom vzorku nebo ma lém p o č t u vzorků. Mez i hlavní nevý­

hody pa t ř í chyba spojená s měřen ím jediného vzorku, riziko obarevní živých buněk 

při dlouhé době interakci s barvivem, subjekt ivní posouzení týkající se identifikace 

mr tvé b u ň k y nebo zbarvené nečis toty a časová náročnos t v p ř ípadě měření většího 

p o č t u vzorků. Chemická strukrura t rypanové modř i znázorněna na Obr. 2.1. [14] 

N a s te jném principu obarvení trypanovou m o d ř í fungují t aké barviva eosin nebo 

kongo červeň. Eosin je červené flurescenční barvivo sloužící t aké k obarvení cyto­

plazmy, kolagenu a svalových vláken, což usnadňuje jejich vizualizaci pod mikro­

skopem. K obarvení cytoplazmy pro mikroskopické účely se používá rovněž kongo 

červeň. [15] 
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CH3 

Obr. 2.1: Chemická struktura t rypanové modř i . (P řevza to z: [16]) 

Test př í jmu neu t rá ln í červeně (NRU) využívá kat iontové barvivo, k te ré vstupuje 

přes plazmatickou m e m b r á n u a akumuluje se v lysozomech. Úměrně s narůs ta j íc ím 

p o č t e m poškozených nebo m r t v ý c h buněk se snižuje množs tv í navázaného barviva. 

Čím je výsledná intenzita zbarvení vzorku vyšší, t í m je p ř í t omno větší množs tv í 

ž ivotaschopných buněk. Test je vyhodnocen spektrofotometricky, proto jej někteř í 

au toř i řad í do kolorimetrických tes tů . [17] 

2.2.2 Kolorimetrické metody 

Princip kolorimetrických metod spočívá v měření biochemického markem, k t e rým 

se hodno t í metabol ická akt ivi ta buňky. Používají se činidla, k t e rá se barevně projeví 

v závislosti na viabili tě buňky. Kolorimetrické měření se provádí pomocí spektrofo­

tometru. [11] 

M T T test je založený na redukci ž luté tetrazoliové soli M T T 3-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-difentyltetrazolium bromidu na fialový krystal ický produkt formazan (Obr. 

2.2). P ř e m ě n a p rob íhá pomocí mi tochondr iá ln ích enzymů živých buněk. Formazan 

neprochází přes buněčné membrány , a proto se h r o m a d í ve zdravých buňkách . Po té 

se do vzorku p ř idá solubilizační roztok, k te rý formazan rozpust í . T í m vzniká ba­

revný roztok, k te rý je vyhodnocen absorpční spektrofotometr i í . P la t í , že čím vyšší 

je absorbance (čím vyšší je koncentrace formazanu- tmavš í barva), t í m se ve vzorku 

nachází více životaschopných buněk. Díky své jednoduchosti, bezpečnost i a vysoké 

reprodukovatelnosti je j edn ím z nej používanějších t e s tů v měření viabil i ty buněk. 

Nevýhodou je nutnost rozpustit krystalky formazanu. [11, 18, 19] 

Ve studii au toř i Stockert a kol. p o d r o b n ě zkoumali mechanismy a lokalizaci 

p růběhu M T T testu v buňkách HeLa. Tetrazoliová sůl M T T se usazovala hlavně 

v endoplazmat ickém retikulu a mitochondri ích. P ř e m ě n a na formazan probíha la 

v cy toplazmě a endoplazmat ickém retikulu za účast i dehydrogenáz a N A D H jako 

koenzymu. Redukovaný formazan se pak hromadil v lipidových kapkách, což bylo 

exper imentá lně potvrzeno zvýšenou akumulac í v buňkách ošetřených emulzemi slu­

nečnicového oleje, tedy v buňkách s vysokým obsahem lipidových kapek. [20] 
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p N A D H NAD + P 
Mitochondriální reduktáza 

M T T 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-d i fenty l tet razol ium 
bromid 

Formazan 
((E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

1,3-difentyl formazan) 

Obr. 2.2: Redukce M T T na formazan. (Přeloženo z: [15]) 

Alternativou k M T T testu je M T S , X T T , W S T - 1 a W S T - 8 test, ve k terých do­

chází v důsledku mi tochondr iá ln í aktivi ty živých buněk k p řeměně tetrazoliové soli 

na ve vodě rozpus tný barevný formazan, jehož množs tv í je p ř ímo úměrné p o č t u 

živých buněk a lze ho ihned spektrofotometricky stanovit. J e d n á se o rychlé, jed­

noduché a senzit ivní metody vykazující menší toxicitu vůči b u ň k á m ve srovnání s 

M T T testem. Tetrazoliová sůl X T T je redukována na oranžový formazan, používá 

se k měření proliferace buněk a k určení cytotoxicity. Testy M T S , W S T - 1 a W S T - 8 

mají kra tš í inkubační dobu a nej citlivějším testem je W T S - 8 , k te rý je citlivý zejména 

při neu t r á ln ím p H . [11, 19] 

Dále se ke kolor imetr ickým t e s t ů m řadí L D H test, jehož principem je měření 

volné l ak tá tdehydrogenázy ( L D H ) , k t e rá se uvolňuje z poškozených buněk. L D H je 

enzym p ř í t omný v cytoplazmě buňky. Pokud klesá životaschopnost buňky, zvyšuje 

se permeabilita p lazmat ické m e m b r á n y a L D H se přemisťuje do ext racelu lárního kul­

t ivačního média . V médiu L D H katalyzuje p řeměnu l a k t á t u na pyruvá t a současně 

dochází k redukci N A D + na N A D H . Po té , v p ř í tomnos t i diaforázy, N A D H trans­

formuje tetrazoliovou sůl I N T na červený formazan. Množs tv í červeného formazanu 

lze stanovit pomocí spektrofotometru. Sytost barvy odpovídá množs tv í uvolněného 

enzymu L D H a t í m také rozsahu buněčné smrti a poškození p lazmat ické membrány . 

[15, 21] 
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fyzikální nebo chemické působení O LDH LDH 

zdravá buňka 

LDH 

LDH LDH 

NAD* + laktát ^ pyruvát + NADH 

diaforáza 

NAD' + INT NAD* + formazam 

poškozená buňka 

Obr. 2.3: Chemická reakce při L D H tesu. Vzniklé množs tv í formazanu je př ímo 

úměrné rozsahu buněčné smrti. (Upraveno z: [21]) 

2.2.3 Fluorometrické metody 

Flourometr ické metody byly vyvinuty v 90. letech jako alternavita ke kolorimetric­

k ý m m e t o d á m a m e t o d á m využívající barviva. Zakládaj í se na š tepení nefluoresku-

jící sloučeniny (např. flourescein d iace tá t ) pomocí enzymů, k t e rá po š těpení začne 

fluoreskovať. Metody jsou j ednoduché a poměrně levné, ale s tudovaná lá tka může 

vykazovat v las tn í fluorescenci a t í m interferuje s výsledkem určující cytotoxicitu. 

[15] 

Alamr Blue test, známý též jako resazurin redukční test, je p ř ímý indikátor zdra­

vých buněk p ros t ředn ic tv ím detekce úrovně oxidace b ě h e m respirace. Netoxičnost 

vůči b u ň k á m , pros t ředí i už iva te lům předs tavuje významnou výhodu tohoto testu. 

Modrý, netoxický, slabě fluoreskující redoxní indikátor resazurin prostupuje buněč­

nou m e m b r á n o u . Živé b u ň k y ho redukují na růžový a silně fluoreskující resorufin, 

k te rý ext rahuj í do okolního média , čímž mění jeho barvu. Intenzita fluorescence 

odpovídá p o č t u metabol ický akt ivních buněk. [11] 

Mezi fluorometrické metody se řadí test s fluorescein d iace tá t em ( F D A ) hodno­

tící ž ivotaschopnost buněk v závislosti na akt iv i tě esteráz. Pro zachování aktivity 

esteráz je nezbytné cytoplazmat ické prost ředí , k te ré může zajistit pouze neporušená 

a zdravá buňka . Netoxická sloučenina F D A prochází do b u ň k y přes buněčnou mem­

bránu , tam se mění za enzymat ického účinku esteráz na fluorescein, k t e rý zeleně 

fluoreskuje a je detekován měřen ím fluorescence nebo absorbance vzorku. Výsledek 

je určen detekovaným rozdílem mezi fluoresceinem produkovaným živými b u ň k a m i a 

fluoresceinem produkovaným s ta t ickými nebo m r t v ý m i buňkami . K v ý h o d á m pa t ř í 

rychlost metody, n icméně př i testu mohou nastat dva potencionáln í problémy spo­

jené s obsahem kul t ivačního média . Kvůli nesprávnému složení dochází k hydrolýze 
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F D A na fluorescein, což způsobuje, že m r t v é b u ň k y jsou považovány za živé, nebo 

naopak složky média t l umí fluorescenci, což vede k tomu, že živé b u ň k y jsou považo­

vány za mr tvé . A b y se tyto problémy minimalizovaly, doporučuje se zředit m é d i u m 

a vyvarovat se použi t í složek, k te ré podporu j í hydrolýzu F D A . [11, 22] 

K dalš ím ind iká to rům viabil i ty buněk pa t ř í měření aktivity pro teáz , protože 

pokud dojde k zániku buňky, akt ivi ta pro teáz rychle zmizí. Nedávno byl vyvinut 

fluorogenní subs t rá t pro p ro teázy glycylfenylalanyl-aminofluorokumarin ( G F - A F C ) , 

k te rý selektivně detekuje jejich aktivitu. P ron iká do živých buněk , kde se v cyto-

plazmě mění působen ím aminopep t idáz na aminofluorokumarin ( A F C ) za vzniku 

fluorescenčního záření, k teré je t í m p á d e m úměr né p o č t u živých buněk. Metoda 

dobře funguje v kombinaci s j inými metodami, např . A T P testem. [14] 

2.2.4 Luminometrické metody 

Luminometr ické testy poskytuj í rychlé a j ednoduché určení proliferace buněk a 

cytotoxicity. Obvykle se provádí na dest ičkách (96-well/384-well microtiter plate) 

a vzniklý konečný signál, typu záření, se detekuje pomocí luminometr ické čtečky 

mikrodest iček. Pozoruhodnou vlas tnos t í luminometr ických metod je perz is ten tn í a 

s tabi lní konečný signál vznikající po př idán í činidla. Díky tomu lze ze stejné jamky 

určit jak ž ivotaschopnost , tak hodnoty cytotoxicity. 

V biologických sytémech hraje A T P důleži tou roli při výměnách energie. Je př í to­

men ve všech metabol ický akt ivních buňkách , k teré ho pot řebuj í k přežit í . Větš ina 

A T P se nachází uvn i t ř buněk a účas tn í se ka tabol ických a anabol ických procesů. 

Jakmile poškozená b u ň k a zt rácí integritu buněčné membrány , z t rácí i schopnost 

syntetizovat A T P a t í m hladina cytoplazmat ického A T P výrazně klesá. Proto je 

jeho množs tv í v ý z n a m n ý m mar keřem viabil i ty buněk a tento mar ker je klíčový pro 

mnoho metod. [23] 

Nejvíce se využívá A T P test (p růběh testu znázorněn na Obr. 2.4), při k t e rém 

dochází k lýze buněk působen ím vhodného detergentu a t í m k uvolnění cytoplazma­

tického A T P . Uvolněné A T P reaguje s luciferinem, kyslíkem a za p ř í tomnos t i enzymu 

luciferázy a iontů M g 2 + vzniká oxyluciferyn a luminiscenční záření . Existuje l ineární 

vztah mezi intenzitou luminiscenčního záření a koncentrací A T P , tedy p o č t e m živých 

buněk. Tato metoda je nejrychlejší, nejvíce senzit ivní a méně náchylná k a r t e fak tům 

v porovnán í s o s t a tn ími metodami určujícími životaschopnost buněk . Luminiscenční 

záření dosáhne s tabi lního stavu a ustá l í se do 10 minut po př idán í činidla. [11, 23] 
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Obr. 2.4: Schématické znázornění A T P testu. Počet živých buněk je p ř ímo úměrný 

intenzi tě vzniklého luminiscenčního záření. (Upraveno z: [15]) 

Nedávno byla vyvinuta nová metoda k měření p o č t u životaschopných buněk v 

reá lném čase. Metoda využívá luciferázu a malou molekulu p ro - subs t r á tu (nejedná 

se však o subs t r á t luciferázy). P ro - subs t r á t i luciferáza se přidaj í p ř ímo do kul t i ­

vačního média , kde maj í fuknci činidla. Živé buňky, k teré jsou metabol ický akt ivní , 

redukují p ro-subs t rá t na subs t rá t , s k t e r ý m reaguje luciferáza a vytvoř í se tak lumi­

niscenční záření . Měření p rob íhá dvěma způsoby: bud až na konci experimentu nebo 

v kont inuá ln ím režimu, kdy je luminiscenční záření ze vzorku opakovaně detekováno, 

tud íž dochází ke sledování p o č t u buněk v čase. [11] 
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3 Scratch assay 
Scratch assay je j ednoduchá , nízkonákladová a p ropracovaná metoda pro měření 

migrace buněk in vitro. Pomocí pipety se v monovrs tvě buněk vytvoř í r ý h a a ná­

sledně se v pravidelných časových intervalech mikroskopicky sledují buňky, k te ré se 

snaží rýhu zacelit. Mikroskopické pozorování p rob íhá až do chvíle, než se buněčná 

spojení zcela obnoví. Vyhodnocuje se mí r a migrace buněk směrem do rýhy. Pro 

hodnocení v l ivu exprese exogenních genů na migraci jednot l ivých buněk existuje 

metoda in vitro scratch assay v kombinaci s mikroinjekcí nebo genovou trasnfekcí. 

Migrace jednot l ivých buněk je sledována pomocí časosběrné mikroskopie a softwaru 

pro analýzu obrazu. 

Metoda do j is té míry napodobuje migraci buněk in vivo. Např ík lad pokud v 

krevních cévách dojde k ods t r aněn í části endotelu, tak endotelové b u ň k y migrují 

do poškozené oblasti, aby r ánu uzavřely. Narozdíl od j iných metod před testem 

nedochází k porušení mezibuněčné komunikace a komunikace mezi b u ň k a m i a ex-

t racelu lární matrix ( E C M ) . Mez i nevýhody se řadí časová náročnos t (buňky vytvoří 

monovrstvu za 1-2 dny, rýhu uzavřou za 8-18 hodin), nutnost precizního zhotovení 

rýhy v monovrs tvě buněk a spo t ř eba velkého množs tv í buněk a chemikálií . [24] 

Obr. 3.1: Snímky lidských endotelových buněk z pupečníkové žíly ( H U V E C ) poří­

zené v různých časových intervalech po wound healing scratch assay. S narůs ta j íc ím 

časovým inetrvalem dochází k zacelení vytvořené rýhy. Měří tko je 120 um. (Převza to 

z: [25]) 
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4 Buněčné linie 
Pro srovnání bylo studium v l ivu nanočás t ic oxidu z inečnatého na migraci buněk pro­

vedeno na dvou buněčných liniích, na nenádorové buněčné l in i i NIH-3T3 a nádorové 

Saos-2. 

4.1 Buněčná linie NIH-3T3 

Buněčná linie NIH-3T3 je získávána izolací firoblastů myšího embrya. Fibroblasty 

jsou nej důležitějším typem buňek v pojivové tkán i , protože produkuj í složky E C M , 

především kolagen typu I. a III. a t í m určují architekruru tkán í . J e d n á se o he­

terogenní b u ň k y vyvíjející se do různých buněčných t y p ů v závisloti na okolním 

prostředí . Dále se podílejí na procesu hojení ran, k te rý se skládá ze t ř í částí: zá­

ně tu , proliferace a remodelace, b ě h e m které se fibroblasty aktivují a t ransformují na 

myofibroblasty. [26] 

Poprvé tuto l in i i izolovali roku 1962 na Lékařské fakultě newyorské univerzity 

dva vědci, George Torado a Howard Green, z fibroblastů N I H švýcarských myších 

embryí . [27] Název NIH-3T3 byl odvozen z „protokolu 3T3" (angl. „3-day transfer, 

inoculum 3 • 10 5 cells"), podle k te rého byly p r imárn í b u ň k y myších fibroblastů kul­

tivovány. Po 3 denní kultivaci (první „3") bylo 3 • 10 5 buňek (d ruhá „3") přeneseno 

(„transfer") do nové kul t ivační lahve. [28] 

J e d n á se o adheren tn í b u ň k y tvořící monovrstvu. Jsou snadno udržovate lné v in 

vitro podmínkách , proto se hojně využívají v buněčném a molekulá rn ím výzkumu. 

[26, 27, 28] 

4.2 Buněčná linie Saos-2 

Buněčná linie Saos-2 je jednou z buněčných linií l idského osteosarkomu. Osteosar-

komy jsou zhoubné kostní nádory skládající se z buněk s abnormáln ími molekulo­

vými a buněčnými funkcemi. Dochází u nich k narušení exprese extracelulárních 

mat r ixových prote inů, což způsobuje změny v osteoidu a vede k histologickým a 

imunohis tochemickým odl išnostem ve srovnání s no rmá ln ím osteoidem. [29] 

B u ň k y osteosarkomu se od kostních buněk (osteoblastů) liší morfologií, pozměně­

nou komunikací mezi b u ň k a m i a absencí inhibice kontaktu, t í m p á d e m nedochází k 

regulaci rů s tu a netvoř í pouze monovrstvy. Sdílejí i vlastnosti os teoblas tů jako je ak­

t iv i ta alkalické fosfatázy (u buněk osteosarkomu vyšší) , p ř í tomnos t P T H receptoru, 

syntéza a sekrece kolagenu typu I. a produkce mineral izované E C M . [29, 30] 

Saos-2 byly poprvé popsány v roce 1975. Kromě celosvětové dostupnosti je jejich 

velkou výhodou , že jsou dobře zdokumentovány a umožňují získat poměrně velké 

množs tv í buněk v k r á t k é m čase. Běžně se využívají ke studiu chování kostních ná­

dorů. [29, 31] 
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5 Praktická část 
Cílem prakt ické části bakalářské práce bylo provést kultivaci dvou buněčných linií, 

NIH-3T3 z myších embryí a Saos-2 z osteosarkomu. Následně stanovit cytotoxicitu 

nanočás t ic oxidu z inečnatého s ohledem na jejich koncentraci a typ buňek. Obě 

buněčné linie byly podrobeny expozici N P s ZnO a následně byl proveden M T T test, 

k te rý posoudil mí ru cytotoxicity. Podle dosažených výsledků byly vyb rány vhodné 

koncentrace NPs , k te ré byly použi ty na Scratch assay test. Výsledné snímky ze 

Scratch assay testu byly vyhodnoceny pomocí aplikace pro zpracovávání obrazů. 

5.1 Použité materiály a přístroje 

5.1.1 Použité přístroje a pomůcky 
• l aminárn í box - B I O A I R Euroclone A u r a M i n i 

• inkubá to r - Memmert ICOmed 

• inverzní mikroskop - Nikon Eclipse T S 100 

• centrifuga - Hettich E B A 20 

. vodní lázeň - J U B A L O E D 5 

• lednička - Liebherr 

• mrazák - Liebherr 

• vortex - I K A 

• min i t řepačka - M S 3 digital 

. spektrofotometr - C O U L T E R 

• mikroskop s fázovým kontrastem - Leica D M i 8 

• u l t razvukový homogenizá tor - Bandelin Sonopuls H D 3200 

• au tomat ické pipety v různém rozsahu objemu - H T L Discovery Comfort 

• pipetovací špičky 

• p ipe tový dávkovač - Eppendorf Easypet 

• sérologické pipety (5 ml) 

• kul t ivační lahvičky (25 cm 2 ) - Biofi l , Sigma 

• centrifugační zkumavky (15 ml) 

• 96-jamkové destičky - Thermo Scientific 

• mikrozkumavky (1,5 ml) 

• Pausterovy pipety (3 ml) 

• Petriho misky (o p r ů m ě r u 32,8 mm) - Deltalab 

• kád inka na odpad, láhev na t eku tý odpad 
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5.1.2 Použité chemikálie a média 

• kul t ivační m é d i u m pro NIH-3T3 (Dulbeccovo modifikované Eagleho m é d i u m 

( D M E M ) high glucose, 5% fetální bovinní sé rum (FBS) , 1% penicilin-streptomycin) 

• kul t ivační m é d i u m pro Saos-2 ( D M E M high glucose : Ham's F-12 (1:1), 10% 

F B S , 1% penicilin-streptomycin) 

. ethanol 70% 

• fosfátový pufr (PBS) 

• trypsin + kyselina e thy lend iamin te t raoc tová ( E D T A ) 

• thiazolyl blue tetrazolium bromide ( M T T ) 

• N P s ZnO: po tažené polyvinylpyrollidonem, ve formě prášku , velikost v rozmezí 

60-120 nm, měření bylo provedeno pomocí dynamického rozptylu světla (DLS) 

. dimethylsulfoxid ( D M S O ) 

• hexametafosfát sodný ( S H M P ) 

• fibronektin 

Všechny chemikálie pochází od společnosti Sigma-Aldrich. 

5.2 Kutivace a pasážování buněk 

Př i práci s b u ň k a m i je důležité sterilní pros t ředí , proto jsou před manipulac í s n imi 

všechny pomůcky a povrchy vydenzifikovány ethanolem. Po ukončení práce je pra­

covní plocha dekontaminována U V světlem. 

P ř e d zahájením kultivace je p o t ř e b a rozmrazit buňky. Nejprve se kryozkumavka 

se zamraženými b u ň k a m i zahřeje na pokojovou teplotu. Popíše se kul t ivační lahvička 

(typ buněk , číslo pasáže, číslo předchozí pasáže , datum). Po té se do ní p ř idá zah řá t é 

m é d i u m a urč i tý objem buněk z kryozkumavky. Její obsah je resuspendován a buňky 

jsou zkontrolovány pod inverzním mikroskopem (tvar, koncentrace, nečis toty) . Po 

sterilizaci lahvičky ethanolem je vložena do inkubá toru . 

Kultivace buněk musí p rob íha t za speciálních podmínek , k teré zajišťuje inkubá­

tor. I nkubá to r udržuje teplotu na 37 °C, vysokou vlhkost (85-95%) a koncentraci 

CO2 (5%). Kromě toho je pro růs t buněk důležité kul t ivační m é d i u m obsahující ži­

viny a vytvářející vhodné pros t ředí pro růs t . B u ň k y rostou v kult ivačních nádobách 

až do dosažení vysokého procenta konfluence, tj. stavu, kdy b u ň k y zaplní povrch 

dna nádoby a dostanou se do vzá jemného kontaktu. V t é to fázi je nezbytné buňky 

přenést (pasážovat) do nové kul t ivační nádoby. 

Kult ivované b u ň k y se 2x t ýdně kontrolovaly pod inverzním mikroskopem. V pří­

padě nižšího procenta konfluence se pouze vyměni lo s ta ré m é d i u m za m é d i u m nové, 

v opačném př ípadě se provedla pasáž . Po t ř ebné roztoky byly před použ i t ím zahřá tý 

ve vodní lázni na 37°C. 
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Postup pasáže: 

1. Z kul t ivační lahvičky odsá t s ta ré méd ium. 

2. P ř i d a t 3 m l P B S pufru, k t e rý opláchne b u ň k y od média a pufr odsá t . 

3. Pro oddělení buňek ode dna p ř ida t a rozprost ř í t po dně 1 m l trypsinu. K u l t i ­

vační lahvičku umís t i t na 2 minuty do inkubá toru . 

4. Po inkubaci provést mikroskopickou kontrolu buňek (zakulacení buněk, plavání 

v médiu) . Pokud je nu tné , tak b u ň k y ze dna j emně mechanicky sklepat. 

5. P ř i d a t 3 ml kul t ivačního média (inaktivace trypsinu), b u ň k y šetrně resuspen-

dovat (5-7x). 

6. Buněčnou suspenzi (4 ml) přepipe tovat do centrifugační zkumavky (15 ml). 

7. Centrifugace při 1000 o t á č k á c h / m i n po dobu 5 minut. 

8. Odstranit z centrifugační zkumavky supernatant, n u t n é dávat pozor na pelet 

buněk, aby nedošlo k jeho odsát í . 

9. Do centrifugační zkumavky p ř ida t 1 m l média a b u ň k y resuspendovat. 

10. Pomocí Búrkerovy komůrky urči t množs tv í buněk v buněčné suspenzi. 

11. Do nové kul t ivační lahvičky p ř ida t m é d i u m a množs tv í buněk odpovídající 

vhodné koncentraci (nasazovalo se NIH-3T3: 150 ul , Saos-2: 280-300 ul). Lah­

vičku popsat (typ buněk, číslo pasáže, datum, koncentrace buněk) . Buňky 

zkontrolovat pod mikroskopem a vložit do inkubá toru . 

5.2.1 Počítání buněk v Bůrkerově komůrce 

Búrkerova komůrka je speciálně upravená skleněná destička, k t e rá m á dvě počí tací 

plochy s vyrytou mřížkou o přesně definovaných rozměrech (viz Obr. 5.1). Mřížku 

tvoř í 9 větších čtverců oddělených 3 d rážkami (každý o ploše 1 m m 2 ) , k teré jsou dále 

rozděleny do 16 menších čtverců oddělených 2 drážkami . Pro rozlišení živých buněk 

od m r t v ý c h se p řed poč í t án ím př idá do buněčné suspenze barvivo (např. t rypanová 

m o d ř ) . 

Postup poč í t án í buněk v Bůrkerově komůrce: 

1. Do mikrozkumavky napipetovat 20 ul buněčné suspenze a p ř ida t 20 ul trypa-

nové modř i . 

2. Objem mikrozkumavky nanés t na horn í i dolní počí tac í plochu Búrkerovy 

komůrky a př ikrý t krycím sklíčkem. 

3. P r e p a r á t vložit pod mikroskop a spočí ta t b u ň k y (počítaj í se b u ň k y uvni t ř 

čtverce a ty, k teré leží nebo se dotýkaj í pouze dvou vybraných sousedních 

stran čtverce) . 

4. Pomocí vzorce (5.1) urči t poče t buněk v 1 m l buněčné suspenze. 

Vzorec pro určení p o č t u buněk v 1 m l suspenze: 

X 
a •1000 • d 

n-V 
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kde X je koncentrace buněk v 1 m l suspenze, a je celkový počet napoč í t aných buněk, 

d je ředění suspenze (2), n je počet spočí taných čtverců a F je objem poč í t aného 

ú tvaru . V experimentu byly b u ň k y poč í t ány v 16 čtvercích, tud íž n = 16 a V = 

0,004 m m 3 . 

i h ii n m h li li i n li m m I I I M M I I W = 

-il—II II II III II II II III II II II III 

Obr. 5.1: Búrkerova komůrka s detailem počí tac í mřížky. Plocha čtverce A je 0,04 

m m 2 , obdélníku B 0,01 m m 2 a nejmenšího čtverce C 0,0025 m m 2 . (Převza to z: [32]) 

5.3 M T T test 

Pro M T T test byla použ i t a 96- jamková destička. Dest ička je tvořena dvanáct i 

sloupci (1-12) a osmi ř ádky (A-H) . P r v n í čtyři ř á d k y destičky byly použi ty pro 

buněčnou l ini i NIH-3T3 , d r u h á polovina destičky pro Saos-2. N a destičce byly vy­

hrazeny 2 sloupce pro kontrolu. P r v n í sloupec byl použi t jako negat ivní kontrola 

(Obr. 5.2), proto do něj nebyly nasazeny nanočás t ice , ale byly v něm pouze buňky 

a méd ium, viabi l i ta buněk v n ě m byla nejvyšší. V pos ledním sloupci zůs ta ly čtyři 

jamky úplně prázné (3., 4., 7. a 8. řádek ), tud íž sloužily jako blank. Zbylé čtyři 

jamky byly využi ty k ověření úč inku S H M P na buňky. U d ruhého a t ř e t ího M T T 

testu byl do celého 12. sloupce nap ipe tován S H M P , jako blank byly využi ty hodnoty 

z předcházejícího experimentu. 

5.3.1 Příprava na M T T test 

První den 

V závislosti na zj ištěném množs tv í buněk v buněčné suspenzi byl spoč í tán její objem 

a objem zah řá t ého kul t ivačního média po t ř ebný pro nasazení do jamek destičky. U 

NIH-3T3 se počí ta lo s 5 • 10 4 b u ň k a m i na 1 c m 2 , u Saos-2 kvůli jejich pomalejš ímu 

růs tu s dvojnásobkem, tedy s 10 • 10 4 b u ň k a m i na 1 c m 2 . Vypočí tané množs tv í bylo 
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napipe továno do centrifugační zkumavky a její objem byl Pausterovou pipetou re-

suspendován. Dále byla nově zhotovená buněčná suspenze rozpipe tována po 200 ul 

do každé jamky. Po napipe tování jednoho sloupce (4 jamky) byl vždy objem centrifu­

gační zkumavky opě t resuspendován a po t é se pokračovalo nadcházej ícím sloupcem. 

V pos ledním sloupci se poslední dvě jamky nechaly p rázdné (NIH-3T3: v 3. a 4. 

řádku , Saos-2: v 7. a 8. ř á d k u ) . Pro zajištění rovnoměrného rozpros t ření buněk byla 

buněčná suspenze v j a m k á c h resuspendována. Nakonec byly b u ň k y zkontrolovány 

pod mikroskopem a dest ička vložena do inkubá toru . 

Druhý den 

Po dvou dnech byly do destičky aplikované nanočás t ice oxidu z inečnatého. N P s ZnO 

rozpuš těné v demineral izované vodě byly v centr igučních zkumavkách společně se 

S H M P (1:5). Kvůli jejich spon tánn í agregaci je bylo nu tné před použ i t ím rozmíchat 

za působení ultrazvuku. 

96-jamková dest ička byla mikroskopicky zkontrolována. Potom bylo odsá to s taré 

m é d i u m a p ř idáno m é d i u m nové: 1. sloupec 200 u l , 2.-11. sloupec 100 u l , 12.sloupec 

180 ul + 20 ul S H M P (koncentrace 0,2 mg/ml) . B u ň k y byly zkontrolovány pod 

mikroskopem a dest ička vložena do inkubá toru . 

Do s to jánku bylo př ipraveno 20 mikrozkumavek (10 pro každou buněčnou l inii) . 

Do každé bylo nap ipe továno odlišné množs tv í roztoku obsahujícího rozpuš těné N P s 

ZnO (podle Obr. 5.2). Množstv í N P s v jednot l ivých sloupcích odpovídalo koncen­

t r ac ím v rozmezí 15-60 ug /ml , př ičemž mezi jednot l ivými hodnotami byl rozdíl 5 

ug /ml . Škála koncentrací byla u rčena z výsledků předchozího M T T testu, při k t e rém 

byla vyzkoušena reakce buněk NIH-3T3 na N P s ZnO ve 22 různých koncentracích 

v rozsahu 0-60 ug /ml . Nakonec bylo do mikrozkumavky nap ipe továno odpovídající 

množs tv í média , aby byl objem dorovnán na 500 ul . K a ž d á mikrozkumavka byla 

zamíchána na vortexu a p o t é rozpipe tována po 100 ul do 4 jamek ve sloupci, za­

čalo se od 2. sloupce a desá t á mikrozkumavka vyšla na sloupec 11. B u ň k y byly 

zkontrolovány pod mikroskopem a vloženy do inkubá toru . 
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Obr. 5.2: Schéma 96-jamkové destičky pro aplikaci roz toků a buněčných linií. 

5.3.2 Postup a výsledek M T T testu 

M T T test byl proveden 3. den (po dvou dnech př ípravy) . 

1. Do centrifugační zkumavky př ida t 4,8 m l média a 480 ul M T T . (Do jedné 

jamky 100 fil média + 10 jíl MTT, pro každou buněčnou linii počítat pro 48 

jamek.) 

2. Zamíchat pomocí vortexu. 

3. Vy táhnou t 96-jamkovou dest ičku z inkubá to ru a mikroskopicky zkontrolovat 

buňky. 

4. Odsá t s taré m é d i u m z jamek a p ř ida t do jamky 110 ul namíchaného média s 

M T T . 

5. Zkontrolovat b u ň k y pod mikroskopem a vložit do inkubá toru . 

6. Po 4 hodinách inkubace b u ň k y mikroskopicky zkontrolovat (vytvořené fialové 

krystalky), odsá t z jamek m é d i u m a p ř ida t do nich 100 ul D M S O . 

7. Položit 96-jamkovou dest ičku na mikro t řepačku a po té vložit do spektrofoto­

metru. 

96-jamková dest ička byla spektrofotometricky analyzována při vlnové délce 570 nm. 

Výsledkem M T T testu je absorbance, k t e rá je p ř ímo ú m ě r n á viabili tě buněk. 
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5.4 Scratch assay 

Pro Scratch assay test byly podle výsledků M T T testu vyb rány 3 koncentrace N P s 

ZnO, nejvyšší koncentrace odpovída la hodno tě I C 5 0 pro NIH-3T3 . Pracovalo se tedy 

se č tyřmi vzorky, z nichž jeden byl kontrolní . Kvůli p rob lému s odlepováním větších 

shluků buněk NIH-3T3 ze dna Petriho misky při vy tvářen í rýhy bylo p o t ř e b a před 

experimentem dno misky pokrý t fibronektinem. 

5.4.1 Příprava na Scratch assay 
Do misky byl p ř idán P B S a fibronektin (v celkovém objemu 830 ul , 1 ug /cm 2 ) . 

Roztok byl rozpros t řen po celé ploše misky a miska byla vložena do inkubá to ru na 

30-60 min. Mezi t ím byla provedena pasáž. Po up lynu t í času byly misky v y t á h n u t y z 

inkubá to ru a byl z nich odsán roztok. Po té byly misky p rop láchnuty P B S , k te rý byl 

následně ods t raněn . U misek pro Saos-2 se pokrývaní fibronektinem neprovádělo, 

udělala se pouze pasáž buněk. 

Do p rázdné misky byly nap ipe továny 2 ml média a množs tv í buněčné suspenze 

odpovídající koncentraci 6 • 10 4 b u n ě k / c m 2 (NIH-3T3) a 6,5 • 10 4 b u n ě k / c m 2 (Saos-

2). Objem misky by l resuspendován. Misky byly popsány - typ buněk, datum, pořad í 

(1-4). Nakonec byly b u ň k y mikroskopicky zkonrolovány a vloženy do inkubá toru . 

5.4.2 Postup Scratch assay 
1. V misce do adherovaných buněk uděla t špičkou pipety rýhu. 

2. Odsá t m é d i u m s uvolněnými b u ň k a m i . 

3. P rop láchnou t P B S a následně ho odsá t . 

4. P ř i d a t 2 ml média a poř ídi t sn ímky z rýhy na mikroskopu s fázovým kontras­

tem (snímky z 0 hodin). 

5. Do kontrolního vzorku p ř ida t 500 ul média . Do os ta tn ích misek př ida t m é d i u m 

s N P s ZnO v urči té koncentraci - 2. 15 ug /ml , 3. 25 u g / m l a 4. 50 ug /ml . 

6. B u ň k y zkontrolovat pod mikroskopem a vložit do inkubá toru . 

7. Po 24 hodinách poř ídi t sn ímky z rýhy na mikroskopu s fázovým kontrastem 

(snímky z 24 hodin). 
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6 Výsledky a jej ich zpracování 

6.1 Kultivace buněk 

Prak t i cká část byla zaměřena na kultivaci fibroblastických NIH-3T3 a nádorových 

Saos-2. B u ň k y byly kult ivovány podle postupu v kapitole 5.2. Během kultivace byly 

zhotoveny snímky, k te ré jsou zobrazeny níže (viz Obr. 6.1 a Obr. 6.2). B u ň k y obou 

buněčných linií maj í vře tenovi tý tvar s výběžky a oválné j ád ro . Během kultivace však 

NIH-3T3 v porovnán í se Saos-2 dosahovaly rychleji konfluence vhodné pro pasáž . 

Obr. 6.1: Mikroskopický snímek buněčné linie NIH-3T3 v měř í tko 100 um. 

Obr. 6.2: Mikroskopický snímek buněčné linie Saos-2 v měř í tko 100 um. 
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6.2 M T T test 

Dalš ím bodem prakt ické části bylo provedení M T T testu. Spektrofotometrickou ana­

lýzou byly při vlnové délce 570 nm získány hodnoty absorbance jednot l ivých jamek 

z 96-jamkové destičky. Dest ička po analýze je zobrazena na Obr. 6.3. 

Obr. 6.3: 96-jamková dest ička po spektrofotometr ickém vyhodnocen í M T T testu. 

Intenzita barvy v jednot l ivých j a m k á c h dest ičky je p ř ímo ú m ě r n á viabili tě buněk. 

Č ím je viabil i ta nižší, t í m je barva světlejší. 

Jednot l ivé hodnoty absorbance byly dále zpracovány. P r v n ě se ze čtyř hodnot 

odpovídajících j edné koncentraci N P s ZnO a j edné buněčné l in i i odstranila hodnota, 

k t e rá se nejvíce lišila od os ta tních. Ze zbývajícíh t ř í byl vypoč í t án ar imet ický p růměr 

a od něj byl odeč ten ar i tmet ický p r ů m ě r blanku (ze dvou hodnot, eventuálně z 

hodnot blanku z předchozích měření) . Následně byla vyhodnocena viabil i ta buněk 

vztahující se k nega t ívmi kontrole, dle vzorce: 

A v z o r k u , v viabilita = 100 * — (6.1) 

kde A v z o r k u odpov ídá absorbanci daného vzorku a Aneg absorbanci negat ivní kontroly, 

tedy abrobanci, k t e rá předs tavuje 100% viabil i tu. 

Po té byl zhotoven graf závislosti viabil i ty buněk [%] na rostoucí koncentraci na-

nočást ic [ug/ml]. Grafy z jednot ivých měření jsou znázorněny na Obr. 6.4, 6.5, 6.6. 

Pro NIH-3T3 byly z grafů určeny a vyznačeny hodnoty IC50 neboli inhibiční koncen­

trace. IC50 p ředs tavuje koncentraci [ug/ml] N P s ZnO při k teré dochází k usmrcení 

50 % buněk. Pro Saos-2 byla tato hodnota zjištěna pouze z posledního grafu, prů­

sečík dvou př ímek byl získán pomocí l ineární regrese aplikované na poslední dvě 

hodnoty koncentrace N P s ZnO. V následující tabulce (viz Tab. 6.1) jsou vyobrazeny 

hodnoty I C 5 0 z provedených M T T tes tů . 
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Obr. 6.4: Graf závislosti viabil i ty buněk na koncentraci N P s ZnO. ( l . M T T test) 

Obr. 6.5: Graf závislosti viabil i ty buněk na koncentraci N P s ZnO. ( 2 . M T T test) 

Obr. 6.6: Graf závislosti viabil i ty buněk na koncentraci N P s ZnO. ( 3 . M T T test) 
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IC50 
číslo měření NIH-3T3 Saos-2 

1 48,515 ± 4,534 -
2 57,128 ± 4,534 -
3 50,341 ± 4,534 ±62 ,005 

Tab. 6.1: Přeh led hodnot I C 5 0 [ug/ml] z jednot l ivých M T T tes tů . U NIH-3T3 se inhi-

biční koncentrace ve d r u h é m experimentu liší od hodnot získaných v experimentu 

p rvn ím a t ř e t ím. U Saos-2 je koncentrace N P s ZnO p o t ř e b n á k usmrcení poloviny 

buněk vyšší než tes tovaná škála, nejvyšší t es tovaná koncentrace byla 60 ug /ml . 

Lze očekávat , že čím vyšší je koncentrace N P s ZnO, t í m více prokazují cytoto-

xický efekt vůči b u ň k á m , tedy s rous toucí koncentrací N P s ZnO životaschopnost 

buněk klesá. Zat ímco u NIH-3T3 tato skutečnost s občasnými výkyvy pla t í , u Saos-

2 lze pozorovat p rvo tn í větší spád, k te rý se ovšem po té drží na stejné úrovni a k 

dalš ímu poklesu už dochází min imálně . Tento jev lze pozorovat na Obr. 6.7. P ř i 

poslední tes tované koncentraci N P s ZnO je životaschopnost NIH-3T3 vždy menší 

než 50 %. 

ICO 

>c 60 

> 
40 

20 

NIH-3T3 
Saos-2 

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

Obr. 6.7: Srovnání cytotoxických účinků N P s ZnO ze všech M T T tes tů . 
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S využi t ím M T T testu byl také vyhodnocen vl iv S H M P (koncentrace 0,2 mg/ml) 

na životaschopnost buněk. S H M P neprokázal cytotoxické účinky vůči žádné z bu­

něčných linií. Životaschopnost buněk Saos-2 po př idán í S H M P byla 110,536 ± 6,372 

%, u buněk NIH-3T3 byla trochu nižší, odpovída la 90,871 ± 8,451 %. 6.8). 

130 i 1 

l.experiment 2.experiment 3.experiment 
Pořadí jednotlivých MTT testů 

Obr. 6.8: Výsledná viabil i ta buněk po př idán í S H M P . 

6.3 Scratch assay 

Posledním bodem prakt ické části bylo provedení Scratch assay. Pro test byly vy­

brány koncentrace N P s ZnO vycházející z předchozích M T T tes tů . B y l a zvolena kon­

centrace 50 ug /ml , k t e rá odpovída la IC50 pro NIH-3T3, dále polovina zmíněné inhi-

biční koncentrace, předposlední vzorek obsahoval 15 u g / m l a poslední vzorek nano-

částice neobsahoval. Získané snímky byly vyhodnoceny softwarem ImagineJ F i j i [33] 

za pomocí nás t ro jů Wound healing size tool.ijm, k te rý je dos tupný na: h t t p s : / / 

g i t h u b . c o m / A l e j a n d r a A r n e d o / W o u n d - h e a l i n g - s i z e - t o o l / w i k i # w o u n d - h e a l i n g - s i z e - t o o l . 

a nás t ro je M R I W o u n d H e a l i n g T o o l . i j m , k te rý je dos tupný na: h t t p s : / / g i t h u b . 

com/Mon tpe l l i e rRes sou rce s Image r i e / image j_mac ros_and_sc r ip t s /w ik i /Wound-Hea l ing -T( 

Nást ro je lze př ispůsobi t pro analýzu jednot l ivých sn ímků i obrazových sekvencí. 

P r v n í nás t ro j umožňuje analýzu fluorescenčních, fázově kont ras tn ích sn ímků i sn ímků 

ze světelného pole. B y l použi t na sn ímky z 0 hodin, u k terých byla změřena šířka rýhy 

[um] a plocha rýhy [%, um 2 ] . Druhý nás t ro j by l více vhodný na snímky z 24 hodin, 

sice neměřil šířku rýhy, ale narozdíl od prvn ího nás t ro je měřil plochy jednot l ivých 

míst bez buněk zvlášť. V př ípadě , že nás t ro je nenadetekovaly plochu rýhy správně, 
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byla změřena ručně vyznačením jednot l ivých oblast í . Rozměry sn ímku byly nastveny 

podle nas tavení kofokálního mikroskopu (1,543 px /um; 1244,35x933,1). Získané vý­

sledky byly srhnuty do tabulek, k te ré se nachází v př í lohách (tabulka A . l , A . 2 , A . 3 , 

A .4 , A .5 ,A .6 ) . 

N a následujících s t r ánkách jsou vyobrazeny fázově kon t ras tn í sn ímky pořízené 

b ě h e m Scratch assay experimentu. N a Obr. 6.9 jsou snímky ze vzorků s b u ň k a m i 

NIH-3T3 , na Obr. 6.10 jsou snímky ze vzorků s b u ň k a m i Saos-2. Způsob organizace 

sn ímků je u obou buněčných linií stejný. V p r v n í m sloupci jsou snímky z 0 hodin 

po vytvoření rýhy, ve d r u h é m z 24 hodin po vytvoření rýhy. Každý řádek odpovídá 

sn ímkům ze stejné misky: 

• a), b) sn ímky z kontrolního vzorku 

• c), d) sn ímky z misky obsahující 15 u g / m l ZnO NPs 

• e), f) t ř e t í vzorek s 25 u g / m l ZnO N P s 

• g), h) miska obsahující 50 u g / m l ZnO N P s 

Modrou barvou je vyznačena detekce hranice mezi b u ň k a m i a rýhou vy tvořená v 

softwaru ImageJ-Fiji. U NIH-3T3 je na sn ímku po 24 hodinách v p rvn í misce plocha 

rýhy nejmenší , za t ímco ve č tv r té je největší. Plocha rýhy se zvětšuje společně se 

zvyšující se koncentrací ZnO NPs . U Saos-2 je na snímcích z 24 hodin po vytvo­

ření rýhy nade tekovaná plocha rýhy nejvíce odl išná ve č t v r t é m vzorku, ve zbylých 

vzorcích vypadá , že mají plochy rýhy p o d o b n é rozměry. 

40 



(a) (b) 



(a) (b) 



6.3.1 Statistické vyhodnocení Scratch assay testu 
Výsledné parametry ze Scratch assay byly vyhodnoceny s ta t i s t ickými testy. Jelikož 

byla plocha rýhy měřena v obou časových intervalech, byl tento parametr po rovnán 

v rámci jednot l ivých misek. Cílem bylo zjistit, jestli rozdí lná koncentrace N P s ZnO 

aplikovaná k b u ň k á m měla nebo neměla v l iv na jejich migraci. Pro statistickou 

analýzu a vizualizaci dat byl použi t program Statistica. 

Př i výbě ru s ta t is t ického testu pro srovnání více nezávislých výbě rů jsou testo­

vanými p ředpok lady nezávislost srovnávaných skupin, normáln í rozdělení p roměnné 

ve všech skupinách a shodný rozptyl ve všech skupinách (homogenita rozpty lů) . 

Pokud jsou p ředpok lady splněny, byl v y b r á n pa ramet r i cký test A N O V A . V opač­

ném př ípadě byly vyb rány neparamet r ické testy, jednalo se o Kruskalův-Wall isův 

test a mediánový test. Kruskalův-Wall isův test nesplňuje p ředpok lady o normal i tě 

dat nebo p ředpok lady o homogeni tě rozptylů, test porovnává mediány tes tovaných 

skupin. Mediánový test m á stejné p ředpok lady jako Kruskalův-Wall isův test, je 

doporučován při větš ím porušení homogenity rozptylů. Hlavní rozdíl mezi Kruskal -

Wall isovým testem a med iánovým testem spočívá v tom, že Kruskal-Wall isův test 

při v ý p o č t u porovnává pořad í všech hodnot mezi nezávislými skupinami, za t ímco 

mediánový test porovnává pouze hodnoty, k teré se nachází na jedné s t raně společ­

ného mediánu , není tedy vůči odlehlým h o d n o t á m citlivý. 

Pro ověření normality byl použi t Shapi rův-Wilkův test a pro ověření homogenity 

rozptylů Levenův test. Výsledkem sta t is t ických t e s tů byla p-hodnota, k t e r á určila, 

zda se nulová hypo téza zamí tne nebo po tvrd í . Nulová hypo téza byla zamí tnu ta , 

pokud byla p-hodnota rovná nebo menší než zvolená hladina významnos t i , tvz. a 

(a = 5 % = 0,05). 

Zaprvé byly s ta t i s tckými testy vyhodnoceny hodnoty plochy rýhy pro buňky 

NIH-3T3 získané ze sn ímků vytvořených v 0 a 24 hodinách. Z výsledků Sharpirova-

Wilkova testu (viz Tab. 6.2) nezamí t áme ani v jednom z p ř ípadů nulovou hypotézu, 

tud íž jsou data normálně rozložená. 

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

s t a t i s t i c k ý test 1. m i s k a 2. m i s k a 3. m i s k a 4. m i s k a 

Shapi rův-Wilkův test_0h 0,0949 0,2266 0,1547 0,9637 

Shapi rův-Wilkův test 24h 0,0697 0,2664 0,2921 0,4000 

U tes tovaných dat z 0 hodin se potvrdila homogenita rozptylů, a proto data 

mohla být vyhodnocena pa rame t r i ckým testem A N O V A . B y l a stanovena nulová H0 

a a l te rna t ivn í HA hypotéza : 

H0 : / x i = fi2 = A"3 = A*4, HA : / x i ^ A*2 ^ fJ>3 ^ A*4 (6.2) 
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kde je \ii s t řední hodnota plochy rýhy z 1. misky, //g s t řední hodnota plochy rýhy z 

2. misky, /x^ s t řední hodnota plochy rýhy ze 3. misky a s t řední hodnota plochy 

rýhy ze 4. misky. 

U tes tovaných dat z 24 hodin se ale homogenita rozptylů nepotvrdila, t akže byl 

použi t neparamet r i cký Kruskalův-Wall isův test. Bylo opět n u t n é stanovit nulovou 

Ho a a l t e rna t ivn í HA hypotézu: 

H 0 • £ i = /X 2 = # 3 = #4> H A - ^ l ^ ^ 2 ^ ^ 3 ^ # 4 ( 6 - 3 ) 

kde je medián z hodnot plochy rýhy z 1. misky, /_í2 medián z hodnot plochy rýhy 

z 2. misky, / i 3 medián z hodnot plochy rýhy z 3. misky a /x 4 medián z hodnot plochy 

rýhy z 4. misky. 

Výsledky jsou zaznamenány a graficky znázorněny (viz Tab. 6.3, Obr. 6.11). U dat 

z 0 hodin vyšla p-hodnota paramet r ického testu větší než hladina významnos t i , t ím 

p á d e m byla potvrzena nulová hypotéza , tedy po zhotovení drážek mezi hodnotami 

jejich ploch v jednot l ivých miskách nebyly statisticky v ý z n a m n é rozdíly. U dat z 24 

hodin byla výsledná p-hodnota menší než hladina významnos t i , tud íž plocha rýhy 

po 24 hodinách byla v jednot l ivých miskách odlišná. Mnohonásobným porovnán ím 

(viz Tab.6.4) lze prokáza t statisticky významné nebo nevýznamné rozdíly v datech. 

Tab. 6.3: Výsledné p-hodnoty z Levenova testu, A N O V Y a neparamet r ických t e s tů 

(Kruskalova-Wallisova a mediánova testu) (buněčná linie NIH-3T3) . 

s t a t i s t i c k ý tes t p - h o d n o t a 

Levenův test_0h 0,1077 

A N O V A _ 0 h 0,4420 

Levenův test_24h 0,0000 

Kruskalův-Wall isův test_24h 0,0000 

Mediánový test_24h 0,0000 

Tab. 6.4: Mnohonásobné porovnán í ploch rýh v miskách (NIH-3T3, sn ímky z 24 

hodin). 

1. m i s k a 2. m i s k a 3. m i s k a 4. m i s k a 

1. m i s k a 0,8771 0,0370 0,0000 

2. m i s k a 0,8771 1,0000 0,0000 

3. m i s k a 0,0370 1,0000 0,0051 

4. m i s k a 0,0000 0,0000 0,0051 
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Krabicový graf - NIH-3T3, snímky z 0 hodin 
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Obr. 6.11: Krabicové grafy ze s ta t is t ických t e s tů hodnot íc ích plochu rýhy v jednot­

livých miskách s buněčnou linií NIH-3T3: a) z 0 hodin, b) z 24 hodin. 
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Poté byly analyzovány s ta t i s t ickými testy hodnoty plochy rýhy vzorků, k teré 

obsahovaly b u ň k y Saos-2. Data byla opět sb í rána ve dvou časových intervalech. Př i 

tes tování normality je z a m í t n u t a nulová hypo téza obou sad vzorků těchto intervalů, 

p-hodnota je t éměř u všech nižší než 0,05. Pro tože data nejsou normálně rozložena 

(Tab. 6.5), neprovrovádíme kontrolu homogenity rozptylu, ale rovnou pokračujeme 

neparamet r i ckými testy (Tab. 6.6). 

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

s t a t i s t i c k ý test 1. m i s k a 2. m i s k a 3. m i s k a 4. m i s k a 

Shapi rův-Wilkův test_0h 0,0196 0,0958 0,0208 0,0321 

Shapi rův-Wilkův test 24h 0,0038 0,0133 0,0042 0,4938 

Podle výsledné p-hodnoty neparamet r i ckých t e s tů hodnot íc ích plochu vytvořené 

rýhy v miskách na p o č á t k u experimentu je n u t n é nulovou hypo tézu zamí tnou t , me­

dián z hodnot plochy rýhy se alespoň v jednom vzorku odlišuje. S ohledem na mno­

honásobné porovnán í 6.7 jsou odchylky hodnot tes tovaného parametru mezi větš inou 

misek statisticky významné . Nulová hypo téza byla rovněž z a m í t n u t a u hodnocení 

plochy rýhy ze sn ímků po 24 hodinách. Nicméně, první t ř i misky vykazují mezi 

sebou statisticky nevýznamné rozdíly v ploše rýhy, výrazně se od nich liší pouze 

plocha rýhy v poslední misce. Grafické výsledky s ta t is t ických t e s tů jsou vyobrazeny 

na Obr. 6.12 a 6.13. 

Tab. 6.6: Výsledné p-hodnoty z neparamet r ických tes tů : Kruskalova-Wallisova a me­

diánova testu (buněčná linie Saos-2). 

s t a t i s t i c k ý tes t p - h o d n o t a 

Kruskalův-Wall isův test Oh 0,0000 

Mediánový test Oh 0,0000 

Kruskalův-Wall isův test 24h 0,0008 

Mediánový test_24h 0,0017 

Tab. 6.7: Mnohonásobné porovnán í ploch rýh v miskách (Saos-2, sn ímky z 0 hodin). 

1. m i s k a 2. m i s k a 3. m i s k a 4. m i s k a 

1. m i s k a 0,0001 0,0179 1,0000 

2. m i s k a 0,0001 0,8598 0,0062 

3. m i s k a 0,0179 0,8598 0,4134 

4. m i s k a 1,0000 0,0062 0,4134 
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Tab. 6.8: Mnohonásobné porovnán í ploch rýh v miskách (Saos-2, sn ímky z 24 hodin). 

1. m i s k a 2. m i s k a 3. m i s k a 4. m i s k a 

1. m i s k a 1,0000 1,0000 0,0010 

2. m i s k a 1,0000 1,0000 0,0235 

3. m i s k a 1,0000 1,0000 0,0096 

4. m i s k a 0,0010 0,0235 0,0096 

Krabicový graf - Saos-2, snímky z 0 hodin 
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Obr. 6.12: Krabicový graf ze s ta t is t ických t e s tů hodnot íc ích plochu rýhy v jednotli­

vých miskách s buněčnou linií Saos-2, ze sn ímků z 0 hodin. 
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Krabicový graf - Saos-2, snímky z 24 hodin 
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Obr. 6.13: Krabicový graf ze s ta t is t ických t e s tů hodnot íc ích plochu rýhy v jednotli­

vých miskách s buněčnou linií Saos-2, ze sn ímků z 24 hodin. 
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7 Diskuze 
Cílem bakalářské práce bylo posoudit vl iv nanočás t ic oxidu z inečnatého na migraci 

buněk. B y l y k tomu využi ty 2 testy. P r v n í M T T test zkoumal měnící se viabi l i tu 

buněk v závislosti na množs tv í nanočás t ic , j ímž byly b u ň k y vystatovány. Druhý test 

Scratch assay určoval v l iv N P s ZnO na mí ru migrace buněk. Schopnost buněk se 

pohybovat předs tavuje klíčový faktor pro procesy jako je růs t tkán í , hojení ran nebo 

metas tázování nádorů . Testy byly prováděny na dvou buněčných liniích, na nádorové 

Saos-2 a nenádorové NIH-3T3 . 

Cytotoxici ta N P s ZnO byla p rokázána vůči o b ě m a buněčným liniím. Podle stu­

dií měly vykazovat vyšší cytotoxicitu vůči nádorovým b u ň k á m , tud íž vůči Saos-2. 

Tento p ředpoklad ovšem potvrzen nebyl. Z výsledků M T T testu je pa t rné , že za­

t ímco u NIH-3T3 životaschopnost buněk po expozici N P s ZnO klesala v závislosti 

na její koncentraci, ž ivotaschopnost u Saos-2 sice také klesla, ale s rous toucí koncen­

t rac í nanočás t ic se po p r v n í m spádu neměni la tak výrazně . Míra cytotoxicity byla 

posuzována na základě parametru IC50, pro 3T3 byla stanovena na 51,992 ug /ml , u 

Saos-2 vycházela tato hodnota nad rámec tes tované škály (maximáln í t es tovaná kon­

centrace byla 60 ug/ml) . Zjištění, že N P s ZnO jsou cytotoxictější vůči nenádorovým 

NIH-3T3 naznačuje , že jejich cytotoxicita závisí na specifických vlastnostech buněč­

ného typu v kombinaci s v las tn ími charakteristikami jako je např . jejich velikost, 

tvar a povrchový nábo j . 

Pro určení mí ry migrace byl použi t Scratch assay test. Míra pohybu buněk byla 

měřena p ros t ředn ic tv ím plochy rýhy ve dvou časových intervalech, po vytvoření 

rýhy a po 24 hodinách. U buněk NIH-3T3 bylo s ta t i s t ickými testy prokázáno , že při 

p rvo tn ím pořizování sn ímků nebyly rozdíly v ploše rýhy v jednot l ivých vzorcích sta­

tisticky významné . Po 24 hod inách už ovšem byly tyto rozdíly mezi vzorky pa t rné . 

Nejmenší plocha, tedy největší migrace buněk , byla z a z n a m e n á n a v p rvn ím vzorku, 

k te rý neobsahoval žádné nanočás t ice . V rámci 1.-3. vzorku došlo k m í r n é m u n á r ů s t u 

hodnoty plochy rýhy, ovšem mezi sousedními vzorky nedocházelo ke statisticky vý­

z n a m n é m u rozdílu v hodno tách . P r v n í vzorek se však mírně , statisticky významně , 

lišil od t ř e t ího vzorku. Největší rozdíl prokazoval poslední vzorek, k te rý byl výrazně 

odlišný od všech os ta tn ích a plocha rýhy v n ě m byla největší. Jednalo se o vzorek 

obsahující koncentraci ZnO NPs , při k teré došlo v M T T testu k ú m r t í poloviny bu­

něk. Výsledky ze Scratch assay testu odpovídaj í výs ledkům z M T T testu, tedy s 

roustoucí koncentrací N P s ZnO viabil i ta buněčné linie NIH-3T3 a mí r a její migrace 

klesá. 

Ačkoliv při počá tečn ím snímkování byla variabilita hodnot ploch vytvořené rýhy 

u buněk Saos-2 menší než u 3T3, vzorky s b u ň k a m i Saos-2 prokazovaly statisticky 

významné rozdíly v ploše rýhy již při počá tečn ím snímkování. V jednom ze t ř í prove-
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děných exper imen tů byly hodnoty ve č t v r t é m vzorku vyšší, což zvýšilo celkový rozdíl 

oproti o s t a t n í m vzorkům. S ohledem na mnohonásobné porovnán í bylo zjištěno, že 

tes tované parametry byly ve vzorcích 1 a 4 odlišné od vzorků 2 a 3 se statistickou 

významnos t í , ve vzorku 1 a 4 byla plocha rýhy o něco větší. Ve snímcích zhotovených 

24 po t é se hodnoty plochy rýhy v p r v n í m až t ř e t í m vzroku statisticky neodlišují. 

Výrazně se od nich liší č tv r tý vzorek, k te rý obsahuje ZnO N P s v koncentraci 50 

ug /ml . Je ovšem n u t n é b rá t ohled na fakt, že při vytvoření rýhy nebyly hodnoty 

plochy rýhy stejné. Přes tože se ve 24 hodinách zdají bý t první t ř i vzorky shodné, 

první vzorek měl při počá tečn ím měření plochy rýhy větší rozměry, což naznačuje 

vyšší migraci buněk. Druhý a t ře t í vzorek vykazoval stejnou migraci buněk. Míru 

migrace ve č t v r t é m vzorku nelze přesně urči t , kvůli počá tečn ímu měření , zda je mi­

grace buněk s tejná nebo nižší než ve d r u h é m či t ř e t í m vzorku. Míra migrace Soas-2 

z 1-3. vzorku odpov ídá v iabi l i tám buněk z M T T testu, při působení N P s ZnO na 

buňky dochází k poklesu životaschnopnost i , k t e r á se ovšem s narůsta j íc í koncentrací 

N P s ZnO výrazně nemění . 

Scratch assay test může být náchylný k ř adě chyb, k te ré mohou ovlivnit přesnost 

a spolehlivost výsledků. Jednou z nich může být nekonzis tentní šířka rýh, při vy­

tvoření rýhy může dojít k poškození okolních buněk , š p a t n á hustota buněk, špa tná 

resuspendace buněk i nanočás t ic , nevhodné kul t ivační podmínky , nepřesné vyhod­

nocení sn ímků a d a l š í . . . B u ň k y Saos-2 v porovnán í s NIH-3T3 byly na snímcích z 

24 hodin v p r v n í m vzorku, k te rý neobsahoval nanočás t ice , méně konfluentní. K d y b y 

se pořídi ly snímky Saos-2 ješ tě po 48 hodninách , možná by byly rozdíly mezi jednot­

livými vzorky více pa t rné . Pro přesnější určení plochy a šířky rýhy by bylo po t ř eba 

uděla t sn ímky v časových intervalech ze stejného mís t a ve vzorku. 

Pro přesnější porovnáví chování N P s ZnO na nádorové (Saos-2) a nenádorové 

buněčné l in i i , by bylo vhodné vzolit nenádorovou buněčnou l in i i z lidských buněk, 

k t e rá by se dala lehce kultivovat v in vitro pros t ředí , např . H E K 2 9 3 , H U V E C , A549. 

Výsledky práce jsou se studiemi obt ížně porovnate lné z důvodu rozmanitosti 

zkoumané problematiky. Z hlediska využívaných nanočás t ic výzkumy pracují s je­

jich konkré tmími typy, k teré mají různou velikost, odlišný způsob syntézy a mohou 

být modifikované. Navíc existuje celá škála používaných nádorových a nenádorových 

buněčných linií. Všechny tyto faktory ovlivňují konečný cytotoxický účinek konkrét ­

ních nanočás t i c na konkré tn í buněčné linie, proto byly vyb rány studie, k teré se s 

provedeným experimentem v těchto parametrech nejvíce shodovaly. 

Ve s tudi ích Chinnathambiho a kol. [34] byly zkoumány účinky N P s ZnO, k teré 

byly sytnte t izovány p ros t ředn ic tv ím zelené syntézy využ i t ím extraktu z listů byliny 

Alhagi maurorum. S využi t ím skenovacího elektronového mikroskopu (SEM) byla 

zjištěna velikost nanočás t ic , 27,92 nm a jejich sférická morfologie. Výsledky studie 

prokazují , že ZnO N P s jsou ant ikarc inogenní vůči buněčným liniím osteosarkomu 

50 



(HOS, M G - 6 3 , G-292, klon A141B1, Saos-2, Hs 707 (A) .T) . Jejich pro t inádorový 

účinek je proporcionální k velikosti dávky, př ičemž současně projevují minimální 

cytotoxicitou vůči l idským endote lovým b u ň k á m z pupečníkové žíly ( H U V E C ) . Za 

využi t í cytotoxického M T T testu byly tes továny koncentrace N P s ZnO v rozsahu 

0-1000 ug /ml . Výsledné I C 5 0 se u buněčnných linií osteosarkomu pohybovaly v roz­

mezí 419-550 ug /ml , u H U V E C byla IC50 na tes tované škále rovná 0 ug /ml . [34] 

Bisht a kol. [35] zjišťovali cytotoxický efekt magneticky konjugovaných nanočás t ic 

ZnOFe30"4 a nanočás t ic ZnO. Oba typy nanočás t ic prokázaly selektivní cytotoxicitu 

vůči buněčné l in i i rakoviny prsu M D A - M B - 2 3 1 bez výrazného v l ivu na b u ň k y N I H -

3T3. P r ů m ě r n á velikost částic byla 18,67 ± 2,2 n m pro ZnO N P s a 14,56 ± 1,53 

nm pro FesO^ B y l využit M T T test s koncentracemi N P s od 200 u g / m l do 1,56 

ug /ml , koncentrace byla vždy zředěna na polovinu, tento postup byl opakován 8x. 

P ř i stejných koncentracích N P s ZnOFes04 vykazovaly v porovnán í s N P s ZnO vyšší 

cytotoxický efekt na M D A - M B - 2 1 3 N P s ZnO a nižší cytotoxický efekt na N I H -

3T3. Díky magnet ickému Fes04 lze nanočás t ice zaměř i t na nádorovou t k á ň pomocí 

vnějšího magnet ického pole. N P s ZnOFes04 mohou sloužit jako vysoce selektivní 

nanočás t ice pro cílenou léčbu rakoviny, ale je n u t n é provést další výzkum, aby došlo 

k p lnému porozumění jejich chování v in vivo podmínkách . [35] 
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Závěr 
Bakalá řská práce se zabývala problematikou v l ivu nanočás t ic oxidu z inečnatého na 

životaschopnost a migraci buněk. Konkré tně byla zkoumána jejich účinnost na dvou 

buněčných liniích: na buňách NIH-3T3 z myších fibroblastů a na buněčné l in i i z 

lidského osteosarkomu Saos-2. 

P ráce byla rozdělena do dvou hlavních část í - teoretické a prakt ické. P r v n í bod 

teoretické části se zabýval popisem a aplikací N P ZnO, nás ledně se zaměři l na je­

j ich využi t í v medicíně, ve k teré představuj í obrovský potenciá l ze jmnéna v terapii 

nádorových onemocnění . Dále jsou v teoretické části p ředs taveny jednot l ivé metody 

pro hodnocení cytotoxicity klasifikující se podle pros t ředí , ve k t e r ém probíhaj í na 

in vivo a in vitro. Dále byla p o p s á n a metoda Scratch assay, pomocí k te ré lze urči t 

míru migrace buněk. Pos ledním bodem byla charakterizace dvou buněčných linií, 

fibroblastických NIH-3T3 a nádorových Saos-2, k te ré jsou využi ty v prakt ické části . 

V prakt ické části byly p o d r o b n ě popsány postupy kultivace a pasážování buněk, 

stejně jako dva hlavní exper imentá ln í testy: cytotoxický M T T test a Scratch assay. 

M T T test byl použi t k určení míry cytotoxicity N P s ZnO. Výsledkem je hodnota 

absorbance, k t e r á se používá k určení míry životaschopnost i buněk v závislosti na 

použi tých koncentracích nanočás t ic . Z těch to hodnot byla vypoč í t ána hodnota IC50, 

což je koncentrace p o t ř e b n á k usmrcení 50 % buněk. Životaschopnost buněk N I H -

3T3 klesala s přibývající koncentrací N P s ZnO, za t ímco u Saos-2 viabil i ta buněk v 

p rvn ím vzorku obsahujícím N P s ZnO mírně poklesla, ale nás ledně se zvyšující se 

koncetrací se už výrazně neměnila . Takže N P s ZnO vykazují vyšší mí ru cytotoxi­

city vůči NIH-3T3 , což se neshodovalo s teoretickou znalostí , k t e rá poukazuje na 

vyšší cytotoxicitu vůči nádorovým b u ň k á m . Cytotoxický efekt N P s ZnO tedy zá­

visí na specifickým vlastnostech buněčných t y p ů v kombinaci s charakter i t ickými 

vlastnostmi nanočás t ic . 

Míra migrace buněk po expozici N P s ZnO byla sledována pomocí Scratch assay. 

Zvolené koncentrace N P s vycházely z M T T testu, nejvyšší t es tovaná koncentrace 

odpovída la hodno tě IC50 pro NIH-3T3 buňky, os t a tn í koncentrace byly menší a 

jeden vzorek byl kontrolní . Vzorky byly sn ímány ve 2 časových intervalech (0 a 

24h) a sn ímky byly následně zpracovány pomocí softwaru ImagineJ, k te rý umožni l 

určit plochu, popř ípadě šířku vytvořené rýhy. Nakonec byly hodnoty plochy rýhy 

vyhodnoceny s ta t i s t ickými testy. U buněk NIH-3T3 byla rychlost zacelení rýhy u 

vzorků s N P s ZnO v daných koncentracích v souladu se ž ivotaschopnost í buněk 

zjištěnou pomocí M T T testu, tedy roustoucí koncentrace N P s ZnO m á negat ivní 

v l iv na migraci buněk. Vzorky 1-3 s b u ň k a m i Saos-2 také odpovídaly výs ledkům 

M T T testu, u 4. vzorku s nejvyšší koncentrací N P s nelze mí ra migrace s jistotou 

určit kvůli větší ploše rýhy na počá tečn ím vzorcích. 
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Seznam symbolů a zkratek 
A T P adenosintrifosfát - adenosine triphosphate 

D D S cílený transport léčiv - drug delivery system 

D L S Dynamický rozptyl světla - dynamic light scattering 

D M E M Dulbeccovo modifikované Eagleho m é d i u m - Dulbecco's modified 

eagle medium 

D M S O dimethylsulfoxid 

E C M extracelulární matrix - extracellular matrix 

E D T A kyselina e thy lend iamin te t raoc tová - ethylenediaminetetraacetic acid 

E P R efekt zvýšené permeability a retence - enhanced permeability and 

retention effect 

F B S fetální bovinní sé rum - fetal bovine serum 

F D A fluorescein d iace tá t - fluorescein diacetate 

G F - A F C glycylfenylalanyl-aminofluorokumarin 

G R A S lá tka označovaná jako bezpečná - generally recognized as safe 

H U V E C lidské endotelové b u ň k y z pupečníkové žíly - human umbilical vein 

endothelial cells 

IC50 inhibiční koncentrace - half maximal inhibitory concentration 

I N T 2-(4-iodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-fenyltetrazolium chlorid 

L D H lak tá tdehydrogenáza - lactate dehydrogenase 

M T T 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difentyltetrazolium bromid 

N A D H / H + nikotinamid adenin dinukleotid ( redukovaná forma) / (ox idovaná 

forma) 

N I H - 3 T 3 b u ň k y myších fibroblastů - mouse fibroblast cell line 

N P s nanočás t ice - nanoparticles 

N R U pří jem neu t rá ln í červeně - neutral red uptake 
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P B S fosfátový pufr - phosphate buffered saline 

P T H r e c e p t o r receptor pro parathormon - parathyroid hormone receptor 

R O S reakt ivní forma kyslíku - reactive oxygen species 

Saos-2 b u ň k y osteosarkomu - osteosarcoma cell line 

S H M P hexametafosfát sodný - sodium hexametaphosphate 

Z n O oxid z inečnatý - zinc oxide 
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A Příloha: Tabulky s výslednými parametry 
Scratch assay 

A . l Buněčná linie NIH-3T3 

Tab. A . l : Tabulka shrnující analyzované parametry z prvn ího experimentu. Para­

metry byly analyzovány ze sn ímků s NIH-3T3 b u ň k a m i ze dvou časových intervalů 

(0 a 24 hodin). 

NIH-3T3, 1. 0 hodin 24 hodin 
miska snímek z rýhy plocha rýhy [jam2] plocha rýhy [%] šířka rýhy [jim] plocha rýhy [um2] plocha rýhy [%] 

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 255466,140 21,998 

60 



Tab. A . 2 : Tabulka shrnující analyzované parametry ze d ruhého experimentu. Para­

metry byly analyzovány ze sn ímků s NIH-3T3 b u ň k a m i ze dvou časových intervalů 

(0 a 24 hodin). 

NIH-3T3, 2. 0 hodin 24 hodin 
miska snímek z rýhy plocha rýhy [jam2] plocha rýhy [%] šířka rýhy [pm] plocha rýhy [pm2] plocha rýhy [%] 

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 

2 3 688548,916 59,291 728,485 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 
2 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 shrnující analyzované parametry ze t ř e t ího experimentu. Para­

metry byly analyzovány ze sn ímků s NIH-3T3 b u ň k a m i ze dvou časových intervalů 

(0 a 24 hodin). 

NIH-3T3, 3. 0 hodin 24 hodin 
miska snímek z rýhy plocha rýhy [jam2] plocha rýhy [%] šířka rýhy [pm] plocha rýhy [pm2] plocha rýhy [%] 

1 578942,405 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 

2 3 741973,411 63,891 793,636 37071,626 3,192 
4 747786,676 64,392 796,014 52389,361 4,511 
5 765890,125 65,951 799,808 58052,237 4,999 
1 599802,535 51,649 643,780 30586,748 2,634 
2 633094,819 54,516 681,479 32335,763 2,784 

3 3 640577,717 55,160 685,900 34248,168 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 678742,811 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 Buněčná linie Saos-2 

Tab. A .4 : Tabulka shrnující analyzované parametry z prvn ího experimentu. Para­

metry byly analyzovány ze sn ímků s b u ň k a m i Saos-2 ze dvou časových intervalů (0 

a 24 hodin). 

Saos-2, 1. 0 hodin 24 hodin 
miska snímek z rýhy plocha rýhy [jam2] plocha rýhy [%] šířka rýhy [jim] plocha rýhy [um2] plocha rýhy [%] 

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 
5 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 338982,415 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 
5 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 shrnující analyzované parametry ze d ruhého experimentu. Para­

metry byly analyzovány ze sn ímků s b u ň k a m i Saos-2 ze dvou časových intervalů (0 

a 24 hodin). 

Saos-2, 2. 0 hodin 24 hodin 
miska snímek z rýhy plocha rýhy [pm2] plocha rýhy [%] šířka rýhy [pm] plocha rýhy [pm2] plocha rýhy [%] 

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 

2 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 
2 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 334598,958 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 shrnující analyzované parametry ze t ř e t ího experimentu. Para­

metry byly analyzovány ze sn ímků s b u ň k a m i Saos-2 ze dvou časových intervalů (0 

a 24 hodin). 

Saos-2, 3. 0 hodin 24 hodin 
miska snímek z rýhy plocha rýhy [pm2] plocha rýhy [%] šířka rýhy [pm] plocha rýhy [pm2] plocha rýhy [%] 

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 

2 3 447778,930 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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